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Belirli boyut, bicim ve ylizey Ozelliklerine sahip olacak sekilde tasarlanan
nanopartikiiller, 6zellestirilmis fonksiyonlar1 sayesinde tip, fizik, kimya ve tarim gibi
bir¢ok alanda kullanilmaya baslanmistir. Gidalarin teknolojik 6zelliklerini gelistirmek
amaciyla gida katkisi olarak kullanilan bazi metal nanopartikiillerin (glimiis, demir,
¢inko) insan sagligina zararlar1 ortaya konulmustur. Tez ¢alismasinda 6zellikle 1.5-6 yas
araligindaki ¢ocuklarin tiikettigi gidalarda yiiksek miktarda bulunan farkli ¢aplardaki (30
nm, 100 nm ve 250 nm) TiO: nanopartikiillerinin gergek gida ortami olarak siit ile
etkilesimi incelenmistir. Bu etkilesimin, nanopartikiil morfolojisi, partikiil ylizey yiikii,
korona yapisi ve toksik ozellikleri iizerine etkileri arastirilmugtir. Ilk asamada, siit
ortaminin iyonik yiikiinii taklit eden tamponda nanopartikiillerin davranisi izlemis ve 30
nm, 100 nm ve 250 nm ¢aplarindaki partikiiller i¢in sirasiyla 2900.3 £ 411.9 nm; 3271.0
+ 131.2 nm ve 2276 £ 347.7 nm biiyiikliiklerinde agregat yapilar1 tespit edilmistir.
Nanopartikiiller siit ile etkilestiginde, ortamda bulunan bilesenlerin agregat
biiyiikliiklerinde azalma gozlenmistir. Bununla birlikte, olusan korona yapis1 SDS-PAGE
ile incelendiginde, bu yapida biiylik oranda kazein proteinleri oldugu tespit edilmistir.
Ikinci asama olarak tez calismasi kapsaminda, gida ve tampon ortaminda bulunan TiO»
nanopartikiillerine sindirim simiilasyonu uygulanmis, sindirim siirecinde partikiillerin

gecirdigi degisimler takip edilmistir. Bu siiregte tampon ortamindaki nanopartikiillerin
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agizdan, mide ve barsak ortamina gidildik¢e agregat ¢aplarinin kiiciildiigii gozlenmistir.
Stit ortaminda ise nanopartikiil agregat ¢aplarmin sindirim 6ncesinde de oldugu gibi
azaldig1 gozlenmistir. Bununla birlikte tampon ortamindaki nanopartikiillerin lizerinde
yeni bir korona yapisi gozlenmistir. Ayrica, TiO> nanopartikiillerinin sindirim
ortamlarindaki diger bilesenler ile etkilesiminin incelenmesi amactyla, nanopartikiillerle
etkilesmis sindirim enzimlerinin aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Bu noktada nanopartikiillerin
amilaz enzimi aktivitesini azaltmadig1, pepsin enzimi lizerinde sadece tampon ortaminda
aktivite azalmasina neden oldugu ve lipaz enziminde hem tampon ortaminda hem de gida
ortaminda aktivite azalmasina yol actig1 tespit edilmistir. Son asamada farkli ¢aplardaki
TiO2 nanopartikiillerinin sindirim sonrasi sitotoksik etkileri memeli ve bakteri hiicreleri
tizerinde incelenmistir. Nanopartikiillerin Caco-2 hiicresinin canlilifina etkisini doza
bagli gosterdigi gozlenmistir. Ayrica 3 farkli ¢aptaki nanopartikiiller hiicre canliligina
tampon ortaminda etki etmezken, gida ortaminda hiicre canliligini azaltmistir.
Nanopartikiillerin oksidatif stres onciilii etkisinin incelendigi analizlere géz atildiginda
cap1 30 nm olan nanopartikiiller memeli hiicresi iizerinde tampon ortaminda ciddi bir stres
olustururken bu etki gida ortaminda azalmistir. Capt 100 nm olan nanopartikiiller
oksidatif stres Onciiliiniiniin iiretilmesine yiiksek konsantrasyonlarda hem gida hem
tampon ortaminda neden olmustur. 250 nm ¢apindaki nanopartikiiliiniin oksidatif stres
etkisi yalnizca tampon ortaminda Olgiiliirken, gida ortaminda stres etkisi azalmistir.
Nanopartikiillerin bakteri hiicresinin iizerine etkileri incelendiginde etkilerin yine doza
bagli ve tampon ortaminda fazla oldugu gozlenmistir. Bakteri hiicresi iizerinde en fazla
stres etkisi tampon ortamindaki 250 nm ¢apindaki nanopartikiiller ile dl¢iilmiistiir, bu etki
gida ortaminda azalmigtir. Nanopartikiillerin ylizeyinde bulunan korona yapisinin
farkliliginin sitotoksik etkilerini degistirdigi gdzlenmistir. Tez caligmast sonucunda TiO2
nanopartikiiliiniin gergek gida ortamindaki davranist ve bu davranigin sindirim
stirecindeki degisimi ilk kez incelenmistir. Boylece nanopartikiiliin gida bilesenleri,
sindirim enzimleri ile sindirim epitel hiicresi ve bakteri hiicreleri gibi farkli hiicreler ile

etkilesimi hakkinda detayl1 bilgi edinilmistir.

Anahtar Kelimeler: Titanyum dioksit, Nanopartikiil, Sindirim simiilasyonu,
Sitotoksisite
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Supervisor: Do¢. Dr. F. Ceyda DUDAK SEKER

January 2023, 88 pages

Engineered nanoparticles have led to their use in a variety of fields, including physics,
chemistry, medicine, and agriculture. Some metal nanoparticles (silver, iron, zinc) used
as food additives to improve the technological properties of foods have been shown to
harm human health. In this study, the interaction of TiO> nanoparticles of different
diameters (30 nm, 100 nm and 250 nm) with milk as a real food medium, which is found
in high amounts in the foods consumed by children aged 1.5-6 years, was investigated.
The effects of milk on nanoparticle morphology, particle surface charge, corona structure
and cytotoxicity were stutied. Firstly, the behavior of the nanoparticles in the buffer
simulating the ionic charge of the milk medium (whole,skim and serum) was analysed
and hydrodynamic diameters for particles with diameters of 30 nm, 100 nm and 250 nm
were found 2900.3 £ 411.9 nm, 3271.0 £ 131.2 nm and 2276 + 347.7 nm, respectively.
When the nanoparticles interacted with the milk, the aggregate sizes of the medium's
components decreased. However, when the corona structure was examined, it was
discovered that it contained a high proportion of casein proteins with SDS-PAGE. The
second step of the thesis study digestion simulation applied to TiO2 nanoparticles in the
food and buffer mediums and the changes in the particles were measured during digestion.

The aggregate diameters of the nanoparticles in the buffer decreased from the mouth to
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the stomach and intestinal mediums. The diameters of the nanoparticle aggregates
decreased in the milk medium, as they did before digestion. Additionally a new corona
structure has been detected on nanoparticle surface in buffer medium after digestion.
Furthermore, the activities of digestive enzymes that interact with the nanoparticles were
measured to investigate the interaction of TiO: nanoparticles with other components
during digestion. At this point, it was determined that the nanoparticles did not reduce the
activity of the amylase enzyme, caused a decrease in the activity of the pepsin enzyme
only in the buffer medium, and caused a decrease in the activity of the lipase enzyme in
both the buffer and milk. In the final step, the cytotoxic effects of digested TiO:
nanoparticles of various diameters on mammalian and bacterial cells were examined. The
effect of nanoparticles on the viability of the Caco-2 cell was found to be dose-dependent.
Additionally, while nanoparticles of three different diameters had no effect on cell
viability in buffer medium, they had an adverse effect on it in food medium. According
to the results of the oxidative stress precursor effect of nanoparticles, nanoparticles with
a diameter of 30 nm cause significant stress on mammalian cells in the buffer, but not in
the food medium. At high concentrations, nanoparticles with a diameter of 100 nm also
caused the production of oxidative stress precursors in both food and buffer mediums.
While the oxidative stress effect of the 250 nm diameter nanoparticle was only measured
at high concentrations in buffer medium. When the effects of nanoparticles on bacterial
cells were investigated, it was discovered that the effects were dose-dependent and
occurred more in the buffer environment. The maximum stress effect on the bacterial cell
was measured in the buffer medium with nanoparticles with a diameter of 250 nm; this
effect decreased in the food medium. The differences between corona structures of buffer
and food medium has affected the cytotoxicity of nanoparticles. With this study, the
behavior of the TiO2 nanoparticle in the real food environment and the change of this
behavior in the digestion process were investigated for the first time. Thus, detailed
information was obtained about the interaction of nanoparticle with food components,

digestive enzymes and different cells such as digestive epithelial cells and bacterial cells.

Keywords: Titanium dioxide, nanoparticle, digestion simulation, cytotoxicity
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1. GIRIS

Sanayi devriminin 6niinii actig1 endiistriyel gida, bilim ve teknolojinin 1s1ginda global bir
zincire donlismiistiir. Bu durum gidanin ulasilabilir olmasinda o6nemli bir rol
oynamaktadir. Fakat bir gidanin, diinyanin her yerindeki tiiketiciye iiretimden ¢iktig
tazelikte ulasmasi; iiretim prosesi, tasinma, depolama ve tiiketici gibi i¢inde bircok
degiskeni barindiran ¢ok boyutlu bir sorundur. Bu sebeple gidanin iiretimden tiiketime
standartlagmas1 icin endistriyel gida, gida katki maddeleri ile desteklenmektedir.
Giliniimiizde bu maddelerin kullanimi Codex Alimentarius’un Gida Katki maddeleri
standardiyla kontrol edilmektedir. Titanyum dioksit (TiO2) de gidalarda siklikla
kullanilan katki maddelerinden biridir. TiO2’in, yiiksek refraktif indeksi sayesinde,
ultraviyole (UV) 15181 absorblama veya dagitma 6zelligi bulunmaktadir. Ayrica kimyasal
ve termal stabilite ve yiiksek parlaklik ve opaklik 6zelliklerinden dolayi, TiO2 gida,
kozmetik, boya, enerji depolama gibi alanlarda kendine 6nemli bir yer bulmustur. Gida
alaninda E171 olarak kodlanan TiO; sakiz ve sekerlemelerde, siit iiriinlerinde, firincilik
iriinlerinde, iceceklerde siklikla kullanilmaktadir. Fakat yapilan son arastirmalarda
gidalarda kullanilan TiO:’in yaklasik %36’sinin nanometre boyutunda oldugunun
bulunmasi ¢arpici bir sonug¢ olmustur. Nanopartikiillerin agizla alindiktan sonra hiicrelere
gecip oradan da kan dolasimina katilma ihtimali TiO, nanopartikiillerini siipheli
konumuna sokmustur. Bu sebeple TiO: nanopartikiillerinin, saglik agisindan
giivenirliligi, bilim diinyasinin ilgisini ¢ekmistir. Bu noktadan sonra TiO:
nanopartikiillerinin sagliga etkilerinin farkli aragtirma gruplarinca incelendigi ve TiO:
nanopartikiiliiniin {inlinlin sarsintiya ugrayacagi bir donem baslamistir. Glintimiizde ilk
kez 2020 yilinda Fransa hiikiimeti tarafindan TiO; kullanimi, iceren gidalarin satiginin
durdurulmast ile kisitlandirilmigtir. 2022 yilinin ortasindan itibaren ise Avrupa Gida
Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan, Titanyum dioksitin Avrupa bolgesindeki

kullanim1 yasaklanmuigtir.

TiO2’in sagliga zararli olabilecek fonksiyonu g¢ogunlukla, UV 15181 absorblayarak
gosterdigi fotokatalik reaktivitesinden kaynaklanmaktadir. TiO2 nanopartikiilii 1s181in UV
araliktaki dalgalarini daha diislik enerji seviyesine absorblarken, serbest aktif elektronlar
olusturur. Olusan bu elektronlar ¢evrede bulunan molekiilerle oksidasyon/rediiksiyon
reaksiyonlarina girerek onlar1 radikal anyonlara ve peroksit radikallerine (reaktif oksijen

tiirleri, ROS) doniistiiriir. ROS kararsiz yapisindan dolay1 saglik acisindan 6zellikle hiicre
1



seviyesinde biiyiik sorunlara yol agmaktadir. TiO, nanopartikiiliiniin bu fotokatalitik
reaksiyonunu etkileyen parametrelerin arasinda morfolojileri (kristal formlari, elektriksel
yiikii ve yiizey kompozisyonu) ve yiizey alani (kristal capt ve kristalin agregasyon
durumu) gibi karakteristik Ozellikler bulunmaktadir. Yapilan c¢alismalarda,
nanopartikiillerin morfolojilerine bagl olarak biyomolekiiller ile etkilesime girdigi ve
‘korona’ adi verilen bir kompleks olusturdugu tespit edilmistir. Bu 6zel durumun
nanopartikiillerin reaktivitesi yani toksisitesi iizerinde Onemli etkileri bulundugu
bilinmektedir. Ancak bahsedilen ¢alismalarda nanopartikiillerin tek bir biyomolekiil veya
birka¢ tane gida bilesenin birlestirilmesi ile olusturulmus temsili gida ortamlarindaki
davranisi incelenmistir. Yapilan tez ¢alismasinda ise ilk kez gergcek bir gida ortami
kullanilarak gida katki maddesi olarak kullanilan TiO; nanopartikiiliiniin davranist ve
hiicresel toksisitesi incelenmistir. Bu anlamda yapilan tez ¢alismasinin literatiirdeki ciddi

bir a¢ik olan bu konuya énemli bir katki sagladigi diigiiniilmektedir.

Onerilen ¢alismada gida katki maddelerinde de yer alan, TiO» nanopartikiiliiniin, siit
ortaminda gidalarla bilesenleri ile etkilesime gectiginde morfolojik ve ylizey alami
yapilarinda olan degisimler goézlenmistir. Daha sonra bu gida TiO; nanopartikiilii
kompleksi sindirime sokularak sindirim boyunca nanopartikiil ve nanopartikiil gida
kompleksinde meydana gelen degisimler incelenmistir. Sindirim siirecinde TiO>
nanopartikiilii ve gida kompleksinin sindirim enzimleri tizerine etkileri incelenmistir.
Calismanin son asamasi olarak da sindirime ugramis nanopartikiil gida kompleksinin
sindirim epitel hiicreleri iizerinde etkileri ile hiicre bazli stres etkisini 6lgmek amact ile de
rekombinant Escherichia coli hiicresi lizerine etkileri incelenmistir. Bu tez ¢alismasinda,
literatiirdeki model gida ¢alismalarindan farkli olarak, TiO2 nanopartikiillerinin gergek
gida ortamindaki davranigi ve sindirim sonuna kadar gectigi yol boyunca ugradig:

degisiklikler hakkinda kapsayict bir bilgi edinilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Gida Katki Maddeleri

Gida katki maddeleri, gidalara gida isleme sirasinda kaybettikleri renk, aroma gibi
ozellikleri geri kazandirmak veya depolama sirasinda bozulmalara kars1 korumak gibi
sebeplerle gidalar eklenen maddelerdir. Katki maddelerinin gida sektdriinde kullaniminin
oniinii, Diinya Saglik Orgiitii’niin 1956 yilinda yayinladig: 40’tan fazla iilkeyi kapsayan
liste agmustir [1].

'Gida katki maddesi', Avrupa Parlamentosu’nun 2008 tarihli regiilasyonuna gore

“normalde kendi basina gida olarak tiiketilmeyen ve besleyici degeri olsun veya olmasin
gidanin karakteristik bir bileseni olarak normalde kullanilmayan, tiretimde teknolojik bir
amag icin gidaya kasitl olarak ilave edilen, bu tiir gidalarin iglenmesi, hazirlanmasi,
islenmesi, paketlenmesi, tasinmasit veya depolanmasi, kendisinin veya yan iiriinlerinin
dogrudan veya dolayli olarak bu gidalarin bir bileseni haline gelmesi beklenen

maddeler”
olarak tanimlanmistir [2].

Gida katki maddelerinin islevi, tiiketici beklentilerini karsilamak amaciyla gidanin
besinsel niteligini (koruyucular, antioksidanlar) artirmak, bir gida maddesinin
goriinlimiinii ve tadmi iyilestirmek (renklendirici maddeler, tatlandiricilar, aroma
arttiricilar), gida maddesine istenen bir doku (kivam artiricilar, jellestirisi maddeler)
vermek ve {irlinlin stabilizesini korumak (emiilgatorler, topaklanma 6nleyici maddeler,
stabilizatorler) olarak ifade edilmistir. Gida katki maddeleri dogal, dogaya 6zdes ve yapay

olmak {izere ii¢ ana gruba ayrilirlar [3].

Gida katki maddelerinin kullanimi, Codex Alimentarius un Gida Katki maddeleri
standardiyla kontrol edilmektedir. Avrupa komisyonunun takip ettigi bu standarda gore
gida katki maddeleri kullanimlarina verilen iznin kontrol altinda oldugunu ifade etmek
tizere bu maddelere E kodu verilmeye baglanmistir. Kisacast E kodu bulunan bir gida
katki maddesi saglik ve gida aragtirmacilar tarafindan arastirilmis, katki maddesinin
giivenligi ilgili otoritelerce onaylanmis anlamina gelmektedir [4]. Buna gore gidalarda
kullanilan renklendiriciler (E1), koruyucular (E2), antioksidanlar ve asitligi

diizenleyiciler (E3), kivam artiricilar, stabilizatorler ve emulgatorler (E4), Asitligi
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diizenleyiciler, topaklanmay1 onleyiciler (ES), aroma articilar (E6), tatlandiricilar, gazlar
ve parlaticilar (E9) ve digerleri (E10) olmak iizere farkli kodlarla tanimlanmaktadir
(Cizelge 2.1) [5]. Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’ne gore, gida katki maddelerinin adi,

E kodu ve kullanim amacinin gida paketlerinde belirtilmesi zorunludur [6].

Cizelge 2.1. Sik kullanilan gida katki maddeleri [2]

Ad1 Tiiri Uygulama alam Kodu
Titanyum dioksit (TiO,) Dogal Renklendirici E171
Sodyum nitrat Dogal Koruyucu E251
Askorbik asit Dogal Asitligi diizenleyici E300
Aljinik asit Dogal Kivam artiric E400
Silika dioksit (SiO,) Dogal Topaklanmay1 6nleyici E551
Mono sodyum glutamat Yapay Aroma artirict E621
Aspartam Yapay Tatlandirict E951
Polietilen glikol (PEG) Yapay Baglayici E1521
Vanilya Dogala 6zdes Aroma verici -

Gida katki maddeleri, insan saglig1 lizerinde olusturabilecegi olumsuz etkiler géz 6niinde
bulunduruldugunda siki denetim altinda bulunmasi gerekmektedir. Bu siki denetim
mekanizmasinin ana bilesenleri; katki maddelerinin gida ile esdeger saflikta olmasi, izin
verilen smirm altinda  kullanimi  ve sagliga etkilerinin aragtirilmast  olarak
tanimlanabilmektedir. insan saghigina etki, ilk bakista tiiketim miktarina bagli akut saglik
problemleri diisiiniilse de gida katki maddelerinin, iz miktarda bile alindiginda bu
maddelere duyarli kisilerde saglik problemlerine yol agabilecegi de ifade edilmektedir.
Ek olarak yapilan ¢aligmalarda gida katki maddelerinin kullanim siirmn altinda
alindiginda dahi, kronik saglik sorunlarina sebep olabilecegi gosterilmistir [7, 8]. Bu gibi
sebeplere gida katki maddelerinin insan sagligna etkileri, akut, genetik, norolojik,
toksikoloji ve kanserojen ¢alismalar1 yapilarak arastirilmaktadir. Gida katki maddelerinin
yol agabilecegi saglik problemleri icinde en sik goriilenleri; deri ve solunum
rahatsizliklari, intolerans, alerji, i¢ organlarda birikme, sindirim organlarina zarar, hiicre
hasari, iireme sisteminde olumsuz etkiler, hemoglobin yikimi, ndrolojik rahatsizliklar

olarak Ozetlenebilir [9, 10].



2.2. Nanopartikiiller

Nanometre birimi tarihte ilk kez 1925 yilinda mikroskopta altin pargaciklar1 6lgmek i¢in
tanimlanmistir. Fakat daha sonra Richard Feynman’in ¢ok ses getiren ‘‘There’s Plenty of
Room at the Bottom” konugmasinda nanometrenin bir uzunluk birimi olmasinin yan1 sira
maddelere yeni Ozellikler kazandiran bir boyut oldugu kabul edilmistir [11]. Bu
konusmadan sonra bilim ve teknoloji diinyasinda biiyiik bir ilgi gérmeye baslayan
nanoteknoloji, maddelerin yeni 6zellikler gosterdigi bu yeni boyutun pratik bir amag i¢in
kullanilmasi olarak tanimlanmistir. Bu kapsamda maddeleri atomik diizeyde yeni bir
fonksiyon kazandirmak iizere islemenin miimkiin oldugu ifade edildikten sonra
nanoteknoloji ¢caligmalar1 1980°li yillardan itibaren altin ¢agini1 yasamaya baglamistir. Bu
gelismelerin sonucu olarak da tasarlanmis nanopartikiiller tip, fizik, kimya ve tarim gibi

cok genis alanlarda kullanilmaya baslanmistir.

Nanoteknoloji, boyutlarindan en az biri 100 nm'den kiigiik malzemelerin
(nanomalzemeler) iiretimi, iglenmesi ve kullanimi ile ilgilenmektedir. Boyutsal bazda
nanomalzemeler; ii¢ boyutun da nanometre oldugu nanopartikiiller, iki boyutun
nanometre oldugu nanotiip veya nanogubuklar ve son olarak tek boyutun nanometre
oldugu nanoplakalar olarak gruplandirilmaktadir [12]. Ayrica nanomalzemeler
kompozisyonlarina gore de inorganik, organik, karbon bazli ve kompozit
nanomalzemeler olarak doért farkli sinifa ayrilmaktadir. inorganik nanomalzemeler
giimiis, altin, titanyum gibi metal ve bunlarin metal oksit formlarini igerirken, organik
nanomalzemeler ise organik kaynaklardan elde edilmis malzemelerdir. Organik karbon
iceren siklodekstrin, fosfolipid bazli lipozomlar organik nanomalzemelere Ornektir.
Karbon bazli nanomalzemeler ise yapilarinda sadece C atomu bulunduran karbon
nanotiip, grafen gibi malzemelerin ait oldugu gruptur. Kompozit nanomateryaller ise bu

i grubun kombinasyonlarindan olugsan komplex yapilardir [13].

Nanomalzemelerin, mikrometre ve daha yiiksek boyutlara gore ylizey alani ¢ok daha
fazladir. Bu durum, ilgili malzemenin fonksiyonunu karsilamak iizere kullanilacak
malzeme miktarin1 diislirecegi ve malzemeden alinacak verimi de artiracagindan
nanomalzemeler, endiistrinin de ilgisini hizlica ¢eken potansiyel bir girdi olmustur.
Boylelikle nanobilim, kimya, fizik, biyoloji ve miihendislik alanlarindan arastirmacilari
bir araya getiren ve bir¢ok endiistride biiyiik ilgi uyandiran ¢ok disiplinli bir alan olarak

popliler arastirma alanlar1 arasinda yerini almistir [14]. Gida ve tarim endiistrisinde de
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nanoteknoloji uygulamalart iiretim, isleme, paketleme ve nakliyeden depolamaya kadar
genis bir alanda kendine yer bulmustur. Ornekler arasinda ¢ogunlukla beslenme/sagliga
yararli bilesenler, yeni aromalar ve ayrica daha az seker, tuz, yag ve yapay koruyucular,
renkler ve tatlar gibi katki maddesi igeren gelistirilmis gida iriinleri sayilabilir.
Nanoteknolojinin gida ambalaji uygulamalari, gida maddelerini nakliye sirasinda
giivenli, daha uzun siire taze ve patojenlerden uzak tutabilen hafif ancak giiclii ambalaj
malzemelerinin gelistirilmesine de olanak saglamistir. Son zamanlarda yapilan
caligmalarda paketlenmis bir gida bozulmaya bagladiginda tiiketiciyi uyarmak igin
nanopartikiiller iceren yenilikg¢i akilli etiketler gelistirilmektedir [12]. Besin takviyeleri,
nutrasotikler, kozmetikler ve hedeflendirilmis biyoaktif maddeler de ortaya ¢ikan bir
baska Ar-Ge alani olmustur [15]. Bu tiir ¢alisma alanlarinda genellikle lipozomlar ve
dogal veya sentetik polimerlerden olusan enkapsiile edilmis biyoaktif bilesenler
arastirilmaktadir. Gida endiistrisinde cogunlukla organik, -tasarlanmig- inorganik veya bu
ikisinin hibriti nanopartikiiller siklikla kullanilmaktadir. Organik nanopartikiillere 6rnek
olarak vitaminler, enkapsiile antioksidan, renk ve aroma bilesenleri; inorganik
nanopartikiillere 6rnek olarak demir, giimiis, titanyum, silika ve selenyum elementlerinin
kendileriyse veya baska atomlarla (fosfor, oksijen vb) olusturdugu nanopartikiiller
verilmektedir. Hibrit nanopartikiillere 6rnek olarak ise metal ve organik/biyoaktif
bilesenleri birlikte kullanildig: sistemler olarak kitosan-¢inko oksit nanopartikiiller 6rnek
verilebilir [16-22]. Nanoteknolojinin gida endiistrisinde siklikla kullanilmasiyla
‘nanogida’ terimi kullanilmaya baglamistir. Temel olarak nanogida, gidalarin iiretim,
isleme ve paketleme asamalarinda nanoteknoloji araclarmin kullanildigr gidalar
tanimlamaktadir [23]. Nanogida, terim olarak kullanilmaya baglandiktan sonra kamunun
ve medyanin ilgisini cekmeye baglamistir. Bu noktada kamuoyu nanoteknolojinin gida
endiistrinde kullanilmasini savunanlar ve karsi ¢ikanlar olmak {izere ikiye boliinmiistiir.
2008 yilinda ilk kez ingiltere ve irlanda Cumhuriyeti, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi
(EFSA)’ne etiketlere E koduna ek olarak nanometre boyutundaki bilesenlere “n”
ibaresinin eklenmesini Onermistir. Bu durum nanoteknoloji araglarmin gidalarda
kullanilmasi lizerine regiilasyonlarin belirlenmesinin ilk adim1 olmustur [24]. Daha sonra
EFSA nanomalzemelerin kontrol edilmesi amaciyla 2008 yilinda gida katki maddesi ve
gida enzimleri regiilasyonu (Reg. 1333-1332/2008), 2009 yilinda gida ile temas eden
akilli bilesenler regiilasyonu (Reg. 450/2009), 2011 yilinda tiiketiciler i¢in gida
bilgilendirmesi regiilasyonu (Reg. (EU) 1169/2011) ve en son olarak 2015 yilinda da gida
6



ile temas eden plastik maddeler regiilasyonlarinda (Reg. (EU) 2283/2015) gilincelleme
yapmustir [25-27]. Regiilasyonlarin konulmasindan sonra gerek nanomalzemelere
yonelik risk degerlendirmesinin yapilmasinda literatiiriin yetersiz ve eksik kalmasi,
gerekse nanomalzemelerin faydalarinin goz ardi edilemeyecek kadar fazla olmasi gibi
sebeplerle bu regiilasyonlarin uygulamalari zayif kalmistir. Bu noktada gida endiistrisinde
kullanilan nanomateryallerin gida icerisindeki fonksiyonunu ve insan viicudu ve sagligi

iizerindeki etkilerini sunacak bilimsel ¢alismalarin 6nemi artmistir.

2.3. Nanotoksisite

Toksikoloji, organizma ve ¢evrenin maruz kaldigi cogunlukla kimyasal maddeler ile
biyolojik ve fiziksel etmenlerin zararli, istenmeyen veya olumsuz etkilerini arastiran bir
bilim dali olarak tanimlanmistir [28]. Daha genel ifadeyle toksikoloji alaninda doz-etki
mekanizmasi lizerine ¢aligmalar yapilmaktadir. Toksikolojinin odak noktasi olan doz
kavrami, nanopartikiiller i¢in farkli islemektedir. Silika dioksit (Si02) nanopartikiilleriyle
ilgili yapilan bir ¢caligmada farkli dozlarda SiO; ile beslenen farelerin i¢ organlarinda
tespit edilen nanopartikiill miktarinin dozdan bagimsiz oldugu goézlenmistir. Artan
konsantrasyonlarda organlarda biriken nanopartikiil miktarinin degismemesi sebebi
olarak, yiiksek konsantrasyonlarda nanopartikiile goriilen agregasyon artis1 olarak
aciklanmistir [29]. Bu sebeple arastirma diinyasinda nano boyuttaki metaryallerin toksik
etiklerinin incelendigi yeni bir alt alan ihtiyaci ortaya ¢ikmis ve nanopartikiillerin, canli
sagligina ve ¢evreye etkilerinin incelendigi bu yeni alana nanotoksikoloji ad1 verilmistir.
[30] Ayni elemente ait farkli morfolojiye sahip nanopartikiiller; farkli cap, agregasyon
durumu, yiizey karakteristigi ve yiikii gibi 6zelliklerden dolay farkli toksik etkiye sahip
olmaktadir. Ciinkii bu nanopartikiillerin insan viicuduna adsorpsiyonu, viicut igindeki
dagilimi, doku ve organlardaki metabolizmasi ve disar1 atilmasi (Adsorpsiyon,
Distribiisyon, Metabolizma, disar1 atilim (Ekskresyon); ADME) gibi davranislart farkl
olacaktir [31]. Bu sebeple nanotoksikoloji incelenirken, uzun ve kisa dénemli klasik
toksikoloji calismalarinin yani sira hedef odakli; genetik, norolojik, immiinolojik ve
kanserojenik  toksisitelerin de incelendigi  c¢aligmalar  yapilmaktadir  [32].
Nanopartikiillerin  insan sagligi iizerine etkilerinin incelendigi ¢aligmalarda
nanopartikiillerin ilk hedefi olarak barsak mukozasi olarak isaret edilmektedir.
Nanotoksisitenin ilk basamagi olarak mukozaya adsorbe olan nanopartikiiller cesitli

mekanizmalar ile epitel hiicrelerine girig yapmaktadir. Epitel hiicrelerinden de kan ve lenf
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dolasimina katilan nanopartikiiller dolasim yoluyla ya organlara ulasarak burada
birikmekte ya da viicut disina atilmaktadir. Bu noktada bilim insanlar1, nanopartikiillerin
degisken Ozelliklerine karst ADME davranis degisimlerine in vitro ve in vivo olarak
odaklanan toksikokinetik ¢aligmalar yaparak nanopartikiillerin saglik agisindan risklerini
daha detayli tanimlamislardir. Hillyer ve ark. (2001) [33] fareler iizerinde yaptig1 bir
calismada 5 - 60 nm arasinda degisen ¢aplara sahip altin nanopartikiillerin viicuttaki
dagilimmin farkli oldugu ve nanopartikiillerin, ¢capin azalmasiyla farelerin viicudunda
daha fazla organa dagildig1 goriilmiistir. Degisken c¢aplara ek olarak, yapilan
caligmalarda TiO, nanopartikiillerinin 2 farkli kristal formu olan anataz ve rutil arasinda
toksisite farki bulunmustur. Calismalarda, anataz formu rutil formundan daha toksik
oldugu ifade edilmistir [34-36]. Wang ve ark (2018) [37] yaptig1 bir ¢alismada, ylizey
yiikii ile epitel hiicreleri ve i¢ organ dagilimi arasinda farklilik tespit edilmistir. Hem in
vitro, hem de in vivo yaklagimlarinin kullanildigi bu caligmada pozitif yiiklii PEG
nanopartikiillerinin en fazla ince barsak hiicrelerine adsorbe oldugu, yiiksiiz

nanopartikiillerin ise karacigerde biriktigi gozlenmistir [38].

Nanopartikiillerin en fazla dikkat ¢eken toksik 6zelliklerinden biri de hiicresel toksisiteye
yol acgabilecek serbest radikal olusumuna (ROS) yol agmasidir. Nanopartikiiller, hiicre
zarina adsorbe olduklarinda bazi reaksiyonlar ile, yiizey yiiklerine bagl olarak, kuantum
etkisiyle (kuantum noktalar i¢in) veya foton enerjisi (fotokatalitik reaktivite) ile hiicre i¢i
veya hiicre dis1t ROS olusturmaktadir. Bu durum hiicre i¢i radikal dengesini degistirerek
hiicre zararina sebep olmaktadir. Bu zararlar; hiicre sinyal mekanizmasini bozulmast,
hiicre i¢i biyomolekiillerin oksidasyonla bozunmasi, DNA zarar1 ve bunlarin sonucunda
hiicreyi Oliime, veya asir1 g¢ogalma gibi abnormal aktivitelere gotiirme olarak

tanimlanmustir [39].

2.4. Nanopartikiillerde Korona Olusumu

Nanopartikiillerin fonksiyonunu bir diger ifadeyle reaktivitesini belirleyen faktorler
yiizey alani (kristal cap1 ve kristalin agregasyon durumu) ve morfoloji (kristal formlari,
elektriksel yiikii ve ylizey kompozisyonu) olarak simiflandirilabilir. Nanopartikiiller
belirli bir kristal capta olmak {izere iiretilse de ¢ozelti icerisinde cogu zaman birbirlerine
sikica baglanmis agregatlar olarak gozlenmektedirler. Bu durum nanopartikiiller arasi
cekim kuvvetinin, nanopartikiil ¢ozelti arasindaki itme kuvvetinden ¢ok daha biiyiik

olmasindan kaynaklanmaktadir. Yapilan c¢alismalarla nanopartikiillerin  ¢ozelti
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icerisindeki agregasyon/dispersiyon durumunun, toksisiteyi etkiledigi gosterilmistir. Bazi
caligmalarda agregasyonun, nanopartikiiliin hiicreye girisini ve hiicre toksisitesini
azaltacagl saptanmistir [21]. TiO; agregatlarini inceleyen bazi ¢aligmalarda ise biiyiik
caplardaki agregatlarda hiicre ylizeyinde biriken nanopartikiil miktarinin daha fazla
olmasindan dolay1, toksisitenin etkilendigi bulunmustur [22, 23]. Bu sebeple
nanopartikiiliin agregasyon durumunun tespiti, nanopartikiiliin toksisitesini tanimlama
acisindan onemlidir. Ayrica nanopartikiillerin elektriksel yiikii ve yilizey kompozisyonu
da nanopartikiillerin baglanma mekanizmalart {izerinden reaktivitelerini belirleyen
onemli faktorlerdir. Elektriksel yiik nanopartikiiliin ¢ozelti igindeki dispersiyon
durumunu etkiledigi i¢in reaktivite mekanizmasini1 direkt olarak etkileyen bir 6zellik
olarak ifade edilmistir. Yapilan bir ¢alismada organik asit ortaminda bulunan ¢inko
nanopartikiiliiniin elektriksel yiikiiniin degistigi ve bu durumun nanopartikiiliin
toksisitesini arttirdig1 gosterilmistir [24]. Nanopartikiillerin, biyomolekiillerin etraflarina
kaplanmasiyla ‘korona’ ad1 verilen bir kompleks olusturdugu yapilan ¢aligmalarca tespit
edilmigtir [25]. Literatiirde daha ¢ok ‘protein korona’ olarak ifade edilse de aslinda bu
durum nanopartikiillerin biyomolekiiller ile olusturdugu yiizey kompozisyonu olarak da
belirtilmektedir. Literatiirde korona yapisinin, yukarida agiklanan nanopartikiile ait
Ozelliklerin yan1 sira, nanopartikiillerin  bulunduklar1 ortamin  6zelliklerine,
biyomolekiillerin konsantrasyonuna ve temas siiresine gore degistigi gosterilmistir [40].
Nanopartikiil yiizey 6zelliklerine bagli olarak korona olusumunu etkileyen ikincil bir
faktor ise nanopartikiil ve biyomolekiil arasinda kurulan bag tipleridir. Kurulan baglarin
giiclii ve zayif olmasi temeline dayanarak 2 farkli korona tiirii vardir: siki korona ve
gevsek korona. Siki korona nanopartikiil biyomolekiil ortamina girdiginde saniyeler
icerisinde kurulan ilk baglarla olusur. Bu baglarmn afinitesi yiiksektir ve nanopartikiil
yiizeyine direkt baglanir. Gevsek koronanin olusmasi ise nanopartikiil ortama girdikten
sonra saatleri bulabilir ve baglar biyomolekiil ve siki korona yapisinin arasinda olusur.
Gevsek koronay1 olusturan baglar genellikle zayif baglardir ve kolayca kopabilmektedir
(Sekil 1.1) [41]. Ayrica yapilan bir ¢alisma, altin nanopartikiillere ait protein korona
kompleksinin, ortamda safra tuzu miktarinin artmasiyla birlikte, degistigi ve safra tuzu
korona yapisina dondiiginii gostermistir [19]. Bir diger ifadeyle ortamda farkli
biyomolekiillerin ayni anda bulunmasiyla olusan korona yapist dinamik bir yapi

gostermistir. Korona yapisinin, biyolojik bir ortamda dolagimi, dagilimi ve hiicre gegisi

ile sitotoksisite ve oksidatif stres iizerine etkileri oldugu bulunmustur [42-44]. Hedefli
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nanopartikiillerin kullanildig1 sistemlerde, 6zellikle protein korona yapisinin hiicre zar1
tarafindan tanmmmadan hiicre icine geg¢mesini sagladigi ve hiicre igine giren
nanopartikiillerin reaktif ozelliklerini gosterdigi tespit edilmistir [45]. Bu sebeple
gidalarla birlikte tiiketilen nanopartikiillerin sindirim sisteminden kana gegisinde

gozlenebilecek bu etkilesimler agisindan korona yapisinin incelenmesi énemlidir.

» Gevsek korona

» Siki korona

Sekil 2.1.Nanopartikiil ile siki ve gevsek korona yapisi. BioRender.com ile hazirlanmastir.

2.5. Titanyum Dioksit

Dogada en sik bulunan bilesenlerden biri olan TiO: yiiksek refraktif indeksi ve buna bagl
olarak sahip oldugu yiiksek opaklik-kapaticilik 6zelliginden dolay1 genel olarak titanyum
beyazi olarak bilinmektedir. TiO, igerisinde boya, baski, gida, dis macunu, ilag ve
kozmetik gibi farkli genis bir cesitliligi barindiran endiistrilerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. TiO; ilk kez 1966 yilinda Amerikan Ulusal Gida ve Ila¢ Ajans1 (FDA)
tarafindan, miktar1 gida agirliginin %1°ini gegmeyecek sekilde, gida katki maddesi olarak
kullanilmasini kabul edilmistir [38]. Bu siirecte gidada kullanilan miktar1 ve kabul edilen
anataz kristal formuna alternatif olarak rutil formunun da giivenli kabul edilmesi disinda,
TiO2’in gidalarda kullaniminda bir degisiklik olmamistir. Gida sektoriinde E171 koduyla
renklendirici olarak kullanilan TiOz’in en ¢ok kullanildig1 gidalar pastacilik tirtinleri ile
tatlilar, sakiz ve sekerlemeler, ¢ikolatalar, kahve beyazlaticilaridir (Sekil 2.2). Her ne

kadar kullanimina izin verilen TiO> nanopartikiil olarak kabul edilmemisse de 2012
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yilinda yapilan bir ¢alismada gida sektoriinde kullanilan TiOz’in yaklasik %36’sinin
nanometre boyutunda oldugu bulunmustur. TiO>‘in en sik bulundugu gidalar g6z oniine
alindiginda, bu nanopartikiile en fazla maruz kalan yas araligi, yetiskinlere gore 2-4 kat

farkla ¢ocuklardir [39].
4 -
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Sekil 2.2. Titanyum igeren gidalar [39]

TiO2 nanopartikiilii 15181 UV araliktaki dalgalarini absorblarken, bir {ist enerji seviyesine
gecen serbest aktif elektronlar olusturmaktadir. Olusan bu elektronlar ¢evrede bulunan
molekiillerle oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlarina girerek onlar1 radikal anyonlara ve
peroksit radikallerine (reaktif oksijen tiirleri, ROS) doniistiirmektedir [46]. ROS kararsiz
yapisindan dolayr saglik agisindan O6zellikle hiicre seviyesinde biiylik sorunlara yol
acmaktadir. ROS’un en basta DNA zarar1 ve kontrolsiiz cogalma olmak iizere, hiicre i¢i
sinyalleri bozma ve hiicre 6liime kadar giden bir ¢cok zarari literatiirde tespit edilmistir
[47]. 2006 yilinda Uluslararasi Kanser Arastirmalari Merkezi’nin (IARC) TiO»
nanopartikiillerinin solunum yoluyla muhtemel karsinojenik oldugunu agiklamasiyla,
gidalarda kullanilan TiO7’in giivenilirligi sorgulanmaya baglanmistir [40].

Gida katkist olarak kullanilan ve TiO; nanopartikiillerini de igerdigi bilinen E171’e dair
ilk bulgu, Bettini ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada bulunmustur. Bu ¢aligmaya
gore akut ve kronik etkileri gézlemek amaciyla 7 giin ve 100 giin beslenen farelerin
%40’ 1nda hastalik gelisimi goriilmiistiir. Akut etki olarak barsak kanamasi ve barsak
iltthaplanmasi Onciilii gdzlenirken, kronik etki olarak da barsak iltihab1 ve kanser onciilii

lezyonlar gozlenmistir [41]. Yine ayn1 donemde yapilan bagka bir caligmada, kullanilan
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30 nm TiO2 nanopartikiiliiniin in vitro barsak hiicre kiiltiirii lizerinde ROS olusumunu ve
iltthap Onciilii sinyalini artirdigr gozlenmistir. Ayrica nanopartikiiliin barsak villus
ylizeyine zarar verdigi ve ortamda bulunan besinsel bilesenlerin emilimini azalttigi
bulunmustur [42]. Bir diger yaklasim olarak da, TiO> nanopartikiiliiniin barsak
mikrobiyotasina etkisini fareler {izerinde inceleyen bir c¢aligmada, mikrobiyota
kompozisyonunda degisiklikler oldugu rapor edilmistir [43]. Yine TiO:’nin hayvan
barsak sagligi iizerine etkilerini inceleyen bagka bir calismada, mikrobiyotanin yani sira,
TiO2 nanopartikiillerinin hayvanlarin iskelet-kas sistemi {izerinde de olumsuz etkileri
gbzlemlenmistir. Bu bulgu sonucunda arastirmacilar, her ne kadar fareler iizerinde
patolojik bir reaksiyona sebep olmasa da, TiO2 nanopartikiiliiniin ndrotoksik etkilerinin
olabilecegini savunmuslardir [44]. Proquin ve ark. (2017) E171°in ROS olusumu ve DNA
zarar1 gibi genotoksik etkilerinin oldugunu gostermislerdir [45]. Zhou ve ark. (2021),
yaptiklar1 bir ¢aligmada farkli gida bilesenlerinin varliginin, TiO> nanopartikiillerinin
sindirimin farkli asamalarinda morfolojisi {lizerinde ©onemli bir etkisi oldugunu
bildirmislerdir [46]. Baska bir ¢alisma da, standartlastirilmis bir gida modelinde bulunan
biyomolekiillerin varliginin, mide sindirimi iizerine TiO> nanopartikiillerinin 6zellikleri
ve hiicresel toksisitesi iizerindeki nemini ortaya koymustur [47]. Ayrica literatiirde TiO:
nanopartikiillerinin lipaz inhibisyonuna neden oldugunu ifade eden bir ¢aligmada, tampon
ortaminda nanopartikiiliin lipaz aktivitesi lizerinde azalmaya neden oldugu bulunmustur

[19].

Artan aragtirma sonuglarindan sonra, Fransa hiikiimeti 2020 yili Ocak ayindan itibaren
Ti0; iceren gidalarin satiginin durdurulacagini agiklamistir [48]. Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (EFSA), 2016, 2017 ve 2019 yillarinda yapilan revaliiasyon ve regiilasyon
toplantilarinda TiO:nin giivenli oldugunu defalarca kabul etmistir. Ancak Guillar ve ark
(2020) yilinda yaptig1 calismada, hamile kadinlarin plesantasinda ve fetiislerde TiO2
tespit edince topluluk yeniden toplanma karar1 almig ve Mayis 2021 yilinda TiO> “giivenli
degil” olarak ilan etmistir [49, 50]. EFSA 2022 yili Ocak ayinda Avrupa birligi ve
ekonomik bolgesindeki TiO> kullanimini 2022 yili Agustos ay1 itibariyle yasaklamigtir
[51]. Amerika Gida ve Ila¢ Dairesinin Temmuz 2022 tarihinde yayiladig: rapora gore
TiO2’in Amerika gida endiistrisinde ikamesinin henliz miimkiin olmayan bir katki
maddesi oldugu belirtilmistir [48]. Yine dairenin internet sitesinde yayinlanan makaleye
gore ise TiO2’nin daha oOnceki kisitlamalara (gida agirligmin %1°nin gegmeme) bir

ekleme yapilmadan kullanilmaya devam edilecektir [49].
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Diinyanin birg¢ok yerinde TiO2 gida katki maddesi olarak kullanilmaya devam edilmekte
ve insanlar, 6zellikle ¢ocuklar, TiO, nanopartikiillerine maruz kalmaktadir. Diger tiim
nanopartikiillerde oldugu gibi, TiO: nanopartikiillerinin 06zellikleri ve toksisiteleri
bulunduklar1 ortama gore degisiklik gostermektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da
bu durum dikkate alinmig ve farkli gida bilesenlerinin TiO2 nanopartikiillerinin 6zellikleri
iizerine etkileri ortaya konmustur. Fakat bu ¢alismalarda TiO> nanopartikiilii gercek ve
tam bir gida ortaminda kullanilarak, bu ortam ic¢indeki davranisi incelememistir. TiO>
gercek bir gida ile tiiketildiginde, sindirim siirecince gosterecegi degisiklikler ve sindirim

sonucunda barsak ve bakteri hiicreleri tizerindeki etkileri literatiirde 6nemli bir agiktir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

TiO2 nanopartikiilleri (30nm), teknik kazein, amilaz, pepsin, hemoglobulin ve
trikoloasetik asit, lipaz enzim aktivite analiz kiti (MAKO046), kazein, dimetil stilfoksit
(DMSO), metanol, Tris-HCI, sodyum kloriir (NaCl), fosfat tamponu tuzlari, 3-[4,5-
dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir (MTT), floreskamin, 2°,7’-
diklorofluoresin diasetat (DCFH-DA), Dulbecco’s Modified Eagle’s besiyeri (DMEM),
ve Lysogeny Broth (LB) besiyeri Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD) ve Hank’s balanced
tuz cozeltisi (HBSS), Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA), ditiyotreitol (DTT)
Thermo-Fisher Scientific (Massachusetts, ABD) firmasindan temin edilmistir. Diger ¢ap
degerlerindeki (100 nm ve 250 nm) TiO> nanopartikiilleri Nanografi A.S. (Ankara,
Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir. Yagl ve yagsiz siittozu Enka Siit ve Gida Mam.
San. Tic. A.S. (Konya, Tirkiye) firmasindan saglanmistir. Sodyumdodesilsiilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi ig¢in gerekli tiim malzemeler ise Biorad Laboratories,

Inc.’den (Hercules, CA, ABD) temin edilmistir.

Barsak epitel hiicresi (Caco-2/Anl) Tiirkiye Sap Enstitiisii’'nden (Ankara, Tiirkiye)
alinmistir. Rekombinant E. coli hiicresi ise Dog. Dr. Urartu Ozgiir Safak Seker (Bilkent
Universitesi, Ankara, Tiirkiye) tarafindan hediye edilmistir.

3.2. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Ik asamada, nanopartikiillerin biiyiikliikleri ve morfolojileri ¢evresel taramali elektron
mikroskobu (ESEM) kullanilarak incelenmistir. Bu amagla, TiO, nanopartikiilleri saf
suda hazirlanmig ve 15 dk boyunca sonike edilmistir. Elde edilen ¢ozelti metal 6rnek
tastyicilara damlatilmis ve kurutulmustur. Tastyicilar lizerinde sabitlenen Orneklerde
iletken bir ylizey elde etmek i¢in kaplama cihaz1 (Precision Etching and Coating System
682, Gatan Inc., Pleasanton, CA, USA) kullanilarak, 6rnek tasiyicilar 5 nm altin-
paladyum kaplanmistir. Kaplama asamasi sonrasinda goriintiiler ESEM (FEIQuanta 200
FEG, Thermo Fisher Scientific Co., Waltham, MA, ABD) kullanilarak elde edilmistir.
Farkli ozellikteki ve ¢aplardaki nanopartikiillerin net goriintiilerinin elde edilmesi
amaciyla 3 farkli spot genisligi ve voltajda (3 spot genisligi, 10 kV; 4 spot genisligi, 20
kV; 5 spot genigligi, 30 kV) goriintiiler alinmistir. ESEM cihazindan elde edilen

goriintiiler ImageJ yazilimi (NIH, Maryland, ABD) kullanilarak nanopartikiillerin
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ortalama caplar1 ve ¢ap histogramlari elde edilmistir. Veriler, 3 farkli mikrograftan en az

500 6l¢lim alinarak belirlenmistir.

Daha sonra, partikiiller Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile de incelenmistir.
TEM goriintiileri icin TiOz nanopartikiilleri saf suda hazirlanmig ve 15 dk boyunca sonike
edilmistir. Hazirlanan 6rneklerden 15 pL alinarak, 300 mesh karbon kapli Formvar®
bakir TEM gridlerine aktarilmistir. Ayrica orneklere ayni cihazin STEM modu ile
elementel analiz (EdX) yapilmistir. Orneklerin TEM analizleri Bilkent Universitesi,

UNAM’da gergeklestirilmistir.

Nanopartikiillerin karakterizasyonu i¢in partikiillerin zeta potansiyelleri, ¢cok dagilimlilik
endeksleri (polydispersity index, PDI) ve hidrodinamik c¢aplar1 dl¢iilmiistiir. Bu asamada
hidrodinamik ¢ap ve zeta potansiyeli Ol¢glim analizleri Zetasizer Nano Zs (Malvern
Panalytical Ltd, Malvern, Birlesik Krallik) cihazi ile yapilmistir. Bu amacgla her
nanopartikiil ¢api i¢in stok ¢ozeltiler siit ultrafiltratini simiile eden tampon (SMUF) [50]
icerisinde (0.02 M Tris base, 0.05 M, NaCl 0.003 M CaCly, pH 6.8) hazirlanmis ve 15 dk
boyunca sonike edilmistir. Hidrodinamik ¢ap ve zeta potansiyel 6l¢iim analizleri kapiler
zeta Ol¢lim kiivetine her 6rnekten 700 pL aktarilarak yapilmistir. Her iki 6l¢limde de
partikiil olarak TiOy; ¢6ziicli ortami olarak TBS buffer (pH 6.8) se¢ilmistir. Coziicii
ortaminin dielektrik sabitinin 70‘ten fazla olmasi sebebiyle zeta Ol¢limlerinde
Smoluchowski [51] esitligi kullanilmistir.  Olgiimler 25°C’de gergeklestirilmis olup 10
farkli yiiriitmenin ortalamasi1 1 6l¢lim olarak hesaplanarak sekilde 3 farkli 6l¢lim

alinmustir. Olgiimler 2 farkli paralel iizerinde gerceklestirilmistir.

Ti0O, nanopartikiillerinin kristal fazlar1 X-1g1n1 Difraksiyonu (XRD) (PANalytical X'Pert?
Powder, Malvern Panalytical Ltd., Ingiltere) kullamlarak analiz edilmistir. Analiz
edilecek nanopartikiil numuneleri kat1 stoklardan hazirlanmistir. Cu-Ko 1g1masina (45 kV,
40 mA) sahip XRD ol¢timleri, 10° - 80° (20) (A=0.154nm) araliginda, 0.01° tarama adim
boyutunda, siirekli tarama modu kullanilarak yapilmigtir. TiO2 nanopartikiillerinde anataz
/ rutil kristallerinin orani, Spurr Meyers denklemi kullanilarak elde edilmistir [52]. Esitlik
3.1 ve esitik 3.2°de IA, 20 = 25.25°’deki anataz pikinin; IR, 20 = 27.42° ise rutil pikinin

intensitesidir. XA ve XR, anataz ve rutil kristallerinin agirlik¢a yiizdesidir.
XA (%)=100/(1+1.2651IR /IA) (3.1)
XR (%) =100/ (1+ 0.8 IA / IR) (3.2)
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3.3. Siit Orneklerinin Kompozisyonu

Calismada kullanilan gida ortami olarak, yagli ve yagsiz siit tozundan deiyonize su
kullanilarak hazirlanmis olan rekonstitiie siitler kullanilmistir. Siit serumunu hazirlamak
amaci ile yagsiz rekonstitiie siite 1IN HCI ilavesi ile pH’nin 4.6’ya ayarlanmasinin
ardindan olugan piht1 15000xg’de 15 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatantin
pH’s1 tekrar NaOH ilavesi ile siit pH’sina (pH 6.7) ayarlanmistir. Siit 6rneklerinde,
standartlara uygunlugu belirlemek amaci ile kuru madde (KM), protein, yag, % asitlik
(laktik asit cinsinden), pH ve yogunluk analizleri yapilmistir. Kuru madde, % asitlik ve
yogunluk analizleri Tiirk standartlarina (1018) gore yapilmistir [53]. Yagsiz kuru madde
miktari, toplam kuru madde miktar1 6l¢lim sonucundan yag miktar1 ¢ikartilarak elde
edilmistir. Orneklerin protein miktarlar;, Bradford metodu ile belirlenmistir [54].
Analizlerde kalibrasyon egrisi olusturmak amaci ile teknik kazein kullanilmistir. Toplam

yag miktar1 ise Tiirk Standartlarina uygun olarak Gerber yontemi kullanilmistir [55].

3.4. Gida Matrisinin Etkisi

Farkli cap degerlerine sahip stok nanopartikiil ¢ozeltileri inkiibasyona girecegi ortamlara
(tampon, yagl siit, yagsiz siit, siit serumu) son konsantrasyonlar1 0.4 mg/mL, 0.8 mg/mL,
1.6 mg/mL olacak sekilde ilave edilmis ve 1 saat boyunca 25°C’de karistirilarak inkiibe
edilmigtir. Bu dogrultuda, yagh siit, yagsiz siit ve serum ile etkilestirilmis farkli
caplardaki nanopartikiillerin morfolojileri in-situ ve ex-situ olarak incelenmistir. /n-situ
analizler i¢in gida ortami, tampon igerisindeki nanopartikiiller ve gida matrisi-
nanopartikiil kompleksi direkt olarak analiz edilmistir. Ex-situ analizler i¢in tampon
icerisindeki nanopartikiiller, gida ortami: ve gida matrisi-nanopartikiil kompleksi
4000xg’de 15 dk santrifiij edilmis ve elde edilen pelletler tekrar ¢oziindiiriilerek analize
alinmistir. Gida matrisi ile etkilesen nanopartikiillerin morfolojik karakterizasyonu i¢in
ESEM, TEM goriintiileri alinmistir. Bunun yaninda gida matrisi ile etkilesen partikiillerin

zeta potansiyeli, hidrodinamik ¢ap ve ¢ok dagilimlilik indeksi 6l¢lilmiistiir.
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3.5. Protein Korona Analizi

Tez kapsaminda, gida matrisi ile etkilesen nanopartikiillerin {izerinde bulunan korona
yapisindaki protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in, yagl siit, yagsiz siit ve siit serumunun
farkli ¢ap ve konsantrasyonlardaki nanopartikiiller (30 nm, 100 nm ve 250 nm ¢aplarinda
ve 0.4, 0.8, 1.6 mg/mL konsantrasyonlarinda) ile etkilesimi ex-situ olarak incelenmistir.
Oncelikle nanopartikiiller 15 dk boyunca sonike edilmis ve ardindan gida matrisi ile
karistirilarak 1 saat calkalamali inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
partikiiller 4000xg’de 15 dk santrifiij islemi ile ortamdan ayrilmistir. Ayn1 zamanda
kontrol olarak nanopartikiil eklenmemis gida matrisleri de santrifiij edilmis ve
supernatantlar1 alinmistir. Bir sonraki asamada oncelikle kazein ile kalibrasyon egrisi
olusturulmus ve sonrasinda gida ortamindan izole edilen nanopartikiil yiizeyinde yer alan
protein miktarlar1 belirlenmistir. Kontrol olarak gida matrisi tek basina santrifiij
edilmistir. Nanopartikiiller analizde girisime neden oldugundan, gida matrisi ile etkilesen
partikiiller santrifiij islemi ile ayrildiktan sonra supernatanttaki adsorbe olmayan protein
miktarlar1  belirlenmis ve gida matrisindeki baslangic protein miktarlart ile
karsilagtirilarak yapidaki protein oranlari tespit edilmistir. Bu baglamda protein miktar1
belirlenmis olan yagsiz siit 6rnegi ile 0-900 pg/ml araliginda seri dillisyonlar, SMUF
kullanilarak hazirlanmistir.  Seffaf tabanli siyah mikroplakalarin  kuyucuklarina
numunelerden ve hazirlanan standartlardan 3 tekrarli olacak sekilde 150 pl konulmustur.
Ardindan mikroplaka calkalayiciya yerlestirilmis ve her oyuga DMSO igerisinde
¢oziindiiriilmiis 50 pl 10.8 mM (3 mg/mL) floreskamin ilave edilmistir. Floreskamin ilave
edildikten sonra plaka bir dakika ¢alkalanmistir. Orneklere ait floresans intensiteleri 365
nm uyarma ve 470 nm emisyon dalgaboyunda floresans plaka okuyucusu, (Synergy H1,
BioTek Instruments, Winooski, VT) kullanilarak belirlenmistir. Hazirlanan kalibrasyon
grafigi kullanilarak Orneklerdeki protein miktarlar1 belirlenmistir. Boylelikle
nanopartikiil eklenmemis Orneklerdeki protein miktarlari, santrifiij sonrasi
supernetantlardaki protein miktarlar1 ile karsilastirilarak nanopartikiil ile etkilesmis

protein miktari tespit edilmistir. Tiim Ol¢timler 3 tekrarl olarak yapilmistir.

Gida matrisi ile etkilestirilen nanopartikiillerin korona yapisindaki proteinlerin
belirlenmesi amaci ile Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) kullanilmistir [56].
Yagl siit, yagsiz siit ve siit serumu ile etkilestirilen nanopartikiillerin santrifiij ile ayrimi

gerceklestirilmis ve %5.7°1lik siralama jeli ile %12.5’lik ayirim jeli kullanilarak SDS-
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PAGE ile analiz edilmistir. TiO> nanopartikiillerinin interaksiyon ortamindaki son
derisimleri 0.4 mg/mL ve 1.6 mg/mL olacak sekilde ayarlanmistir. Serum ve
nanopartikiil etkilesiminden elde edilen pelletler 2 kat, yagli ve yagsiz siit ile
nanopartikiillerin etkilesiminden elde edilen pelletler ise 4 kat saf su ile seyreltilerek
jellere yiiklenmistir. Nanopartikiil ile etkilesime sokulmadan dogrudan analiz edilen siit

ve serum Ornekleri i¢in sirastyla 20 kat ve 5 kat seyreltme oranlar1 kullanilmisgtir.

Yikama asamasi ile baglanmayan proteinlerden uzaklastirilan nanopartikiil ¢ozeltileri,
ornek yiikleme tamponunda (Cizelge 3.1) ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra ¢ozeltiler 90°C’de
15 dakika boyunca denatiire edilmistir. Denatiire edilen ¢ozeltiler elektroforez sistemine
yiiklenerek sabit akimda (6nce 10 mA, sonra 15 mA; voltajin <200 V oldugu kontrol
edilerek) yliriitiilmiistiir. Yiiriitme sonrasi jellerin boyanmasinda Coommassie Blue G-
250 boyast kullanilmistir. Jeller 1 saat destaining ¢ozeltisinde (hacimce %10 asetik asit,
%30 metanol ve %60 deiyonize su) karigtirildiktan sonra 1 gece deiyonize suda
bekletilmistir. Jel goriintiileri FotoLook software (Agfa-Gevaert Group, Mortsel, Belgika)

kullanilarak alinmigtir.

Cizelge 3.1. Elektrofore sistemine yiiklenen 6rneklerin yiikleme tampon igerigi

Ornek Yiikleme Tamponu Miktar
250 Mm Ditiotreitol 9.5 mL
Gliserol 4.5 mL
SDS lgr
Bromfenol Mavisi 20 mg
1 M Tris-C1 (pH 6.8) 2.5mL
Saf Su 2.5mL

3.6. Sindirim Simiilasyonu

Bu asamada, gida matrisi ile etkilesen nanopartikiillerin sindirim esnasinda karakteristik
ozelliklerindeki degisimlerin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla agiz, mide ve barsak
ortamlarini taklit eden ¢ozeltiler Sohal vd. (2018b)’a ait calismada anlatildig1 sekilde
hazirlanmistir (Cizelge 3.2). Simiile barsak sivisinin hazirlanmasi i¢in oniki parmak

bagirsagi sivisi ve safra sivist 2:1 oranda karigtirtlmistir [57]. Farkli ¢aplardaki TiO»,
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nanopartikiilleri  stok  ¢ozeltileri yaglhh siit ortaminda seyreltilerek  farkl
konsantrasyonlarda (0.4 mg/mL, 0.8 mg/mL, 1.6 mg/mL) hazirlanmis ve 25°C’de
karistirmali olarak 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Gida matrisi ile etkilesen
nanopartikiiller 4000xg’de 15 dk santrifiij edilerek ortamdan ayrilmis ve elde edilen pellet
SMUF kullanilarak ayni hacimde ¢dzlindiiriilmiistiir. Bu islem sonucunda edilen gida-
nanopartikiil kompleksi 1:1 oraninda agiz ortamu ile karigtirilmig ve agiz ortaminda 5
dakika boyunca etkilestirilmistir. Sonrasinda agiz ortamindan almman Ornekler 1:1
oraninda mide sivisiyla karistirllmis ve 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Son asamada
mide ortamindan alinan 6rnekler 1:1 oraninda barsak sivisi ile karistirilmig ve 2 saat

boyunca inkiibe edilmistir [58].

Cizelge 3.2. Simiile edilmis sindirim sivilarinin bilesimi* (100 mL ¢6zelti i¢in)

Ag1z Sivisi Mide S1vis1 OnikiParmak Safra Sivisi
(pH 6.5 £0.1) (pH2=£0.1) Bagirsag: Sivisi (pH 8.0 £0.1)
(pH 8. £0.1)
20 mg Ure 8.5 mg Ure 10 mg Ure 25 mg Ure
89.6 mg KCl 65 mg D-Glukoz 5 mg MgCl,*6H,0 37.6 mg KCl
20 mg KSCN 2 mg Glukuronik asit 56.4 mg KCl 578.5 mg NaHCO:s
102.2 mg NaH,PO4*H,O 33 mg D-Glukozamin 8 mg KH>POs 525.9 mg NaCl
hidrokloriir
57 mg Na;SO4 30.6 mg NH4Cl 338.8 mg NaHCO;s 600 mg Safra tuzu
29.8 mg NaCl 40 mg CaCl,*2H,O 701.2 mg NaCl 180 mg BSA
14.5 mg a-amilaz 82.4 mg KCl 300 mg Pankreatin 22.2 mg CaCl,*2H,O
1.6 mg Urik asit 275.2 mg NaCl 50 mg Lipaz
30.6 mg NaH,PO4+H,O 100 mg BSA
100 mg BSA 20 mg CaCl,*2H,O
100 mg Pepsin
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*(Sindirim sivilarinin pH’s1 1 N HCl ave 1 N NaOH ile ayarlanmistir.) (a-amilaz (=400 units/mg protein),
pepsin (=250 units/mgkati), lipaz (type VII, >700 unit/mg kat1), ve pankreatin (8 x USP specifications))
KCl: Potasyum kloriir; KSCN: Potasyum thiosiyanat; NaH2PO4+H20: Sodyum fosfat monobazik;
Na2S04: Sodyum siilfat; NaCl: Sodyum kloriir; NH4Cl: Amonyum kloriir; CaCl2+2H20: Kalsiyum kloriir
dihidrat; MgClI2+6H20: Magnezyum kloriir hekzahidrat; KH2PO4: Potasyum fosfat monobazik; NaHCO3:
Sodyum bikarbonat; BSA: Sigir serum albumini.

3.7.Sindirim Enzimleri Aktivitesi

Nanopartikiillerin serbest sindirim enzimlerinin (a-amilaz, pepsin, lipaz) aktiviteleri

izerindeki etkileri arastirilmistir.

3.7.1 Amilaz Enzimi Aktivitesi

Amilaz enzim aktivitesinin tayini icin Xiao et al. (2006) [59] tarafindan gelistirilen
nigasta-iyot yontemi modifiye edilerek kullanilmustir. Farkli ¢ap degerlerindeki TiO:
partikiilleri son konsantrasyonlar1 0.4, 0.8, 1.6 mg/mL olacak sekilde SMUF tampon
cozeltisi ve yagl siit ortami igerisinde hazirlanmis ve 1 saat boyunca karistirilmistir.
Hazirlanan ¢ozeltiler 4000xg’de 15 dakika boyunca santrifiij edilerek partikiil pelletleri
elde edilmistir. Ug defa tekrarlanan yikama isleminin ardindan partikiiller tampon ¢ozelti
icerisinde ¢Oziindiiriilmiistiir. 2 pg/mL konsantrasyonda PBS i¢erisinde hazirlanan amilaz
cozeltisi partikiiller ile 4:1 (v:v) oraninda karistirilmis ve 5 dakika inkiibe edilmistir. Kor
karisimlarina enzim c¢ozeltisi yerine, esit hacimde fosfat tamponu eklenmistir. Bu
karisimlar saf ile hazirlanan 1.5 mg/mL nisasta ¢ozeltisiyle 1:1 (v:v) oraninda olacak
sekilde karistirilmig ve 37 °C’de 10 dakika boyunca ¢alkalamali inkiibatérde tutulmustur.
Inkiibasyon siiresi sonunda esit hacimde 1 M HCl ve iyot ¢dzeltisi reaksiyonu durdurmak
amactyla eklenmistir. Daha sonra 580 nm’de absorbans dl¢iimleri alinarak, amilaz enzim

aktiviteleri belirlenmistir.

3.7.2 Pepsin Enzimi Aktivitesi

Bu amagla pepsin aktivitesi Anson (1938)’de belirtilen protokol modifiye edilerek
belirlenmistir. Farkli caplardaki TiO, partikiilleri son konsantrasyonlar1 0.4, 0.8, 1.6
mg/mL olacak sekilde SMUF tampon ¢ozelti ve yagli siit ortami igerisinde hazirlanmig
ve 1 saat boyunca karistirilmigtir. Hazirlanan ¢ozeltiler 4000xg’de 15 dakika boyunca
santrifiij edilerek partikiil pelletleri elde edilmistir. Ug defa tekrarlanan yikama isleminin

ardindan partikiillerin tampon ¢6zelti igerisinde dagilmasi saglanmistir. Pepsin enzimi
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cozeltisi I mg/mL konsantrasyonda 10 mM HCI ¢ozeltisi igerisinde hazirlanmistir. Enzim
cozeltisi partikiiller ile 4:1 (v:v) oraninda karistirilmis ve 30 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon asamasindan sonra 25 mg/mL konsanstrasyonunda hemoglobin ¢ozeltisinden
0.5 mL enzim-nanopartikiil karisimi ile 37 °C’de 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
Daha sonra karigimlara 1 mL %5’lik TCA ¢ozeltisi reaksiyonu durdurmak amaciyla
eklenmistir. Karigimlar bir sonraki asamada 5 dk sonra 4000g’de 15 dk santrifiij edilerek
stipernetantlardan Ornek alinmis ve Orneklerin absorbans degerleri 280 nm’de
Olciilmiistiir. Bagka bir ortamda ise enzim ve substrat c¢ozeltileri karistirilarak, bu
karigimlara hemen, birbirleri ile reaksiyona girmeden TCA ¢ozeltisi eklenerek tepkimeler
durdurulmustur. Bu ¢ozeltiler kor karigimlari olarak belirlenmistir. Gida matrisi ile
etkilesen ve etkilesmeyen TiO: partikiillerinin varliginda pepsin aktivitesinde meydana

gelen degisimler hesaplanmistir.

3.7.3 Lipaz Enzimi Aktivitesi

Son olarak, TiO> nanopartikiillerinin sindirim enzimlerinden lipaz enzimi aktivitesi
iizerine etkileri ticari kit kullanilarak incelenmistir. Bunun igin 6ncelikle lipaz analiz
tamponunda 0.5 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan enzim, yagl siit ile etkilestirilen
ve etkilestirilmeyen son konsantrasyonlar1 0.4, 0.8, 1.6 mg/ml olan farkli ¢caplardaki TiO:
nanopartikiilleri ile 4:1 (v:v) oraninda karistirilmis ve yarim saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda enzim konsantrasyonu 0.05 mg/mL olacak sekilde
seyreltilmistir. Lipaz enzim aktiviteleri kit protokoliinde (MAK046, Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) belirtildigi sekilde 6l¢iilmiistiir. Gida matrisi ile etkilesen ve etkilesmeyen
TiO2 partikiillerinin varliginda lipaz aktivitesinde meydana gelen degisimler

hesaplanmuigtir.

3.8. in-vitro Toksisite Analizleri

TiO2 nanopartikiillerinin sindirim sonrast hiicresel bazda etkilerinin gdzlenmesi igin
Escherichia coli ve insan bagirsag epitel hiicresi olan Caco-2 olmak lizere 2 farkli hiicre
kullanilmistir. Hiicrelerin seg¢ilmesindeki amaclardan ilki nanopartikiillerin hem
bakteriler hem de memeli hiicresindeki etkilerini gézlemektir. Memeli hiicresi olarak
secilen Caco-2 hiicreleri ise barsak epitelinde yer alan ve sindirim sonrasi kana geciste

bariyer gorevi goren hiicrelerden biridir. Bu sebeple nanopartikiillerin bu hiicrelerden
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alinacak veriler nanopartikiillerin insan saghigina etkilerini inceleme agisindan oldukca

degerli bir sonug olacaktir.

Hiicrelerden ilki olan FE.coli hiicresi ile TiO: nanopartikiillerinin yarattig1 stres
Ol¢lilmiistiir. Bu amagcla genetigi, strese karsi hiicre i¢i yesil floresans protein iireten,
nanopartikiil stresini 6lgmek {izere 6zellestirilmis E.coli hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler
TiO> nanopartikiilleri ile etkilesime sokulduktan sonra iiretilen floresan intensiteleri

olgiilerek nanopartikiillerin yarattig: stres ol¢iilmiistiir.

3.8.1. Hiicre Bazh Stres Etkisi Ol¢iimii

Saltepe ve ark. (2019) gelistirdigi, strese tepki olarak hiicre i¢i yesil floresans protein
iireten E. coli hiicresi ile canlilik ve ROS olusumuna ek olarak nanopartikiillerin hiicresel
bazda olusturdugu stres etkileri gozlenmistir. Bu amacla optik yogunlugu 0.3-0.4 birime
ulagmast amaciyla stok hiicreler 37°C’de 2-3 saat arasi biiyiitiilmiistiir. Daha sonra
biiyiitiilen hiicrelerin nanopartikiiller ile etkilesime girecegi siirenin optimizasyonu
yapilmistir. Bu agsama sonunda 4 saatlik etkilesim siiresinin yeterli oldugu bulunmustur.
4 saat sonunda hiicreler 10.000xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir.
Daha sonra hiicrelerin, akis sitometre cihazi ile (BD Accuri™ C6 Plus, Becton Dickinson,

NJ, ABD) hiicre sayimlar1 alinmistir.

3.8.2. Barsak Epitel Hiicresi Analizleri

3.8.2.1 Hiicre Canhhig

Nanopartikiillerin neden olabilecegi toksik etki nedeniyle hiicrelerin canliligindaki
degisim, Mao vd. (2016) [62] protokoliine uygun olarak Mitokondriyal siiksinat -
tetrazoliumrediiktaz (MTT) analizi ile Caco-2 barsak epiteli hiicreleri iizerinde
incelenmistir. Bu analiz MTT nin sar1 renginin canli hiicre yogunluguna bagl olarak mor
renkli bir formazan molekiiliine doniigiimiiniin dl¢ililerek canliliginin degerlendirildigi
kolorimetrik bir yontemdir. Caco-2 hiicreleri dncelikle 24 saat boyunca 37 °C’de (%95
nem, %35 CO») biiyiitiilmiistiir. Deneyler igin 5x10* hiicre/kuyucuk yogunluguna ulasana
kadar aym parametreler ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda ortamdaki
besiyeri uzaklagtirllmis ve taze DMEM eklenmistir. Bu noktada taze besiyerinin
icerisinde sindirime ugramis tampon ve gida ortami i¢indeki nanopartikiiller (diisiik:1
pg/mL; yiiksek: 100 pg/mL) eklenerek hiicreler 4 saat boyunca nanopartikiile maruz

birakilmistir.
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Bu asamadan sonra canlilik 6l¢mek amaciyla hiicre kiiltiirii plakasindaki her bir kuyucuga
10 uL MTT stok ¢ozeltisi eklenip ve ardindan 37°C'de %5 CO> altinda 4 saat inkiibe
edilmistir. Canliligini yitirmemis hiicrelerde olusan koyu mavi formazan kristalleri 100
puL deterjan reaktifi ile ¢oziindiiriilerek ve gece boyunca karanlikta bekletilmistir.
Orneklerin absorbansi 570 nm’de bir plaka okuyucu ile dlgiilmiis (referans degeri 655
nm) ve hiicrelerin canlilik oranlar1 agagidaki formiille (Esitlik 3.3) hesaplanmistir. ODgmek
nanopartikiillere maruz kalan hiicrelerin, ODxonwor nanopartikiillerle inkiibe edilmeyen
hiicrelerin ve ODks: 655 nm'de Olgiilen hiicre icermeyen kuyucuklarin optik

yogunlugudur.
Hiicre canlilig1 (%) = (ODsmek — ODxkér)/(ODxontrol = ODxker)* 100 (3.3)
3.8.2.2. Oksidatif Stres

Bir dnceki agsamadaki gibi biiyiitiilen Caco-2 hiicreleri, 10 uM DCFH-DA igeren100 pL
HBBS tamponunda 37°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra Kim ve
ark (2020) [63] anlatildig1 gibi hiicreleri parcalamak amaciyla DCFH-DA c¢ozeltisi
uzaklagtirilarak kuyucuklara 200 pL RIPA (RIPA; 50mM Tris-HCI pH 7.4, 50mM NaCl,
2mM EDTA, %0.1 SDS, ImM DTT) eklenmistir. Hiicreler 5 dakika boyunca buz
iizerinde bekletildikten sonra 13,000xg ve 4°C’e 20 boyunca ¢oktiiriilmiistiir. Santrifiij
islemi sonrasi supernetanttan 100 pL 96 kuyucuklu plakalara aktarilarak uyarim/salinim
485/530 nm’de ol¢iim alinmistir ve ROS olusumu floresans intensitesindeki artig ile

Ol¢iilmiistiir.

3.9 istatistik Analizleri

Tez kapsaminda istatiksel analizler %95'lik bir giiven seviyesinde IBM SPSS Statistics
23.0 (IBM Corp., Armonk, NY, ABD) kullanilarak yapilmistir. Nanopartikiillerin

hidrodinamik cap1 i¢in istatistiksel analizler z-testi ile yapilmis ve kalan analizlerde

karsilagtirma i¢in bagimsiz iki 6rneklem t-testi uygulanmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez ¢aligmasinin sonuglari i) gida ortaminin TiO> nanopartikiilleri tizerine etkileri
i1) sindirim simiilasyonunun gida ile etkilesmis TiO nanopartikiilleri lizerine etkileri iii)
gida ile etkilesmis TiO; nanopartikiillerinin sitotoksik etkileri olmak iizere ii¢ temel

baslikta 6zetlenmistir.

4.1. Gida Ortaminin TiO; Nanopartikiilleri Uzerine Etkileri
4.1.1. TiO: Nanopartikiilleri Karakterizasyonu

Goriintlileri ESEM cihaz1 ile alinip ImageJ programi ile islenen TiO» partikiillerinin
ortalama caplart 30 nm i¢in 37.2 + 8.8 nm, 100 nm i¢in 131.2 + 30.1 nm ve 250 nm igin
234.0 + 63.1 olarak bulunmustur. Elde edilen ortalama ¢ap degerlerinin incelenmek igin

hedeflenen ¢ap degerlerine yakin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1 ve 4.2) .

Farkli ¢aplardaki TiO; nanopartikiillerinin XRD modeli Sekil 4.3’de verilmistir. Anataz
fazinin varhigini 25.25° ve 48.00°'deki XRD pikleri gosterirken, 27.42°, 36.00° ve 54.50°
pikleri rutil kristallerini gostermektedir [52, 64]. Cizelge 4.1°de TiO» nanopartikiillerinin
esitlik 3.1 ve 3.2°den hesaplanan anataz ve rutil formlarinin agirlik¢a yiizdeleri
verilmistir. Yapilan analiz sonucunda 30 nm ve 100 nm TiO; nanopartikiillerinin kristal
yapilarinin anataz formunda oldugu goriilmistiir. Cap1 250 nm TiO2 nanopartikiillerinde
ise rutil kristalleri yogundur. Rutil formundaki nanopartikiillerin de gida katki maddesi
olarak kullanilmasina izin verilmesinden dolay1 temin edilen 250 nm ¢apindaki TiO2
nanopartikiilii ile analizlere devam edilebilecegine karar verilmistir [65]. Boylece tez

kapsaminda kristal formun toksisite iizerine etkisinin de incelenebilecegi diisiintilmiistiir.
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Sekil 4.1. TiO; nanopartikiillerine ait ESEM goriintiileri ve ¢ap histogramlari. A) 30 nm

TiO, (10kV, 80kX Biiyiitme), B) 100 nm TiOz (10kV, 40kX Biiyiitme), C) 250 nm TiO»

(10kV, 20kX Biiyiitme).
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Sekil 4.2. TiO; nanopartikiillerine ait TEM goriintiileri. A) 30 nm TiO», B) 100 nm TiO»,
C) 250 nm TiOs.
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Sekil 4.3. Farkli ¢aplardaki TiO; nanopartikiillerinin XRD modeli (A, anataz; R, rutile).

Cizelge 4.1. TiO; nanopartikiillerinin anataz ve rutil kristal formlarinin agirlik¢a ytizdesi

Cap (nm) Xa (%) XR (%)
30 80 20

100 91 9

250 13 87
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4.1.2. Gida ortamindaki TiO; Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

Hazirlanan gida ortamlarinin kurumadde (KM) ve yagsiz KM, protein, yag, %asitlik,
yogunluk ve pH degerleri Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore yagl
ve yagsiz rekonstitiiye siit ornekleri TS 1018’e uygun bulunmustur [53].

Cizelge 4.2. Yagh ve yagsiz siit tozundan hazirlanan rekonstitiie siit orneklerinde KM,
yagsiz KM, protein, yag, % asitlik, yogunluk ve pH degerleri
KM Yagsiz Protein Yag % asitlik Yogunluk pH

(%) KM  (g/100mL) (%) (laktik asit (g/cm®)

(%) cinsinden)
Yagl siit 12.20+ 8.85+0 3.18+0.04 3.4+ 0.171 1.032+0.01 6.72+
0.03 .02 0.05 0.03
Yagsiz siit 82740 8.17#0 2.95+0.05 0.1+ 0.164 1.034+£0.01 6.70+
.02 .02 0.03 0.04
Serum 5.82+0 - 0.15+0.01 0 - 1.02+0.01  6.70+
.02 0.02

Hazirlanan yagl ve yagsiz siit rnekleri ile etkilestirilen TiO2 nanopartikiillerinin ylizey
karakteristigindeki degisimler incelenmek ilizere DLS ile ESEM ve STEM cihazlari
kullanilmigtir. Analizlerde elde edilen in-situ Orneklerin zeta potansiyel degerleri
incelendiginde (Cizelge 4.3 ve 4.4), yagsiz siit ve siit serumu literatiirle de uyumlu sekilde
negatif deger verirken [66], yagl siitlin pozitif zeta potansiyeline sahip olmasinin
ortamdaki yag globiillerinden kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Ortalama c¢ap ve PDI
degerlerindeki artig da yag globiillerinin 6l¢iim iizerindeki etkisini destekleyen bir bulgu
olmustur. Tampon c¢ozelti (SMUF) igerisindeki TiO> nanopartikiillerinde 30 nm
partikiiliin zeta potansiyel degeri pozitif, 100 nm ve 250 nm nanopartikiillerin degerleri
ise negatif ¢ikmistir. Nanopartikiiller gida matrisi ile etkilestirildiklerinde, 6zellikle diigiik
nanopartikiil konsantrasyonunda, kompleksin zeta potansiyel degeri gida matrisinin zeta
potansiyeli degerlerine yakin ¢ikmistir. Bu durumun in-sifu analizlerde ortamda bulunan
gida matrisi bilesenlerinin konsantrasyonunun partikiil konsantrasyonuna goére daha

yiiksek olmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

In-situ analizlerde SMUF igerisindeki TiO» nanopartikiilleri incelendiginde (Sekil 4.4,
Cizelge 4.3), cap ve konsantrasyon degisimiyle nanopartikiil agregat biiytikliikleri

arasinda bir iliski saptanamamistir. Biitiin ¢ap degerlerinde birbirine yakin biiyiikliikte
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agregat cap degerleri goriilmiistiir. Cap1 30 nm olan olan TiO> nanopartikiilleri yagh siit
ve yagsiz siit ile etkilestirildiginde ise partikiil agregatlarmin kiiciildiigii ve ortalama
hidrodinamik ¢apin gida matrisi ¢ap degerlerine yaklastig1 goriilmektedir. Siit serumunda
ise TiO2 nanopartikiil agregatlarinin ¢apinda dnemli bir degisim olmadig1 goriilmustiir.
Bu durumun yagli ve yagsiz siit ortaminda bulunup, siit serumunda bulunmayan bir
etmenin, nanopartikiil ¢apinda degisime yol agtigini gostermistir. Gida matrisi ile
etkilesen 30 nm TiO» partikiillerindeki bu degisiklik, 100 nm ve 250 nm c¢aplar1 i¢in de
tekrarlanmaktadir. Orneklere ait cok dagimlilik indeksi degerleri homojeniteye yakin

<0.7 bir aralikta seyretmistir [67].

Ex-situ analizlerde ise partikiillerde meydana gelen degisimler in-situ analizlere gore daha
net goriilebilmektedir (Sekil 4.5, Cizelge 4.4). Tiim partikiil ¢aplarinda gida matrisi ile
etkilesimden sonra nanopartikiil agregat caplarinin azaldigi goriilmiistir. /n-situ
analizlerde de oldugu gibi serumla etkilesimden sonra partikiil agregat ¢aplart istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azalmistir. Ex-situ Orneklere ait zeta potansiyel degerleri
incelendiginde degerlerin daha biiyiik negatif degerlere ulastig1 gozlenmistir. Ozellikle
diistik nanopartikiil konsantrasyonlarinda gozlenen bu etki tampon ortaminin (-12.7 £ 0.5
mV) iyonik yiikiiniin partikiil ylizey yiikiinii belirlemesinden kaynaklanmistir. /n-situ
ornekler ise aradaki bu farkin, in-situ ortaminda bulunan serbest biyomolekiiller
nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. 30 nm ¢apindaki yiiksek konsantrasyonlarda tampon
etkisi goriilmeye devam ederken, 100 nm ve 250 nm igin partikiil konsanstrasyonu
arttikca bu egilim pozitif zeta potansiyel degelerine kaymistir. Burada da partikiiller arasi
yiizey ozelliklerinin farkli olmasindan kaynakli bir sonuca ulasilmistir. Orneklerin ok
dagimlilik indeksi degerlerine bakildiginda yine homojenlige yakin degerler elde
edilmigken, in-situ 6rneklerinden ortalama (ort 0.4) olarak daha az degisim gozlenmistir.
Bu durum da ex-situ Orneklerin, in-situ Orneklerinden daha homojen oldugunu

gostermistir.
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Sekil 4.4. Yagli siit, yagsiz siit ve siit serumu ile etkilesen farkli ¢cap ve konsantrasyondaki
TiO; partikiillerinden in-situ olarak elde edilen ¢ok dagilimlilik endeksi (PDI) ve

ortalama hidrodinamik ¢ap degerleri

Cizelge 4.3. Yagh siit, yagsiz siit ve siit serumu ile etkilesen farkli cap ve

konsantrasyondaki TiO» partikiillerinden in-situ olarak elde edilen zeta potansiyeli

degerleri
TiO, Yagh siit+TiO, Yagsiz siit+TiO, Serum+TiO,
0.4 -5.56 + 157 0.55 + 500 -241 + 377 -5.56 + 0.58
30nm 0.8 -3.19 + 270 430 + 549 -3.58 + 227 -475 + 1.06
1.60 -8.74 + 3.50 0.12 + 622 -558 + 580 -4.95 + 0.99
0.4 -14.78 + 2.11 2.10 + 549 -3.86 + 329 -499 + 048
100 nm 0.8 -10.58 + 099 -029 + 537 -345 + 3.04 -4.08 + 8.51
1.60 -5.35 + 4.05 216 + 252  -0.55 + 496 -0.57 + 5.88
0.4 -10.57 + 0.97 1.22 + 628 -4.68 + 194 -579 + 191
300nm 0.8 -7.55 + 422 043 + 514 -0.70 + 435 -5.84 + 1.27
1.60 -7.37 + 138  -237 + 514 -3.00 + 384 -3.73 + 044
Yagh siit 1.86 + 4.16
Yagsiz siit -5.21 + 1.58
Serum -6.06 + 092
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Sekil 4.5. Yagli siit, yagsiz siit ve siit serumu ile etkilesen farkli ¢cap ve konsantrasyondaki
TiO; partikiillerinden ex-sifu olarak elde edilen ¢ok dagilimlilik endeksi (PDI) ve

ortalama hidrodinamik ¢ap degerleri

Cizelge 4.4. Yagh siit, yagsiz siit ve siit serumu ile etkilesen farkli cap ve

konsantrasyondaki TiO» partikiillerinden ex-situ olarak elde edilen zeta potansiyeli

degerleri
TiO, Yagh siit+TiO, Yagsiz siit+TiO, Serum+TiO,
0.4 -9.87 + 090 -11.68 + 143 -1343 + 095 -835 + 0.23
30nm 0.8 -6.97 + 074 -941 + 239 -11.07 + 1.67 -843 + 0.52
1.60 -13.10 + 145 -7.06 + 506 -6.82 + 337 -8.62 + 0.79
0.4 -9.79 + 048 -6.20 + 178 -12.63 + 061 -6.63 + 0.67
100 nm 0.8 -5.32 + 1.04 -237 + 412 -13.02 + l.6l -7.02 + 0.55
1.60 -6.90 + 0.68 -3.00 + 332 485 + 190 -7.57 + 1.99
0.4 -10.82 + 260 -11.70 + 126 -13.08 + 142 -11.01 + 249
300nm 0.8 -7.19 + 193 -8.06 + 3.87 -11.51 + 3.14 -11.14 + 230
1.60 -3.60 + 070 027 + 7.87 -9.00 + 282 -7.06 + 5.43
Yagh siit -13.73 + 1.38
Yagsiz siit -12.12 + 0.90
Serum -13.73 + 1.38
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Ti0O; nanopartikiillerinin gida matrisi icerisinde yer aldig1 in-situ ¢ozeltilere ait ESEM
goriintiileri incelendiginde (Sekil 4.6, 4.8, 4.10), nanopartikiil agregatlarinin kii¢tildiigii
gozlenmistir. Ozellikle yagh ve yagsiz siit érneklerinde siit serumuna gore partikiillerin
cozelti igerisinde daha fazla dagilmis oldugu goriilmiistir. Farkli ¢aplardaki TiO»
nanopartikiilleri gida matrisleri iginde benzer davraniglar sergilemektedir. In-situ
analizlerde ortamda gida bilesenlerinin ¢ok yogun olmasi partikiillerin izlenmesini
zorlagtirdigindan, ex-situ analiz sonuglar1 gida matrisi ile etkilesen partikiillerde meydana
gelen degisimi daha net olarak ortaya koymaktadir. Incelenen 3 farkli ¢aptaki TiO»
nanopartikiilii i¢in de yagh ve yagsiz siit 6rnekleriyle etkilestikten sonra partikiillerin
agregatlarinin dagildig1 gozlenmistir (Sekil 4.7 4.9, 4.11) . Bu durumun partikiillerin
ylizeylerinde olusan ve partikiiller arast ¢ekim kuvvetini azaltarak agregatlagsmayi
engelleyen korona yapisindan kaynaklandig: diistiniilmektedir [68]. Ayrica daha yiiksek
bliylitme degerlerinde ESEM goriintiilerinde partikiil yiizeyinde olusan korona yapisi da
net bir sekilde gozlenebilmektedir (Sekil 4.12).

Sekil 4.6. Farkl1 gida matrisleri ile etkilesen 30 nm TiO; nanopartikiillerinin in-situ ESEM
goriintiileri. A) Tampon igerisinde TiO2, B) Yagli siit- TiO2 karigimi, C) Yagsiz siit- TiO2
karisimi, D) Siit serumu- TiO; karisimi, E) Yagli siit, F) Yagsiz siit, G) Siit serumu. (10
kV; 10 kX biiylitme)
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Sekil 4.7. Farkli gida matrisleri ile etkilesen 30 nm TiO; nanopartikiillerinin ex-situ
ESEM goriintiileri. A) Tampon igerisinde TiOz, B) Yagl siit- TiO; karigimi, C)Yagsiz
stit- TiO; karisimi, D) Siit serumu- TiO> karisimi, E) Yagh siit, F) Yagsiz siit, G) Siit
serumu. (10 kV; 5 kX biiylitme)

Sekil 4.8. Farkli gida matrisleri ile etkilesen 100 nm TiO; nanopartikiillerinin in-situ
ESEM goriintiileri. A) Tampon igerisinde TiO2, B) Yagl siit- TiO> karisimi, C) Yagsiz
stit- TiO; karisimi, D) Siit serumu- TiO> karisimi, E) Yagh siit, F) Yagsiz siit, G) Siit
serumu. (10 kV; 20 kX biiyiitme)
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Sekil 4.9. Farkli gida matrisleri ile etkilesen 100 nm TiO; nanopartikiillerinin ex-situ
ESEM goriintiileri. A) Tampon igerisinde TiO2, B) Yagl siit- TiO> karigimi, C) Yagsiz
stit- TiO; karisimi, D) Siit serumu- TiO> karisimi, E) Yagh siit, F) Yagsiz siit, G) Siit
serumu. (10 kV; 5 kX biiylitme)

Sekil 4.10. Farkli gida matrisleri ile etkilesen 250 nm TiO; nanopartikiillerinin in-situ
ESEM goriintiileri. A) Tampon igerisinde TiO2, B) Yagl siit- TiO> karisimi, C) Yagsiz
stit- TiO; karisimi, D) Siit serumu- TiO> karisimi, E) Yagh siit, F) Yagsiz siit, G) Siit
serumu. (10 kV; 5 kX biiylitme)
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Sekil 4.11. Farkli gida matrisleri ile etkilesen 250 nm TiO; nanopartikiillerinin ex-situ
ESEM goriintiileri. A) Tampon igerisinde TiO2, B) Yagl siit- TiO> karisimi, C) Yagsiz
stit- TiO; karisimi, D) Siit serumu- TiO> karisimi, E) Yagh siit, F) Yagsiz siit, G) Siit
serumu. (10 kV; 5 kX biiylitme)

Sekil 4.12. TiO; nanopartikiiliine ait protein korona yapisin1 gésteren ESEM goriintiisii.

A) TiOz (250 nm), B) Yagsiz siit- TiO2 (250 nm). (10 kV; 160 kX biiyiitme)

Elde edilen STEM goriintiilerinde, TiO> nanopartikiilleri etrafinda bulutsu yapi
gozlenmistir. Parlak bolgede ve bulutsu alanda EDX o6l¢iimleri alinmig ve parlak alanda
yogun bir bigimde Ti- ve O- gozlenirken, bulutsu alanda C-, N- ve O- yogun bir sekilde
goriilmesi bulutsu alanin igerisinde protein olma ihtimalini ortaya koymustur. Bu bulgular
da ESEM ol¢giimleri esliginde tartisilan korona yapisinin igerigi hakkindaki yorumu

destekler nitelikte olmustur (Sekil 4.12, Ek-Sekil 1, Ek- Sekil-2).
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Sekil 4.13. Yagsiz siit 6rnegi ile etkilestirilmis 250 nm TiO» nanopartikiillerine ait STEM

goriintiisii ve iki ayr1 bolgeye ait EDX grafikleri.

TiO2 nanopartikiiliiniin yagsiz siit ortami ile etkilestirildikten sonra elde edilen TEM
goriintiileri Sekil 4.14°de verilmistir. Partikiil yilizeylerinde olusan korona yapisi oklar ile
gosterilmistir. Goriintiilerde tampon ortaminda ylizeylerinin ¢iplak oldugu goézlenen
nanopartikiillerin (Sekil 4.14A-4.14B-4.14C), yagsiz siit ortami ile etkilesime
sokuldugunda yiizeylerinde olusan katman goriilmektedir (Sekil 4.14D-4.14E-4.14F).
Boylece partikiiller arast olugan bu yeni katmanin nanopartikiillerin agregat olusturmasini
engelleyen etmen oldugu goriintiilenmistir (Hidrodinamk ¢ap sonuglari, Cizelge 4.4-4.5

ve ESEM goriintiileri, Sekil 4.6 -4.11).
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Sekil 4.14. Farkli ¢aplardaki TiO; nanopartikiillerine ait protein korona yapisini gosteren
TEM goriintiisii. Tampon ortaminda A) 30 nm TiO, B) 100 nm TiO», C) 250 nm TiO»,
Yagsiz siit ortaminda D) 30 nm TiOz, E) 100 nm TiOz, F) 250 nm TiO>

Siit serumu ile etkilestikten sonra ise partikiil agregatlarinin boyutlarinda azalma gdzlense
de bu degisim siit orneklerindekinden daha diisiik seviyededir. Bu durumun, serum
ortaminda diger ortamlara gore daha diisiik konsantrasyonda bulunan fakat yine de
partikiil ylizeyinde degisime neden olabilecek proteinlerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Siit serumunun hazirlanis1 sirasinda kullanilan ¢dzeltilerin ortamin
iyonik kuvvetini 6nemli Ol¢lide degistirmesinin de normalden daha kiiglik partikiil
agregatlarinin gozlenmesine yol acabilecegi diisliniilmiistiir. Bu nedenle bir sonraki
asamada farkli cap ve konsantrasyondaki nanopartikiillerin gida matrisi ile
etkilesimlerinden sonra yiizeylerindeki korona yapisinda yer alan protein miktarlarinin

belirlenmistir.

4.1.3. Protein Korona Analizi

30-100-250 nm ¢apindaki TiO: nanopartikiillerinin ylizeyinde baglanan protein
miktarlari, ¢ozeltilerden nanopartikiiller uzaklastirildiktan sonra baglamayan proteinlerin

floreskamin ajani etkilesme ile olusturdugu floresan sinyal ile dl¢tilmiistiir. (Sekil 4.15-
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17). Protein miktarlar1 sekilde verilen teknik kazein ¢ozeltisi ile yapilan kalibrasyon egrisi

ile hesaplanmistir (Ek1-Sekil 1).

TiO2 nanopartikiillerinin yiizeyi ile etkilesen gida bileseninin tespiti i¢in yapilan protein
analizinde ortalama ¢ap degeri 30 nm olan TiO> nanopartikiilleri yagli ve yagsiz siit ile
etkilestirildiginde konsantrasyon arttikca baglanan protein miktarinin da arttig
goriilmektedir. Siit serumunda ise istatistiksel olarak dikkate deger bir baglanma
goriilmemistir. 100 nm capindaki nanopartikiillerin yagli ve yagsiz siit ortaminda
baglanan protein miktarlari istatiksel olarak farkli degildir. Konsantrasyon degisimimi de
100 nm capindaki partikiillere baglanan protein miktarini etkilememistir. 30 nm ve 250
capi i¢in yagl siit ortaminda daha fazla protein baglandigi gozlenmistir. Bununla birlikte,
diger caplardan farkli olarak 250 nm TiO: nanopartikiillerinde serum proteinlerine
baglanma oranlarinda 6nemli bir fark goriilmiis olsa da, serumdaki toplam protein
konsantrasyonu goz oniine alindiginda baglanan protein miktarinin bu 6rneklerde de
oldukca az oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Ek olarak, gida matrisinde yag bulunmasinin
protein baglanmas iizerinde belirgin bir etkisi olmadig1 goériilmektedir. Beklendigi gibi
nanopartikiil konsantrasyonu arttik¢a baglanan protein miktarinda da artis goriilmektedir.
Partikiillerin cap degerleri degistikce baglanma oranlarinda anlamli farkliliklar
goriilmemesinin partikiillerin gida matrisiyle etkilesmeden once birbirlerine yakin

agregat biiylikliiklerine sahip olmalarindan kaynaklandig: diistintilmektedir.
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* ® 0.4 mg/mL

0.8 mg/mL
12 1 ¢/

w 1.6 mg/mL

% Protein

Yagl siit Yagsiz siit Serum

Sekil 4.15. Farkli gida matrisleri ile etkilesen 30 nm TiO: nanopartikiillerine baglanan

protein oranlar1. *:p<0.05
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Sekil 4.16. Farkli gida matrisleri ile etkilesen 100 nm TiO2 nanopartikiillerine baglanan

protein oranlar1. *:p<0.05
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® 0.4 mg/mL

14 4 = 0.8 mg/mL

1.6 mg/mL

12~
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% Protein

Yagl siit Yagsiz siit Serum

Sekil 4.17. Farkli gida matrisleri ile etkilesen 250 nm TiO> nanopartikiillerine baglanan

protein oranlar1. *:p<0.05

Bir sonraki asamada, partikiillere ait korona yapisindaki proteinlerin incelenmesi
amaclanmigtir. Korona yapilarina ait SDS-PAGE jel goriintiileri (Sekil 4.18-20)
incelendiginde siit drneklerinde, major siit proteinlerinden o-kazein (a-Cn) ve B-kazein
(B-Cn) bantlar1 belirgin olarak goriiliirken, siitte daha az miktarda bulunan asal serum
proteinlerden B-laktoglobulin (B-lg) ve a-laktalbumin (a-1a) de belirgin bant goriintiileri
vermigtir. Beklenildigi iizere, siit serumunda kazeinlere ait bant bulunmazken yine asal

serum proteinler olan 3-Ig ve a-la bantlar1 belirgin olarak géziikmektedir.
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Sekil 4.18. 30 nm TiO> nanopartikiillerinin siit 6rnekleri ve serum ile etkilestirilmesi
sonucu elde edilen SDS-PAGE elektroforetogramlarina ait gortintiiler. (1: molekiil
agirhigr belirteci 6rnek, 2:yagl siit, 3: yagsiz siit, 4: siit serumu, 6: yagh siit+ TiO; (0.4
mg/mL), 7: yagsiz siit+ TiO> (0.4 mg/mL), 8: siit serumu+TiO; (0.4 mg/mL), 9: yagh
stit+ TiO2 (1.6 mg/mL), 10: yagsiz siit+ TiO (1.6 mg/mL), 11: siit serumu+TiO; (1.6
mg/mL)) a: as-Kazein, b: -Kazein, -laktoglobulin

1 2 3 4 6 7 8 9 10 11

97 KDa.
66 kDa,
55 KDa.
45 kDa.
36 kKDa.

29 kDa,

Lob i

24 kDa.

20 kDa,

,

Sekil 4.19. 100 nm TiO; nanopartikiillerinin siit 6rnekleri ve serum ile etkilestirilmesi
sonucu elde edilen SDS-PAGE elektroforetogramlarina ait gortintiiler. (1: molekiil
agirhigr belirteci 6rnek, 2:yagl siit, 3: yagsiz siit, 4: siit serumu, 6: yagh siit+ TiO; (0.4
mg/mL), 7: yagsiz siit+ TiO, (0.4 mg/mL), 8: siit serumu+TiO; (0.4 mg/mL), 9: yagh
stit+ TiO2 (1.6 mg/mL), 10: yagsiz siit+ TiO (1.6 mg/mL), 11: siit serumu+TiO; (1.6
mg/mL))
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Sekil 4.20. 250 nm TiO; nanopartikiillerinin siit 6rnekleri ve serum ile etkilestirilmesi
sonucu elde edilen SDS-PAGE elektroforetogramlarina ait goriintiiler. (1: molekiil
agirhigr belirteci 6rnek, 2:yagl siit, 3: yagsiz siit, 4: siit serumu, 6: yagh siit+ TiO; (0.4
mg/mL), 7: yagsiz siit+ TiO> (0.4 mg/mL), 8: siit serumu+TiO; (0.4 mg/mL), 9: yagh
stit+ TiO2 (1.6 mg/mL), 10: yagsiz siit+ TiO (1.6 mg/mL), 11: siit serumu+TiO; (1.6
mg/mL))

Nanopartikiillere ait bantlar incelendiginde, tiim ¢aplardaki TiO> nanopartikiillerinin
yagli ve yagsiz siit 0rneklerinin ikisi i¢in de siit proteinleri ile etkilesime girdigi jellerdeki
belirgin a-Cn ve B-Cn bantlarindan anlagilmaktadir. Ayrica yagh ve yagsiz siit ornekleri
ile etkilesime giren TiO2 nanopartikiillerine ait bantlarin arasinda B-lg de gozlenmistir.
Ik bakista nanopartikiiliin B-lg proteini ile etkilesime girdigi diisiiniilse de serum ortami
ile etkilestirilen nanopartikiillerin ylizeyinde -1g bantina rastlanmamistir. Bu durum, siit
tozlar1 Ttretilirken kullanilan tekniklerin proteinleri denatiire etmis olmasindan ve
denatiirasyon sonucu kazein ve B-lg proteinlerinin birbiri ile etkilesime girmesinden
kaynaklanmis oldugu disiiniilmektedir [69]. Ek olarak TiO; nanopartikiilleri i¢in

etkilesime girilen proteinlerin konsantrasyondan bagimsiz oldugu goriilmiistiir.

4.2. Sindirim Simiilasyonunun Gida ile Etkilesmis TiO, Nanopartikiilleri Uzerine
Etkileri

Gida ortamindaki degisimleri tespit edilen TiO2 nanopartikiiller gidalar ile tiiketildikten
sonraki degisimlerini takip etmek amaciyla sindirim analizi yapilmistir. Bu amagla 30-
100-250 nm capindaki TiO: nanopartikiiller tiim gida bilesenlerini bulundurdugu i¢in
yagl siit ortamiyla etkilesime sokulduktan sonra sindirim simiilasyonuna sokulmustur.
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Sindirim simiilasyonunda agiz ortaminin zeta potansiyeli -8.50 mV olarak bulunmustur.
Gida ortamlar ile etkilesen ve etkilesmeyen TiO, partikiillerinin tiim ¢ap degerlerinde
ex-situ analizlerde zeta potansiyelleri negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.6). 30 nm
TiO> partikiil ¢ozeltilerinde en diisiik zeta potansiyeli degerleri gézlenmistir. Ancak bu
partikiillerin yiizey yiik karakteristigi gida ortaminda da degigsmemistir. 100 nm ve 250
nm ¢aplarinda ise gida ortamina giren nanopartikiillerin yiizey yiikleri ciddi miktarda

azalmstir.

Agiz ortaminda hidrodinamik c¢ap Olglimlerine bakildiginda ise SMUF ortamindaki 3
farkli ¢aptaki nanopartikiilde de agregasyon egilimi gozlenmistir. Ayni nanopartikiiller
gida ortamina gectiginde ise agregatlar kiigiilmiistiir. Bu davranigin sindirim Oncesi
adimdaki nanopartikiiliin tampon ortamindaki nanopartikiil ¢ozeltilerinde de gézlenmesi
sebebiyle agiz ortami; SMUF igerisindeki TiO» nanopartikiill davranisini
degistirmemistir. Ek olarak, 6zellikle 30 nm orneklerine ait ¢ok dagimlilik indeksi
sonuglarina bakildiginda gida matrisi i¢indeki partikiillerin ¢ozelti i¢indeki dagilimlarinin

homojen oldugu diistiniilmiistiir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Sindirim simiilasyonunun ag1z ortaminda, yagl siit ile etkilesen farkli ¢ap ve

konsantrasyondaki TiO: partikiillerinden elde edilen zeta potansiyeli, ¢cok dagilimlilik

endeksi (PDI) ve ortalama hidrodinamik ¢ap degerleri

Agiz  (-8.50 mV) 30 nm Pdi 100 nm Pdi 250 nm Pdi
TiO; DLS 0.4 1292.0 + 0.626 1281.0 + 034 + 13310 + 0389+
(nm) mg/mL 256.8 0.130 53.7 0.062 189.8 0.057
Zeta -6.6+0.60 816 = 135£13
(mV) 0.48
Yagh siit / DLS 0.4 967.4 + 0.728 638.1 + 0298+ 7579 + 0383 £
TiO; (nm) mg/mL 63.4 0.130 68.7 0.042 82.1 0.016
Zeta 5408 436 £ -3.85+4.63
(mV) 3.20
Yagh siit DLS 964.2 + 0.480
(nm) 172.2 0.059
Zeta 68+34
(mV)
TiO; DLS 0.8 2287.0 £ 0.260 1520.0 + 0482+ 14740 =+ 0.368 +
(nm) mg/mL 184.2 0.124 250.2 0.129 101.9 0.031
Zeta 35+£33 894 = -122£05
(mV) 0.85
Yagh siit / DLS 0.8 11340 + 0.650 819.5 + 039 £ 7342 + 0.308 +
TiO; (nm) mg/mL 2314 0.119 103.2 0.065 65.5 0.021
Zeta -53+08 075 * -1.55+285
(mV) 5.07
Yaghsit  DLS 9674  + 0.480
(nm) 63.4 0.059
Zeta 54+08
(mV)
TiO; DLS 1.60 2472.0 <+ 0.317 25540 + 0272+ 16280 £ 0349+
(nm) mg/mL 586.9 0.060 398.6 0.100 123.8 0.047
Zeta S 33+05 812+ -10.0£0.7
(mV) 0.83
Yagh siit / DLS 1.60 1586 + 0.616 996.2 + 0424+ 943.6 + 0.349 +
TiO; (nm) mg/mL 512.5 0.140 289.2 0.072 136.4 0.072
Zeta -6.0+29 176+ 1.95+44
(mV) 6.65
Yaghsit  DLS 9674  + 0.480
(nm) 63.4 0.059
Zeta 54+08
(mV)
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Mide ortaminin zeta potansiyel degeri -0.01mV olarak bulunmustur. Mide ortaminda zeta
potansiyeli dlgilimleri, tampon icerisindeki nanopartikiil ¢ozeltilerinde tiim caplar i¢in
benzer bulunmustur (Cizelge 4.7). Gida ile etkilesen nanopartikiil 6rneklerinde ise ylizey
potansiyel degerlerinde azalma gozlenmistir. Ancak bu azalis mide ortami degerine
ulagsmamistir. Hidrodinamik ¢ap olgiimlerine bakildiginda ise mide ortaminda gida ile
etkilestirilmis nanopartikiillerde agregasyon azalis1 goriilmistiir. Bu etki konsantrasyon
arttikca azalmistir. 100 nm ¢apindaki partikiil gida ortaminda en yiiksek konsantrasyonda
dipsersiyon yerini agregasyona birakmistir. Ancak konsantrasyon arttik¢a tampon
ortamindaki nanopartikiil c¢ozeltilerinde de agregasyon gorildiigii i¢in bu etkinin
nanopartikiiliin partikiiller arast ¢gekim kuvvetinin, diger etkilere baskin olmasindan ileri
geldigi diisliniilmektedir. 3 ¢ap icin de mide ortami ¢ok dagimlilik indeksi degerleri
homojeniteye yakin (0.2-0.6) ortalama diizeyde seyretmistir [67] (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Sindirim simiilasyonunun mide ortaminda, yagl siit ile etkilesen farkl ¢ap
ve konsantrasyondaki TiO; partikiillerinden elde edilen zeta potansiyeli, ¢ok dagilimlilik

endeksi (PDI) ve ortalama hidrodinamik ¢ap degerleri

Mide (-0.01 mV) 30 nm Pdi 100 nm Pdi 250 nm Pdi
TiO, DLS 0.4 8280 + 0.795 + 7644 + 0329 £+ 603.0£18.0 0.345 +
(nm) mg/mL 284.5 0.135 24.2 0.091 0.053
Zeta -101 £ -103 & -11.6+£84
(mV) 0.6 0.46
Yagh siit / DLS 0.4 4792 + 0542 + 7035 £ 0516 £ 173.0+473 0.770 £
TiO; (nm) mg/mL 187.9 0.114 66.48 0.098 0.180
Zeta -13£7.0 993 & 7110
(mV) 0.60
Yagh siit DLS 4353 + 0491 +
(nm) 145.1 0.040
Zeta -6.9+0.6
(mV)
TiO, DLS 0.8 1404.0 £ 0.435 + 6850 0.294 + 600.8+333 0.250 +
(nm) mg/mL 403.1 0.081 +23.1 0.028 0.037
Zeta 2108 = a21 -187+£09
(mV) 0.4 0.85
Yagh siit / DLS 0.8 836.1 + 045 =+ 7690 + 0307 + 3865+354 0442 +
TiO; (nm) mg/mL 150.1 0.047 21.5 0.023 0.048
Zeta 7.8+0.7 975 & - -89+08
(mV) 0.43
Yagh siit DLS 4353 + 0491 +
(nm) 145.1 0.040
Zeta -6.9+0.6
(mV)
TiO, DLS 1.60 21240 £ 0357 + 13940 £ 0.269 £+ 6924 + 0257 +
(nm) mg/mL 280.5 0.089 3413 0.069 108.0 0.023
Zeta ST ST -17.7+£04
(mV) 0.3 0.78
Yagh siit / DLS 1.60 2820.0 £ 0.249 + 27180 + 0.183 £ 537.8+66.0 0.429 +
TiO; (nm) mg/mL 1350 0.057 606.3 0.120 0.057
Zeta 5207 508+ - -86+09
(mV) 0.67
Yagh siit DLS 4353 + 0491 +
(nm) 145.1 0.040
Zeta -6.9+0.6
(mV)
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Barsak ortaminin zeta potansiyeli -10.50 mV olarak bulunmustur. Barsak ortaminda
nanopartikiillerin tiim caplari i¢in zeta potansiyeli tampon ve gida matrisi ortamlarinda
negatif bulunmus ve iki ortamin potansiyel degerleri arasinda Onemli bir fark
gozlenmemistir. 30 nm TiO2 nanopartikiiliiniin tampon ortaminda ve gida matrisi
ortaminda en kii¢lik capa ulastigi goriilmiistiir. Bu durum 100 nm i¢in gida ortaminda
nanopartikiilde cap artis1 olarak gozlenmistir. 250 nm TiO> partikiilii ise tampon
icerisinde sindirim simiilasyonu boyunca en kiigiik ¢apli halini gostermese de gida ortami1
ile birlestiginde dispersiyona yonelmistir. 3 farkli ¢apta farkli davranislar gdzleniyor gibi
goriinse de aslinda tiim partikiiller gida ortaminda agizdan barsaga dogru dispersiyon
egilimi gostermektedir. Barsak ortaminda partikiillere ait ¢ok dagimlilik indeksi
sonuglarina bakildiginda gida matrisi i¢indeki partikiillerin ¢ozelti i¢indeki dagilimlarinin

homojen olmadigi diisiiniilmiistiir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Sindirim simiilasyonunun barsak ortaminda, yagl siit ile etkilesen farkli ¢ap

ve konsantrasyondaki TiO; partikiillerinden elde edilen zeta potansiyeli, ¢ok dagilimlilik

endeksi (PDI) ve ortalama hidrodinamik ¢ap degerleri

Barsak (-10.50 mV) 30 nm Pdi 100 nm Pdi 250 nm Pdi
TiO; DLS 0.4 NA 1 2635 £ 0767+ 3873 £ 0.641 +
(nm) mg/mL 52.8 0.256 29.7 0.144
Zeta 8110 933 = 146 £
(mV) 0.74 1.20
Yagh siit / DLS 0.4 3959 + 0.803 6154 + 0.701 + 3858 =+ 0.598 +
TiO; (nm) mg/mL 76.2 0.085 120.6 0.145 19.2 0.161
Zeta -102+03 865 = 2106+
(mV) 0.54 0.98
Yagh siit DLS 2180 + 0.978
(nm) 70.4 0.053
Zeta AT
(mV)
TiO; DLS 0.8 979.0 + 0.596 6324 + 0851+ 7685 + 0.523 +
(nm) mg/mL 94.5 0.141 117.0 0.183 91.6 0.062
Zeta 85+1.8 -93+130 146 £
(mV) 0.58
Yagh siit / DLS 0.8 4433 £ 0.738 961.8 £ 0472+ 5455 £+ 0486 +
TiO, (nm) mg/mL 66.7 0.074 66.7 0.114 79.6 0.053
Zeta AILSELL S 9.1+0.8 2106+
(mV) 1.5
Yagh siit DLS 2180 + 0.978
(nm) 70.4 0.053
Zeta AT
(mV)
TiO; DLS 1.60 1490 + 0.521 5794 £ 0.699 £ 12500 £ 0.521 +
(nm) mg/mL 403.2 0.134 89.2 0.185 290.9 0.251
Zeta 78514 998 138 £
(mV) 0.66 1.1
Yagh siit / DLS 1.60 479.0 +£8 0.479 1219.0 + 0406 + 918.7 + 0.484 =+
TiO; (nm) mg/mL 7.0 0.070 240.9 0.061 57.3 0.022
Zeta A125%17 98114 -102 £
(mV) 0.27
Yagh siit DLS 2180 + 0.978
(nm) 70.4 0.053
Zeta AT
(mV)
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Agiz ortaminda en biiylik ¢ap degerine sahip yagh siit ¢ozeltisi ise barsak ortamina
varinca en kii¢iik ¢cap degerine ulagsmistir. Bu durum sindirim simiilasyonu boyunca siit

ortaminin protein ve yag yapisinin beklenildigi gibi degistigini gostermistir.

Sindirim simiilasyonu sonrasit ESEM goriintiileri incelendiginde (Sekil 4.21-23), tampon
ortamindaki TiO; nanopartikiillerinin agiz ortaminda agregasyon durumlarinin devam
ettigi ve bu durumun partikiillerin tampon igerisindeki karakteristigi oldugu anlagilmistir.
Yagl siit etkilesimi sonucunda ise tiim ¢aplardaki partikiillerde agregat ¢api kiiglilmiistiir.
Bu duruma agiz ortaminin 6zelliklerinin degil partikiillerin proteinlerle kurdugu bagin
neden oldugu diistintilmektedir. Gida matrisinin partikiil izerinde benzer etki gosterdigi
bir onceki baglikta gosterilmistir. Mide ortaminda agiz ortamina goére agregasyon
azalmistir, agiz yagh siit-TiO> ortamina benzer olarak yagh siit ile etkilesime giren
nanopartikiillerin agregat ¢cap1 mide ortaminda daha kiigiiktiir. Barsak ortaminda TiO; ve
yaglt siit-TiO2 orneklerinin agregat caplarinin diger simiilasyon ortamlarindan daha
kiigiikk oldugu goriilmiistiir. Sonuglar degerlendirildiginde, agiz ortaminin TiO;
nanopartikiillerinin tampon ortamindaki davranis1 lizerinde 6énemli bir etkisi olmadig1
goriilmistiir. Mide ve barsak ortamlarinda ortam bilesenleri ile birlikte pH degerinin ve

iyon tiirlerindeki degisimin TiO> partikiiliiniin zeta potansiyelini de etkileyerek

dispersiyonu arttirdig1 diigiiniilmektedir [70].

Sekil 4.21. Gida matrisi ile etkilesen 30 nm TiO; partikiiliiniin sindirim ortamlarindan

alinan 6rneklerinin ESEM goriintiileri. A) Ag1z ortaminda TiOz, B) Ag1z ortaminda yagh
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stit- TiO2, C) Mide ortaminda TiO;, D) Mide ortaminda yagh siit- TiO2, E) Barsak
ortaminda Ti0O», F) Barsak ortaminda yagl siit- TiO».

Sekil 4.22. Gida matrisi ile etkilesen 30 nm TiO; partikiiliiniin sindirim ortamlarindan
alinan 6rneklerinin ESEM goriintiileri. A) Ag1z ortaminda TiOz, B) Ag1z ortaminda yagh
stit- TiO2, C) Mide ortaminda TiO;, D) Mide ortaminda yagh siit- TiO2, E) Barsak
ortaminda TiO», F) Barsak ortaminda yagl siit- TiO».
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Sekil 4.23. Gida matrisi ile etkilesen 30 nm TiO; partikiiliiniin sindirim ortamlarindan
alinan 6rneklerinin ESEM goriintiileri. A) Agiz ortaminda TiOz, B) Agi1z ortaminda yagh
stit- TiO2, C) Mide ortaminda TiO;, D) Mide ortaminda yagh siit- TiO2, E) Barsak
ortaminda TiO», F) Barsak ortaminda yagl siit- TiOx.

Sindirim simiilasyonunun son agamasi olan barsak ortamindan alinan 6rneklere ait TEM
goriintiileri (Sekil 4.24) incelendiginde tiim c¢aplara ait partikiiller tizerinde hem tampon
hem de gida ortaminda korona yapist (ok) gozlenmistir. Bu durum nanopartikiillerin
sindirim ortaminda bulunan diger molekiiller (enzimler ve sigir serum albumini) ile
etkilesime girmesinden kaynaklanmistir. Gida ortaminda bulunan partikiillerin iizerinde

farkli olarak daha kalin bir korona tabakas1 goriintiilenmistir.
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Sekil 4.24. Tampon ve gida ortamindaki TiO> nanopartikiillerinin simiile barsak
ortamindan alinan 6rneklerinin TEM goriintiileri. A) 25 nm TiO», B) Yagl siit + 25 nm
Ti02, C) 100 nm TiO2, D) Yagl siit + 100 nm TiO», E) 250 nm TiO, F) Yagl siit + 250
nm TiO;

SDS-PAGE analizlerinde kullanilmak {izere seg¢ilen nanopartikiillerin yagh siit, agiz,
mide ve barsak ortamlarina ait elektroforetogramlar Sekil 4.25’de verilmistir. TiO>
nanopartikiillerinin sindirim sistemi simiilasyonunun ilk asamasi olan agiz ortamindan
gecirilmesi ile elde edilen pelletlere ait jel goriintiileri incelendiginde, major siit
proteinlerinden as-kazein (a-Cn) bantlar1 belirgin olarak goriiliirken ve B-kazein (B-Cn)
bantlar1 daha silik bir bant vermistir. Siit ile etkilestirilmis nanopartikiiller ve siit
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eklenmemis nanopartikiillerin agiz ortamu ile etkilesiminde ise ortamda bulunan amilaz
enzimine ait bantlar acgik¢a goriilmektedir. Bu noktada TiO; nanopartikiillerinin amilaz
enzimi ile etkilesime girdigini gostermektedir. Sindirimin ikinci agamasi olan mide
ortaminda ise siit ile inkiibe edilen nanopartikiill Orneklerinde pepsin bandi
gbézlenmemistir. Ayrica tiim ¢aplarda mide ortaminda kazein bantlarinin tamamen
kayboldugu ve herhangi bir banda rastlanmadig1 goriilmektedir. Sindirim simiilasyonun
son agamasi olan barsak ortaminda ise biitiin nanopartikiiller i¢in protein korona yapisina
ait herhangi bir banda rastlanmamistir. ESEM goriintiilerinde de gbzlenen bu durumun
sindirim siirecinde olan enzim aktiviteleri sonucunda korona yapisindaki proteinlerin

daha kii¢lik yapilara hidrolize olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.25. Farkli c¢aplardaki TiO: nanopartikiillerinin siit Ornekleri ve sindirim

sisteminden geg¢irilmesi sonucu elde edilen SDS-PAGE elektroforetogramlarina ait

goriintiiler (a: 30 nm, b:100 nm ve ¢:300nm TiO:2 nanopartikiiliinii temsil etmektedir. 1:

TiOx+yaglt siit, 2: TiOx+yagl siit+agiz, 3: TiOx+agiz, 4: agiz+yagl siit (in situ), 5: agiz

6: marker, 7: TiOx+yagl siittmide, 8: TiO+mide, 9: yagl siit+ mide (in situ), 10: mide,

11: TiOx+yagl siit+barsak, 12: TiOx>+barsak, 13: yagl siit+ barsak (in situ),14: barsak) a:

as-Kazein, b: -Kazein, B-laktoglobulin

4.2.1. Nanopartikiillerin Sindirim Enzimleri Aktivitesi Uzerine Etkileri

Tez kapsaminda sindirim boyunca gecirdigi degisimler gézlenen TiO2 nanopartikiillerin,

sindirim boyunca orada bulunan bilesenlerle (enzimler, proteinler) etkilesime girdigi

tespit edildikten sonra nanopartikiillerin enzim aktivitesi iizerine etkisi aragtirilmistir. Bu

amacla amilaz, lipaz ve pepsin enzimleri secilerek 30-100-250 nm c¢apindaki TiO»
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nanopartikiiller ile etkilesime sokulduktan sonra enzimlerin aktivitesi Ol¢iilmiistiir.

Nanaopartikiil ¢ozeltileri tampon ve yagl siit ortaminda hazirlanmistir.

Bu dogrultuda amilaz enziminin aktivitesindeki degisimler incelendiginde (Sekil 4.26-
28), TiO2 nanopartikiillerinin enzim aktivitesi lizerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi
goriilmiistiir. TiO2 nanopartikiilleri i¢in biitiin ¢cap ve konsantrasyon degerlerinde benzer
sonug alinmis olup, gida matrisi ile etkilesen partikiillerde de durum degismemistir. Fakat
SDS-PAGE sonuglarinda partikiillerin amilaz enzimi ile etkilesime girdigi diisiiniilmiistii.
Bu durumunda nanopartikiil korona yapisi ile amilaz enziminin etkilesime girdigi fakat
bu etkilesimin enzimi aktivitesini etkilemedigi sonucuna ulasilmistir. Yapilan
caligmalarda TiO> nanopartikiillerinin amilaz enzimi ile etkilestigini ama enzim
aktivitesini azaltmadigin1 gostermistir. Bu noktada, elde edilen bulgunun literatiirle

uyumlu oldugu gozlemistir [71, 72].
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Kontrol 0.4 mg/mL 0.8 mg/mL 1.6 mg/mL

Sekil 4.26. Farkli konsantrasyonlarda 30 nm TiO> nanopartikiillerinin amilaz enzimi

aktivitesine etkisi.
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Sekil 4.27. Farkli konsantrasyonlarda 100 nm TiO> nanopartikiillerinin amilaz enzimi

aktivitesine etkisi.
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Sekil 4.28. Farkli konsantrasyonlarda 250 nm TiO> nanopartikiillerinin amilaz enzimi

aktivitesine etkisi.

TiO2 nanopartikiillerinin varliginda pepsin enziminin aktivitesinde artan partikiil
konsantrasyonu ile orantili olarak azalis gézlenmistir (Sekil 4.29-31). TiO» nanopartikiil
konsantrasyonunun 1.6 mg/mL oldugu orneklerde pepsin aktivitesi 30 nm partikiil
varliginda %75’e, 100 nm partikiil varliginda %69’a ve 250 nm partikiil varliginda
%76’ya gerilemistir. Ancak 30 nm ve 250 nm capindaki partikiiller gida matrisi ile
etkilestikten sonra pepsin aktivitesi tizerindeki etkilerini kaybetmislerdir. Gida matrisi ile
etkilesen partikiillerin sahip olduklar1 protein korona yapilarinin partikiillerin pepsin ile
interaksiyonunu engelledigi disiiniilmektedir. Ek olarak pepsinin nanopartikiil ile olan
etkilesimin ortamda gida bilesenleri oldugunda azalmasinin bir diger nedeninin, enzimin
nanopartikiil ile etkilesmek yerine diger molekiilleri se¢mesi olabilecegi de
diistiniilmusgtiir. Literatiirde yarigmali inhibisyon olarak da bilinen bu durum geri
doniistimlii enzim inhibisyonunun bir tiirlidiir. Buna gore enzim aktivitesini ortamdaki
aktivite azaltici -inhibitér- ve substratlarin konsantrasyonu belirlemektedir[73]. Bu

durumda elde edilen bulgunun, ortamda TiO> nanopartikiilleri varken inhibisyon ve
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ortamda gida bilesenleri (tercih edilen substrat) varken yeniden aktivasyon goriilmesi

acisindan yarigmali inhibisyon davranigini takip ettigi diisiniilmektedir. Bu durumun

ispatlanmasi i¢in enzim kinetigi analizleri yapilmasi gerekmektedir.

140 -

120 A

100 I

80

Pepsin aktivitesi (%)

60

40 1

20 ~

Kontrol 0.4 mg/mL
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0.8 mg/mL 1.6 mg/mL

Sekil 4.29. Farkli konsantrasyonlarda 30 nm TiO; nanopartikiillerinin pepsin enzimi

aktivitesine etkisi. *: p<<0.05
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Sekil 4.30. Farkli konsantrasyonlarda 100 nm TiO; nanopartikiillerinin pepsin enzimi

aktivitesine etkisi. *: p<0.05
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Sekil 4.31. Farkli konsantrasyonlarda 250 nm TiO; nanopartikiillerinin pepsin enzimi

aktivitesine etkisi. *: p<<0.05
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Ug farkli sindirim enzimi icerisinde nanopartikiillerin etkisi en ¢ok lipaz aktivitesi
lizerinde goriilmiistiir (Sekil 4.32-34). Hem TiO» nanopartikiillerinin konsantrasyonlari
arttikca lipaz aktivitesinde azalis meydana gelmistir. Diger sindirim enzimlerinden farkli
olarak gida matrisi ile etkilestikten sonra da partikiiller lipaz aktivitesi iizerindeki
etkilerini siirdiirmeye devam etmislerdir. Bu sonug partikiillerin lipaz ile etkilesim
mekanizmalarinin diger enzimlerden farkli oldugunu ortaya cikarmistir. Bu bulgu
literatiirde kimi zaman lipaz enziminin TiO; nanopartikiillerinin yiizeyine absorbe
olmasiyla, kimi zaman da lipidlerin (substrat) TiO, nanopartikiiller ile etkilesime
girmesiyle aciklanmaistir [ 74]. Ancak sindirim sonrast SDS-PAGE bantlar1 incelendiginde
barsak ortaminda nanopartikiil lizerinde lipaz enzimi gozlenmemistir. Ayrica literatiirde
TiO2 nanopartikiilleri ile lipidlerin 6zkiitle farklari nedeniyle sindirim ortaminda, ¢ok kisa
siire etkilesimde bulunduklarindan bahsedilmektedir [74]. Bu sebeplerle sindirim
ortaminda lipaz inhibisyonu olas1 olmasa da sindirim disindaki ortamda elde edilen bu

bulgu, ileri calismalarin yapilmasini tetikleyen bir sonu¢ olmustur.
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Kontrol 0.4 mg/mL 0.8 mg/mL 1.6 mg/mL

Sekil 4.32. Farkli konsantrasyonlardaki 30 nm TiO: nanopartikiillerinin lipaz enzimi

aktivitesine etkisi. *:p<0.05
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Kontrol 0.4 mg/mL 0.8 mg/mL 1.6 mg/mL

Sekil 4.33. Farkli konsantrasyonlardaki 100 nm TiO> nanopartikiillerinin lipaz enzimi

aktivitesine etkisi. *:p<0.05;**:p<0.01
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Sekil 4.34. Farkli konsantrasyonlardaki 250 nm TiO> nanopartikiillerinin lipaz enzimi
aktivitesine etkisi. *:p<0.05;**:p<0.01
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4.3. Gida ile Etkilesmis TiO; Nanopartikiillerinin Sitotoksik Etkileri
4.3.1 Hiicre bazh stres etkisi olciimii

Farkli caplarda ve konsantrasyonlardaki sindirim sonrast TiO» nanopartikiillerinin
davranig1 tanimlandiktan sonra hiicresel bazdaki etkileri 6l¢iilmiistiir. Diistik (0.4 mg/mL)
ve yiiksek (4 mg/mL) konsantrasyonlu TiO nanopartikiil ¢dzeltilerinin, strese yesil
floresan protein lireterek cevap verecek sekilde yeniden dizayn edilmis E. coli hiicresi
iizerine etkilerine bakilmistir. Hiicre Saltepe ve ark.(2019) tarafindan 1s1 soku
mekanizmasini temel alarak dizayn edilmistir. Bu mekanizmaya gore hiicre herhangi bir
stres faktoriine Ozellikle ROS, DNA zarari, osmotik stres ve nanomalzeme stresine karsi
protein bazli cevap vermektedir. Arastirma grubu hiicreyi stres etkisine karsi floresan
protein liretmek {lizerine gelistirmistir [61]. Analizin bu asamasinda 30-100 ve 250 nm
capindaki TiO> nanopartikiilleri bu hiicreler ile etkilesime sokulduktan sonra hiicre
sinyalleri akis sitometre cihazi ile 6l¢iilmiistiir. Cihaz prensibine gore akista gecen ve
yanstyan floresan 1sinlar birbirinden ayrilarak nanopartikiillerin yaptig1 girisim
engellenmistir. Kontrol gruplar1 grafiklerde tampon ortamu ile etkilesime sokulan hiicre

(siyah) ve yagli siitle etkilesime sokulan hiicre (gri) olarak belirlenmistir.

Bu analizde en belirgin sonug, stres etkisinin doza bagli olarak arttig1 olmustur (Sekil
4.35-37). Nanopartikiillerin hiicrelerde yarattig1 en biiyiik stres etkisi yiliksek nanopartikiil
konsantrasyonlarinda gézlenmistir. 30 nm capindaki nanopartikiillerin SMUF i¢indeki
stres etkisi istatiksel olarak farkli ¢ikmasa da, korona olusumundan sonra stres etkisinin
kontrol hiicresine kiyasla arttig1 goriilmiistiir. 100 nm ¢apindaki nanopartikiillerin stres
etkisi ise SMUF veya siit ortami fark etmeksizin yiiksek konsantrasyonlarda gézlenmistir.
SMUF ortaminda gozlenen stres etkisinin, korona olusumundan sonra istatistik olarak
degismedigi hesaplanmigtir. 250 nm c¢ap1 i¢in yine en biiylik stres etkisi yiiksek
konsantrasyonlarda gézlenmis olup, bu etki nanopartikiiller korona olusturduktan sonra
azalmistir. Yesil floresan protein iireten bakterinin kullanildigi bu asamada
nanopartikiillerin ¢apa bagli olusturdugu stres etkisi, barsak epitel hiicrelerindeki etkiye
gore farklilik gostermistir. Barsak epitelinde en belirgin etki 30 nm capindaki TiO»
nanopartikiil c¢ozeltilerinde gozlenmisken, E.coli hiicresinde 250 nm ¢apindaki

nanopartikiil ¢ozeltilerinde Sl¢iilmiistiir.
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Sekil 4.35. Farkli konsantrasyonlardaki 30 nm TiO» nanopartikiillerinin floresan E.coli

iizerindeki stres etkisi. Mavi: Tampon, Yesil: Yaglh Siit
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Sekil 4.36. Farkli konsantrasyonlardaki 100 nm TiO; nanopartikiillerinin floresan E.coli

iizerindeki stres etkisi. Mavi: Tampon, Yesil: Yaglh Siit
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Sekil 4.37. Farkli konsantrasyonlardaki 250 nm TiO2 nanopartikiillerinin floresan E.coli

tizerindeki stres etkisi. Mavi: Tampon, Yesil: Yagh Siit

4.3.2. Barsak epitel hiicresi analizleri

Barsak epiteli, Caco-2 hiicreleri ile yapilan analizlerde sindirim sonrasi TiO:
nanopartikiillerinin ¢apinin ve konsantrasyonunun, hiicrelerin canliligina etkileri ile
reaktif oksijen tiirleri liretim durumu incelenmistir. Elde edilen sonuglarda 30 nm ¢ap1
icin sindirim Oncesi yagl siit ortami ile etkilestirilmemis (SMUF) nanopartikiillerin diigiik
(1pm/mL) ve yiiksek (100 pm/mL) konsantrasyonunda canliliga istatistik olarak énemli
bir etkisinin olmadig1 elde edilmistir (Sekil 4.38-40). Fakat yagl siit ile etkilesim sonrasi
30 nm capindaki yiliksek konsantrasyondaki nanopartikiillerde canliligin azaldig:
gozlenmistir. 100 nm ¢apindaki nanopartikiiller i¢in yagl siit ortaminda hem diisiik hem
de ytiksek konsantrasyonlarda yagli siit ortamindaki nanopartikiillerde SMUF ortamina
gore canliliga olumsuz bir etki gozlenmistir. 250 nm ¢apindaki nanopartikiillerin sindirim
sonrast canliliga etkisi incelendiginde ise 100 nm ¢apindaki davranisa benzer bir etki
goriilmiistiir. SMUF ortaminda canlilia bir etkisi olmadig1 dlgiilen 250 nm capindaki
nanopartikiillerin gida ortaminda ise canlilifa olumsuz etkisi diisiik konsantrasyonda
gozlenmistir. Bu asama sonunda 6zellikle yiiksek konsantrasyonlardaki 30, 100 ve 250
nm ¢apindaki nanopartikiil korona yapilarinin, barsak epitel hiicrelerinin canliligina

belirgin bir olumsuz etkilerinin oldugu bulunmustur. Bu bulgulara gore nanopartikiiller

64



ile gida proteinleri arasindaki bagin nanopartikiillerin memeli hiicresi ile etkilesimi
artirdig1 sonucuna ulasilmaktadir. Literatiirde nanopartikiil- protein korona ile toksisite

arasindaki iligkinin hiicre gec¢isi mekanizmasi ve protein tlirline bagli oldugunu

aciklanmistir [75].
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Sekil 4.38. Farkli konsantrasyonlardaki 30 nm TiO; nanopartikiillerinin Caco-2
hiicrelerinin canlili§ina etkisi. Mavi: Tampon, Yesil: Yagh Siit
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Sekil 4.39. Farkli konsantrasyonlardaki 100 nm TiO: nanopartikiillerinin Caco-2

hiicrelerinin canliligina etkisi. Mavi: Tampon, Yesil: Yagl Siit
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Sekil 4.40. Farkli konsantrasyonlardaki 250 nm TiO: nanopartikiillerinin Caco-2

hiicrelerinin canliligina etkisi. Mavi: Tampon, Yesil: Yaglh Siit

Reaktif oksijen tiirleri analizleri sonuglarina bakildiginda ise SMUF ortamindaki diisiik
konsantrasyonlardaki TiO> nanopartikiil ¢ozeltilerinin, bu tiirlerin iiretimine neden
olmadig1 gdzlenmistir. Bunun yaninda ayni ¢ozeltilerin yiiksek konsantrasyonlarda
onemli miktarlarda reaktif oksijen tiirii iretimine neden oldugu goéze ¢arpmustir (Sekil
4.40-42). Bu sonuglar, SMUF ortamindaki nanopartikiillerin doza bagli bir oksidatif stres
etkisi oldugunu gostermistir. Yaglh silit ortamiyla etkilegsmis sindirim sonrasi
nanopartikiillerde ise reaktif oksijen iiretiminin, SMUF ortamindaki nanopartikiillere
gore azaldigi tespit edilmistir. Bu sonu¢ bu analizdeki en énemli sonuglardan biridir.
Nanopartikiiller gida ortaminda ROS iiretimine neden olsa da bu miktar tampon ortami1
gore azdir. Bu sonug canlilik asamasinda elde edilen protein korona yapisinin canliligi
azaltmasi sonucuna zit bir sonuctur. Fakat elde edilen bu sonug¢ nanopartikiillerin
yilizeyinde gida ortaminda olusan korona yapisinin memeli hiicreleri ile etkilesimini
etkiledigini gostermistir. Literatiirde korona yapisinin hiicrelerin ROS ve benzeri serbest
radikal tlretmesini engelledigini gosteren caligmalar bulunmaktadir [76]. Buna gore
nanopartikiil ylizeylerinde bulunan gida proteinlerinin (¢ogunlukla kazein) barsak epitel

hiicrelerinin canliligini azaltirken ROS iiretimini azalttig1 sonucuna varilmistir.

Nanopartikiillerin ¢aplara gore oksidatif stres etkisi incelendiginde ise SMUF

ortamindaki 30 nm ¢apli nanopartikiillerin yliksek konsantrasyonda dnemli miktarda
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reaktif oksijen tiirleri liretimine neden oldugu goézlemistir. Bu etki nanopartikiiliin yagh
siit ortaminda bulundugu durumda ise azalmistir. 100 nm ¢apindaki nanopartikiiller
incelendiginde ise hem SMUF hem de yagl siit ortamindaki yiiksek konsantrasyonlarda
oksidatif stres baglatici etki diisiik konsantrasyonlara gore artmistir. 250 nm capinda ise
diger caplara benzer bir davranig gézlenmistir. Bu ii¢ ¢ap arasindaki en fazla etkinin 30
nm ¢apina ait nanopartikiillerde goriildiigii gézlenmistir. Bu durumun nanopartikiillerin
agregat capilarinin onceki boliimlerde benzer bir aralikta dagildigi gozlense de yiizey
alaninin 100 ve 250 nm ¢apindaki nanopartikiillere gore fazla olmasindan kaynakladig:
diistiniilmektedir [77]. Ayrica sindirim sonrasi hidrodinamik ¢ap degerlerine bakildiginda
(Cizelge 4.8) artan konsantrasyona ragmen 30 nm ¢apindaki nanopartikiillerin gida
ortaminda agregasyona diger ¢aplarla karsilastiinda daha az egilimli oldugu
goriilmiistiir. Bu durumun da 30 nm ¢apindaki nanopartikiiliin oksidatif stres olusturma

etkisini lizerinde etki oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.41. Farkli konsantrasyonlardaki 30 nm TiO; nanopartikiillerinin Caco-2

hiicrelerinin canliligina etkisi. Mavi: Tampon, Yesil: Yaglh Siit
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Sekil 4.42. Farkli konsantrasyonlardaki 100 nm TiO: nanopartikiillerinin Caco-2

hiicrelerinin canliligina etkisi. Mavi: Tampon, Yesil: Yagl Siit
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Sekil 4.43. Farkli konsantrasyonlardaki 250 nm TiO: nanopartikiillerinin Caco-2

hiicrelerinin canliliina etkisi. Nanopartikiil konsantrasyonu Mavi: 1pum/mL, Turuncu:

100pum/mL; Siyah: Tampon, Gri: Yagl siit.
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TiO2 nanopartikiillerinin bakteri ve memeli hiicresi gibi farkli hiicre tiirleri tistiindeki
zararli etkilerinin incelendigi bu asamada etkiler birbirinden farkli ¢ikmistir. Bu
farkliligin nedeni ise hiicrelerin membran yiizeyinin farkli olmasindan ileri geldigi
diistiniilmiistiir. Yapilan calismalarda bakteri ve memeli hiicrelerinin, hiicre igine alim
mekanizmalarinin farkli oldugu bulunmustur [78, 79]. Nanopartikiillerin hiicre i¢ine alim
mekanizmalarinin ise bakteri hiicre ylizeyinde biriktikten sonra hiicre i¢ine salinim olarak
gerceklestigini gosteren caligmalar yapilmistir [80, 81]. Ayrica ¢alismada kullanilan 30
ve 250 nm ¢apindaki nanopartikiillerin kristal formlar1 sirasiyla anataz ve rutildir. Anataz
ve rutil kristal formlarinin hiicreler ile etkilesimde farkli yollar izledigi ve birbirinden
farkli derecelerde hiicresel zarara neden oldugu bilinmektedir. Bu sebeple s6z konusu
nanopartikiillerin stres etkilerinin farkli olmasinin bir diger nedeni de bu durum oldugu
diistiniilmektedir [82]. Tez kapsaminda bu asamada elde edilen bu bulgunun farkli
caplardaki TiO: nanopartikiillerinin, barsak epiteli hiicresi ile bakteri hiicresi lizerinde
farkli toksik mekanizmalarinin olabilecegi gosteren Onemli bir bilgi oldugunu

diisiinilmektedir.
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5. YORUM

Tez ¢alismasinda, son dénemlerde bilimsel ¢alismalarca saglik acisindan tehlikeli olarak
tanimlanmis, TiO2 nanopartikiiliiniin ger¢ek bir gida ortamindaki degisimini incelemek
amaclanmistir. Bu kapsamda nanopartikiiller gercek bir gida ortami olarak secilen yagh
ve yagsiz rekonstitliye siit ile etkilestirilmistir. Daha sonra nanopartikiillerin yiizeyindeki
degisimler nitel ve nicel analizlerle tespit edilmistir. Yagli ve yagsiz siit ortami ile
etkilestirilen ~ TiO» nanopartikiilleri ~ sindirim  simiilasyonuna tabi tutulup,
nanopartikiillerin bu siirecte gegirdigi degisimler takip edilmistir. En son olarak da

sindirim sonras1 TiO; nanopartikiillerinin sitotoksik etkileri incelenmistir.

Calisma kapsaminda sindirim 6ncesi 0.4, 0.8 ve 1.6 mg/mL konsantrasyonlarinda; 30,
100 ve 250 nm ¢apindaki TiO; nanopartikiillerinin karakterizasyon analizleri sonucunda,
tampon ortaminda kristal caplarindan daha biiylik agregasyon gruplar1 gosteren
nanopartikiillerin yagli ve yagsiz siit ortammda bu caplarinda azalma oldugu
gozlenmistir. Ayrica yagl siit ortamindaki yag bilesenlerinin bu davraniga énemli bir
etkisinin olmadig1 anlagilmistir. Ek olarak siit serumundaki TiO» nanopartikiillerinin
davraniginin incelenmesi sonucunda nanopartikiillerin biiyiik 6lclide siit ortamindaki
proteinler ile etkilestigi diisiiniilmiistiir. Daha sonraki agamada yapilan nicel ve nitel
protein analizleri de bu diislinceyi dogrulayan bir asama olmustur. Bir nanopartikiiliin
gercek bir gida ortaminda davranisinin incelenmesi agisindan tez ¢alismasi bir ilk olma

ozelligini gostermektedir.

Sindirim sonras1 yapilan analizler ile igerisinde TiO> nanopartikiillerini igeren bir gida
tilketildiginde hem nanopartikiilin davranigint ve bu davranigin sagliga etkilerini
yansitabilecek sonuglar elde edilmistir. Sonuclar kapsaminda sindirim simiilasyonu
kullanilarak farkli cap ve konsantrasyonlardaki TiO> nanopartikiillerinin agiz, mide ve
barsak ortamlarindaki caplari, yiizey yiikleri ve yiizeylerindeki korona yapilart hakkinda
bilgi sahibi olunmustur. Sindirim siirecinin nanopartikiillerin agregatlagsmasi tizerinde
engelleyici bir etkisi oldugu ve bu etkinin nanopartikiiller gida ortamindayken arttig1
goriilmiistiir.  Sindirim  sonras1t TEM goériintiilerinde tampon ortamimda da
nanopartikiillerin ylizeyinde yeni ve gida ortamindakine gore daha ince korona yapisina
rastlanmistir (Sekil 4.25). Nanopartikiillerin tampon ortamindaki sindirim &ncesi
agregatlarin ¢ap1 sindirim sonrasinda kii¢lilmistiir. Bu durumda yeni korona yapis: etkili

oldugu ve bu yeni korona yapisinin sindirim ortaminda bulunan enzim ve proteinlerden
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olustugu diisliniilmiistiir. Bu asamada nanopartikullerin tampon ve gida ortamindaki
sindirim enzimleri iistiine etkileri arastirilmistir. Yapilan enzim aktivitesi analizlerine
gore TiOz nanopartikiilleri ile amilaz, pepsin ve lipaz enzimleri farkl: tiirlerde etkilesimler
gerceklestirdigi diisiiniilmektedir. Bu boliimde elde edilen bulgulara gére amilaz enzimi
ile bag kurup enzim aktivitesini degistirmeyen nanopartikiiller, pepsin enzimi iizerindeki
inhibitdr aktivitesini gida ortaminda kaybetmistir. Son bdliimde ise TiO2 nanopartikiilleri
lipaz enzimleri arasindaki etkilesim gida ortaminda da devam etmis olup diger enzimlere
gore en belirgin inhibitér davranisi olarak tespit edilmistir. Bu 3 enzim arasinda farkli
etkilesim tiirlerinin gézlenmesi ile nanopartikiillerin farkli yapidaki proteinler ile kurdugu
etkilesimlerin mekanizmasinin farkli oldugu sonucuna varilmistir. Daha Onceki
boliimlerde de acgiklandigi {izere nanopartikiillerin c¢apr farkli olsa da agregasyon
biiytikliikleri birbirine yakin oldugundan 25, 100 ve 250 nm caplarin enzimlerle

etkilesimler tizerinde belirgin bir etkilerinin olmadig1 gézlenmistir.

Son asama olarak tez kapsaminda incelenen canlilik, oksidatif stres ve bakteriyel stres
sonuglar1 ortak degerlendirildiginde, farkli ortamlardaki TiO; nanopartikiillerinin
hiicreler iizerinde farkli toksik mekanizmalarinin oldugu gézlenmistir. Ornegin 30 nm
capindaki TiO2 nanopartikiillerinin hiicrelere dldiiriicii etkisi korona yapisi ile artarken,
ayni hiicrelere reaktif oksijen iiretimi korona yapisi ile azalmistir. Sindirim sonrasi
nanopartikiillerin tampon ortaminda ve gida ortaminda farkli korona yapilari olusturdugu
goz oniinde bulunduruldugunda bu durumun sonucu etkiledigi goriilmiistiir. Bakteriyel
stres sonuclarina bakildiginda ise hiicreler iistiinde en fazla stres yaratan ¢apin 250 nm
oldugu ve bu etki korona yapisindan sonra azalmistir. Hiicrelerin strese ugramalari ve
oliimleri arasinda biyokimyasal bir iletisim mekanizmasi mevcuttur. Ornegin; reaktif
oksijen tiirlerinin hiicre i¢erisinde oksidatif bir stres olusturmasi ve bunun hiicre 6liimiine
yol agmast olduk¢a karmagik reaksiyonlar1 barindirmaktadir [83]. Bu sebeple
nanopartikiillerin hiicresel toksisitesinden bahsedilirken genel bir sonugtan s6z etmek
yerine toksisiteyi barindiran alt basliklarla ifade edilmesi gerekmektedir. Bu ¢aligmada
farkli caplardaki TiO2 nanopartikiillerinin farkli hiicreler iizerindeki sitotoksik etkileri
hakkinda bilgi sahibi olunmusgtur. Hem farkli membran yapilarina sahip hem de farkli
tiirlere ait hiicrelerdeki (memeli ve bakteri hiicreleri) sitotoksik etkilerin birbirinden farkl
bulunmasiyla literatiire katki saglanmigtir. Ayrica ayni hiicre iistiinde canlilik ve reaktif
oksijen tiirleri iretimi gibi farkli toksik etkilerin incelenmesi ile nanopartikiiliin toksisitesi

hakkinda kapsamli bilgi edinilmistir. Sindirim sonrasi nanopartikiillerde gozlenen iki
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temel degisim Onceki sonug boliimlerinde tartisilmisti: siit ve tampon ortami arasindaki
agregasyon durumu ve korona yapisi farki. Yapilan caligmalarda nanopartikiiller
iizerindeki korona veya protein yapilarinin hiicreler ile girilen etkilesimi degistirdigi
bulunmustur [84]. Ayrica yapilan ¢aligmalarla nanopartikiillerin ¢capinin ve agregasyon
durumunun da ylizey alanini degistirmesine bagli nanopartikiil reaktivitesini etkilemesi
acisindan nanopartikiil toksisitesi agisindan énemli bulunmustur [77, 85]. Bu durumda
yapilan tez ¢aligmasi ile yagl siit ortami ile etkilesmis nanopartikiillerin, sindirimden
sonra agregat gruplariin dagilmasi ile yiizey alanlarinin degismesine ek olarak korona
yapisinda gozlenen farkliliklarin, nanopartikiillerin barsak epiteli ve bakteri hiicreleri
tizerindeki toksisiteleri igin belirleyici oldugu disiiniilmektedir. Bu sebeplerin altinda
yatan mekanizmalar i¢in detayli korona yapist analizi gibi ileri arastirmalar

gerekmektedir.

Tez kapsaminda farkli caplardaki ve konsantrasyonlardaki TiO: nanopartikiiliiniin
tiikketimden Once gidaya eklemesinden baslayarak tiiketim sonrasi sindirim ve sindirim
sonrast siireglerinde gecirdigi  degisiklikler gozlenmistir. Calisma sonucunda
nanopartikiillerin davraniglarinin gida ortaminda konulunca korona yapisi olusturarak
degistigi sonucuna varilmistir. Ayrica korona yapisinin tiiketildikten sonra da sindirim
boyunca degiserek, nanopartikiillerin memeli ve bakteri hiicreleri ile etkilesimini ve
dolayis1 ile toksik etkilerini de degistirdigi bulgular1 elde edilmistir. Ayrica tez
calismasinda 30 nm c¢apindaki sindirim sonrast korona yapisina sahip TiO:
nanopartikiiliiniin memeli hiicresi istiine Oldiiriicii etkisi oldugu gozlenmistir. Ayni
ortamdaki 250 nm ¢apindaki TiO nanopartikiiliiniin ise bakteri hiicresine en fazla stresi
yarattig1 gézlenmistir. Bu duruma gore nanopartikiillerinin yiizey karakteristiginin ve
korona yapisinin yaninda c¢apinin da toksisitelerinin tanimlanmasinda oldukca 6nemli
oldugu belirlenmistir. Aliman son kararlara goére ise TiO: nanopartikiilii Avrupa
bolgesinde yasaklansa da diinyanin biiyiik bir boliimiinde ikamesi miimkiin olmadig1 i¢in
sadece konsantrasyon sinir1 getirilerek kullanilmaya devam etmektedir. Fakat tez
caligmasinda da gosterildigi tizere TiO2 nanopartikiiliiniin zararinin tanimlanmasinda
konsantrasyonu yeterli degildir. Tez kapsaminda elde edilen bulgulara gore
nanopartikiiliin kullanilmaya devam edilmesi durumunda, regiilasyon limitlerinin ¢ap ve

ylizey karakteristigi gibi bilgileri de igermesi gerektigi sonucuna varilmaistir.
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