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OZET

Amacg: Bitkilerden elde edilen ve giiniimiizde bir¢ok ilacin kaynagini olusturan
fitokimyasal bilesikler, sahip olduklar1 6nemli terapétik etkileri nedeniyle uzun
yillardan beri kullanilmaktadir. Ozellikle kanser tedavisinde bu bilesiklerin
kullanimi dikkat ¢gekmekle birlikte ¢6ziiniirlikk problemleri ve terapétik etkilerini
iyilestirmek i¢in nanotasiyici sistemlere odaklanilmaktadir. Bu tezin amaci,
naringin ve berberin maddeleri ile naringin ve berberin ile enkapsiile edilmis
poli(metilmetakrilat) (PMMA) kapli nanopartikiill (NP)’lerin antioksidan
ozellikleri ile fare fibroblast (3T3) ve kolon kanseri (Caco-2) hiicreleri

tizerindeki olas1 sitotoksik ve genotoksik etkilerinin degerlendirilmesidir.

Gere¢ ve Yontem: 25-2000 pM konsantrasyon aralifinda berberin, naringin,
berberin yiikli PMMA NP ve naringin yiikli PMMA NP’lerin antioksidan
kapasiteleri  2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali yontemi ile
belirlenmigtir. 2,5-100 uM konsantrasyon araliginda berberin, berberin yiikli
PMMA NP ve naringin yiikli PMMA NP’lerin ve 25-2000 uM konsantrasyon
araliginda naringinin 24, 48 ve 72 saat maruziyetten sonra sitotoksik etkileri 3T3
ve Caco-2 hiicrelerinde 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-3,5-difenilformazan (MTT)
yontemi ile belirlenmistir. 2,5-100 uM konsantrasyon araliginda berberin,
berberin yliklii PMMA NP ve naringin yiikli PMMA NP’lerin ve 25-2000 uM
konsantrasyon araliginda naringinin genotoksik etkileri ise 3T3 ve Caco-2

hiicrelerinde tek hiicre jel elektroforez yontemi (COMET) belirlenmistir.

Bulgular: 2000 uM konsantrasyonunda berberin, naringin, berberin yiikli
PMMA NP ve naringin yiiklii PMMA NP’lerin DPPH inhibisyonunun sirasiyla
%41,24, 64,08, 25,84, 34,11°e ulastig1 bulunmustur. MTT testi sonucuna gore;
24,48,72 saat maruziyet sonra 3T3 hiicresinde IC50 degerinin sirastyla berberin
icin 79,20, 92,43, 60,97; naringin i¢in 1891,20, 1955,34, 1931,37; berberin yiiklii
PMMA NP’lerin i¢in 89,49, 91,77, 65,99; naringin yiikli PMMA NP’lerin
88,7977, 95,6684, 67,495 oldugu belirlenmistir. 24,48,72 saat maruziyet sonra
Caco-2 hiicresinde ise IC50 degerinin sirasiyla berberin i¢in 64,48, 66,39, 73,72;
naringin i¢in 1991,12, 1531,17, 1452,17; berberin yiikli PMMA NP’lerin i¢in



93,24, 68,35, 78,82; naringin yliklii PMMA NP’lerin 76,04, 81,89, 82,24 oldugu
belirlenmigtir. COMET yonteminde ise c¢alisilan bilesiklerin  diisiik

konsantrasyonlarinda genotoksik etkilerinin olmadig1 saptanmustir.

Sonu¢: Arastirma verilerine dayanarak naringin ve berberin ile enkapsiile
polimerik NP’lerin kanser i¢in yeni tedavi yaklasimlarina katkida bulunabilecegi

distintilmektedir. Ancak daha fazla in vitro ve in vivo ¢alismaya ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: PMMA, Berberin, Naringin, Antioksidan Kapasite, MTT,
COMET

Bu ¢alisma Saglk Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

(BAP —2021/081) tarafindan desteklenmistir.



Vi

ABSTRACT

Purpose: Phytochemical compounds obtained from plants have been used for
many years due to their important therapeutic effects and today, they are still the
source of many drugs. In this study, it was aimed to evaluate the antioxidant
properties of naringin and berberine substances and poly(methylmethacrylate)
(PMMA) coated naringin and berberine nanoparticles (NP) and their possible
cytotoxic and genotoxic effects on mouse fibroblast (3T3) and colon cancer
(Caco-2) cells.

Methods: The antioxidant capacities of berberine, naringin, berberine-loaded
PMMA NP and naringin-loaded PMMA NPs in the concentration range of 25-
2000 uM were determined by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) radical
method. The cytotoxic effects of berberine, berberine-loaded PMMA NP and
naringin-loaded PMMA NPs in the concentration range of 2,5-100 uM, and
naringin in the concentration range of 25-2000 uM were evaluated by 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazine (MTT) assay in 3T3 and Caco-2
cells after 24, 48 and 72 hours of exposure. The genotoxic effects of berberine,
berberine-loaded PMMA NP and naringin-loaded PMMA NPs in the
concentration range of 2.5-100 uM and naringin in the concentration range of
25-2000 uM were determined in 3T3 and Caco-2 cells by single cell gel
electrophoresis method (COMET).

Results: It was found that DPPH inhibition of berberine, naringin, berberine-
loaded PMMA NP and naringin-loaded PMMA NPs at 2000 uM concentration
reached 41.24%, 64.08%, 25.84%, 34.11%, respectively. As a result of the MTT
assay; after 24, 48 and 72 hours of exposure, the determined IC50 values in 3T3
cells were 79.20 uM, 92.43 uM, 60.97 uM for berberine; 1891.20 uM, 1955.34
uM, 1931.37 uM for naringin; 89.49 uM, 91.77 uM, 65.99 uM for berberine-
loaded PMMA NPs; 88.80 uM, 95,67 uM, 67.50 uM for naringine-loaded
PMMA NPs, respectively. After, 24, 48 and 72 hours of exposure, the
determined 1C50 values in Caco-2 cells were 64.48 uM, 66.39 uM, 73.72 uM
for berberine, respectively; 1991.12 uM, 1531.17 uM, 1452.17 pM for naringin;
93.24 uM, 68.35 uM, 78.82 uM for berberine-loaded PMMA NPs; 76.04 uM,



vii

81.89 uM, 82.24 uM for naringin loaded PMMA NPs, respectively. In the
COMET method, it was determined that the studied compounds did not have

genotoxic effects at low concentrations.

Conclusion: Based on research data, it is thought that polymeric nanoparticles
encapsulated with naringin and berberine may contribute to new treatment

approaches for cancer, but further in vivo and in vitro research is required.
Keywords: PMMA, Berberine, Naringin, Antioxidant Capacity, MTT, COMET

This study was supported by the University of Health Sciences Scientific
Research Projects Unit (BAP — 2021/081).
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1. GIRIS

Bitkilerden elde edilen fitokimyasal bilesikler, sahip olduklari énemli
terapotik etkileri nedeniyle uzun yillardan beri kullanilmakta olup giiniimiizde
de ¢ok sayida ilacin kaynagidir. Ozellikle yiiksek bitkilerden izole edilen,
tanimlanmis birincil ve ikincil metabolitler olmak tizere ¢ok sayida bitkisel
kaynakli kimyasal bilesik bulunmaktadir. Bu metabolitler arasinda ikincil
metabolitler, bitki savunma sisteminde gérev almalarinin yaninda ¢ok sayida
kronik hastaligin tedavisinde ve 6nlenmesinde tek basina veya diger ilaglarla
birlikte kullanilmaktadir. Bu bilesikler bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik
bilesikler, fenolik asitleri, flavonoidleri, kumarinleri, tanenleri ve stilbenleri

icerir [1].

Meyve ve sebzelerde bulunan dogal polifenolik bilesiklerden biri olan
flavonoidler, fenolik bilesikler arasinda biyolojik etkileri nedeniyle en ¢ok rapor
edilenidir. Flavonoidler; antiinflamatuvar, antiviral, antioksidan ve antikanser

etkilere sahip olduklarindan bu amagla siklikla kullanilmaktadir [2].

Greyfurt, portakal gibi turunggillerde bol miktarda bulunan naringin,
flavonoid yapisinda bulunan antioksidan, lipit disiiriicli, antimikrobiyal,
antiinflamatuvar ve antikanser gibi cesitli etkiler gosteren fitokimyasallardan
biridir [3,4]. Naringinin in vitro ve in vivo calismalarda c¢esitli kanser

hiicrelerinin biiytimesini farkli hiicresel yollar ile baskiladig1 bildirilmistir [4].

Berberin, Berberis vulgaris ve Hydrastis canadensis dahil olmak iizere
birgok farkli bitkiden izole edilen antibakteriyel, antiinflamatuvar, antidiyareik,
antiviral, antioksidan, antikanser ve antiprotozoal gibi bircok farmakolojik

aktiviteye sahip olan izokinolin alkaloididir [5,6].

Bu tez calismasi kapsaminda fitokimyasal bilesiklerden naringin ve
berberin maddeleri ile PMMA kapli naringin ve berberin nanopartikiillerinin
antioksidan Ozellikleri ile fare fibroblast (3T3) ve kolon kanseri (Caco-2)
hiicreleri tizerindeki olas1 sitotoksik ve genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Antioksidan 6zelliklerinin tayini i¢in 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) radikal siipiirme kapasitesi yontemi, Sitotoksisitenin saptanabilmesi i¢in

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-3,5-difenilformazan (MTT) testi; genetik materyalde



olasi hasarin belirlenmesi amaciyla ise tek hiicre jel elektroforez (COMET)

yontemi kullanilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. BITKILERDE BULUNAN FiTOKIMYASAL BILESIKLER

Fitokimyasal terimi, Yunanca bitki anlamina gelen “phyto” kelimesinden
gelmektedir. Bitkilerden elde edilen bu fitokimyasal bilesikler, bitkinin rengine
ve aromasina katkida bulunurken bitkiyi hastalik ve zararlardan korur. Ayrica
makro ve mikro besinler ile kiyaslandiginda insanlara saglik agisindan daha fazla
yarar saglayan dogal olarak olusan bilesiklerdir [7]. Bu fitokimyasal bilesikler,
sahip olduklar1 6nemli terapotik etkiler nedeniyle uzun yillardan beri

kullanilmakta olup giiniimiizde de ¢ok sayida ilacin kaynagini olusturur [1].

Fitokimyasal bilesikler; pigmentler, fenolik bilesikler, alkaloidler,
glikozitler, steroidler, saponinler ve terpenoidler gibi ¢ok c¢esitli biyoaktif
bilesikleri icermektedir [2]. Ozellikle yiiksek bitkilerden izole edilen ve
tamimlanmis birincil ve ikincil metabolitler olmak itizere 200.000’den fazla
kimyasal madde vardir. Birincil metabolitler (yag asidi, proteinler,
karbonhidratlar ve niikleik asitler gibi) hiicre bakimi i¢in gerekliyken, birinci
metabolitlere gore ¢ok daha cesitli olan ikincil metabolitler bitki savunmasindan
sorumludur [8]. Ayrica ikincil metabolitler, antioksidan, antimikrobiyal ve
antikanser etki, detoksifikasyon enzimlerinin modiilasyonu, bagisiklik
sisteminin uyarilmasi, trombosit agregasyonunun azalmasi ve hormon
metabolizmasinin modiilasyonu gibi birgok terapotik etkiye sahiptir [7]. Bu
bilesikler kronik hastaliklarin tedavisinde ve 6nlenmesinde tek basina veya diger

ilaclarla kombinasyon halinde kullanilmaktadir [1].

Fitokimyasal bilesiklerin en biiyiik grubunu fenolik bilesikler
olusturmaktadir [9]. Fenolik bilesikler; bitkinin meyve, tohum, yaprak, govde,
kok vb. gibi kisimlart dahil olmak iizere ¢ok sayida bitki dokusunda yaygin bir
sekilde bulunan sikimik asit ve fenilpropanoid yolaklar1 yoluyla sentezlenen
ikincil metabolitlerdir [10]. Tim fenolik bilesikler, yapilarinda en az bir
hidroksil grubu bulunan aramotik halkaya sahiptir ve ¢ok ¢esitli molekiil gruplari
icermektedir. Bitkilerde bu yapisal degisikliklerle ortaya ¢ikan 8000’den fazla
fenolik bilesik bulunmaktadir [11]. Bu fenolik bilesikler, molekiil yapisindaki

fenol sayisina gore basit fenoller ve polifenoller olarak siniflandirilabilir [12].



Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin miktari, olgunluk derecesine, geside,
iklime, toprak bilesimine, cografi konuma ve depolama kosullarina bagli olarak

degisiklik gostermektedir [13].

Fenolik bilesikler, hidrojen veya elektron veren bilesikler olarak
indirgeme ozelliklerine ve metal katalizli serbest radikal olusumunu baskilayan
metal selasyon yetenegine sahip olmalari nedeniyle antioksidan aktivite
gostermektedir. Bu bilesiklerin antioksidan aktiviteleri, yapilarinda bulunan
hidroksil gruplarinin sayist ve karboksil fonksiyonel gruplarinin konumlarina

gore degisiklik gostermektedir [8].

Fenolik bilesiklerin antioksidan o6zelliklere sahip olmalari nedeniyle
oksidatif stres kaynakli metabolizma bozukluklari, obezite, diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi bir¢ok hastalikta etkinlikleri
incelenmistir [8]. Bu fitoterapétik bilesiklerin biyolojik etkilerinin reaktif
oksijen tiirleri (ROT) tarafindan iiretilen viicuttaki oksidatif stres iizerindeki

etkileri nedeniyle kaynaklandig: bildirilmektedir [1].

Bu fenolik bilesikler arasinda, bitki dokularinda yaygin olarak bulunan
ve genellikle karotenoidler ve Kklorofillerle birlikte bitkilerde mavi, mor, sari,
turuncu, kirmizi renklerinden sorumlu olan ve en yaygin olarak rapor edilen
polifenolik bilesik flavonoidlerdir [2,12]. Flavonoidler; antiinflamatuvar,
antiviral, antioksidan ve antikanser etkilere sahip olmasi nedeniyle siklikla
kullanilmaktadir [2].

Flavonoidler, heterosiklik bir piran halkasi ile birlestirilmis iki fenil
halkasina (A ve B) sahip bir fenil benzopiran iskeleti (C) igermektedir (Sekil 2.1)
[11]. Tim flavonoidler aromatik amino asitler, fenilalanin ve tirozinden
tiretilmekte olup ti¢ halkali yapiya sahiptir [12]. Sahip olduklar1 fenil

yapilarindaki hidroksilasyon ve metilasyon farkliliklarina dayanilarak

siiflandirilabilir [11].
o L]
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Sekil 2.1. Flavonoidlerin temel yapis1 (Fenilbenzopiran iskeleti).



Flavonoidler; flavonlar, flavonoller, izoflavonoller, antosiyaninler,
antosiyanidinler, proantosiyanidinler ve katesinleri igermektedir (Sekil 2.2) [12].
Flavonoidler, bir ya da daha fazla seker molekiiliine bagli oldugunda flavonoid
glikozitler; seker molekiiline bagh olmadiklarinda ise aglikonlar olarak

adlandirilmaktadir. Genellikle serbest bilesik halinden ¢ok glikozit ve esterleri

seklinde bulunmaktadir [13].
94 - 94 -
OH
O @]

o]
flavon flavonol flavonon
0]
o O o? O
9e 0 CC
OH OH %
flavonol izoflavonol antosiyanin
OH
OH
o
e CJ
= OH OH
HO
antosiyanidin katesin

Sekil 2.2. Baslica fenolik bilesiklerin yapilari.

Alkaloidler, esas olarak yiiksek bitkiler olmak iizere bitkiler aleminde
genis bir dagilima sahip olan organik azot iceren ikincil metabolitlerden biridir
[14]. Alkoloidler, bir azot atomu ve bir halka yapis1 igeren bilesik gruplar olup
cogunlukla nitrojen atomu heterosiklik halka yapisinin igerinde bulunur [15].
Alkoloidler kimyasal yapilarina gore; indoller, karbazoller, karbolinler,
kinolinler, izokinolinler, piroller, piperidinler ve piirinler olmak iizere
simiflandirilabilir [16]. Alkoloidler, bitkilerden elde edilen bilesikler arasinda en
onemli aktif bilesenleri igeren bilesikler arasindadir. Bu bilesiklerden 6zellikle
bilinen bir topoizomeraz I inhibitorii olan kamptotesin ve tubulin ile etkilesime

giren vinblastin gibi kemoterapotik ilaglar bulunmaktadir.  Antikanser



etkinliginin yaninda efedrinin astimda rahatlatic1 etkisi ve morfinin aneljezik

etkisi de alkoloidlerin 6nemli biyolojik aktivitelerindendir [15].

2.1.1. Bitkisel Fitokimyasal Bilesiklerin Insan Sagh Acisindan

Onemi ve Kullammm Yerleri

Antik caglardan beri insanlarin giinliik ihtiyaclar1 ve gida temini icin
bitkiler ana kaynagi olusturmustur. Kagit yapimi, parfiim veya baharatlarin
aritilmasindan altyapiya kadar ¢esitli alanlarda kullanilmistir [17]. Son yapilan
calismalar, fitokimyasal bilesiklerin kanser, diyabet ve koroner kalp hastaligi
gibi bir¢ok kronik hastaligin 6nlenmesinde ve tedavisinde dnemli bir role sahip

oldugunu gostermistir [7].

Tibbi bitkilerden elde edilen bilesikler onemli ila¢ kaynaklarindan
biridir. Ozellikle son yirmi yilda, bitkisel kaynakli daha sik yeni terapétik
ajanlarin kullanilmas1 dikkat ¢ekmektedir. Bitkisel bilesiklerin etkinligi ve
giivenligi nedeniyle, son arastirmalar bitkisel kaynakli biyoaktif bilesiklerin

yararl etkilerine, 6zellikle de antikanser etkinliklerine odaklanmistir [4].

Bu fitokimyasallardan biri olan fenolik bilesikler, antioksidan aktiviteye
sahip olmalar1 nedeniyle gida endiistrisinde ve oksidatif stresten kaynaklanan
hastaliklarin 6nlenmesinde kullanilmaktadir. Ancak c¢esitli fenolik bilesiklerin
yiiksek dozlarda prooksidan Ozellikler gosterebilecegi de One siiriilmektedir
[18].

3000 y1l1 askin bir siiredir kullanilan alkaloidler ise yilan sokmasi, ates
ve psikolojik rahatsizliklarin tedavisi gibi rahatsizliklara karsi terapotik olarak
kullanilmaktadir. Ayrica eski donemlerde oklari zehirlemek i¢in kiirar, akonitin
ve tubokiirarin gibi toksik alkaloidler kullanilmistir. Gliniimiizde modern tipta
alkaloidler, ¢ok cesitli farmakolojik etkileri sebebiyle kullanilmaktadir. Bu
amagla 19. yiizyilda ilk kesfedilen alkoloid bilesigi morfin olup 0 zamandan beri
kafein, koniin ve nikotin gibi birgok alkoloid kesfedilmistir. Alkaloidlerin
terapotik etkileri arasinda; analjezik (morfin), antiastmatik (efedrin), antiaritmik

(kinidin), antikanser (berberin), antihipertansif (reserpin), antipiretik (kinin),



antibakteriyel (siprofloksasin) ve antihiperglisemik (piperin) etkiler bulunur
[14].

2.2. OKSIDATIF STRES VE ANTiOKSIDANLAR

Oksijen, aerobik bir organizmanin hayatta kalmasi i¢in hayati dneme
sahip olmakla birlikte biyokimyasal siire¢ler sirasinda serbest radikallerin
olusumuna da sebep olur [19]. Serbest radikaller, insan viicudunda dogal olarak
olusan bagisiklik sistemi iizerinde olumlu etkilerinin yaninda istenmeyen
olumsuz oOzellikleri bulunan eslenmemis elektron igeren (serbest elektron)
reaktif bilesiklerdir [20,21]. Bu radikaller hiicrelerde elektron kaybederek veya
alarak olusabildiginden dolay1 oksidan veya indirgeyici 6zellik gosterebilirler.
Oksijen ve nitrojenin reaktif tiirevleri sirastyla ROT ve reaktif nitrojen tiirleri

(RNT) olarak adlandirilmaktadir [22].

Reaktif oksijen tiirleri (ROT); hiicresel bilesenlere zarar veren, hiicre
nekrozuna neden olan ve nihayetinde biyokimyasal reaksiyon zincirlerini
baglatarak hiicre Gliimiine yol acan serbest radikallerdir [19]. Eslenmemis
elektronlar, bir serbest radikal tizerinde 6nemli derecede reaktivite saglar [23].
Sahip olduklar1 reaktivite, oksijenin yiiksek enerjili elektron trasferine girerek
oksidatif fosforilasyon ile biiyiilk miktarlarda adenosin-5-trifosfat (ATP)
olugsmasina sebep olur [24]. Bu durum ROT’un DNA, proteinler ve lipitler gibi
makromolekiillerde  “spesifik olmayan” hasara sebep olabilir [25].
Viicudumuzda oksidatif stresin sebep oldugu hasar1 6nlemek ve dengede tutmak
amaciyla antioksidan savunma sistemi bulunmaktadir [24]. Serbest radikaller ile
antioksidanlar arasindaki denge bozulmasi sonucunda oksidatif stres olarak

bilinen durum ortaya ¢ikar [26,27].

2.2.1. Serbest Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT);
ultraviyole (UV), X ve gama 1sinlari, metal kanalizli reaksiyonlar, inflamasyon
sirasinda nétrofiller ve makrofajlar tarafindan tretililebilir veya mitokondriyal
elektron tasima reaksiyonlarinda yan firiin olarak olusabilir [23]. Hidrojen

peroksit (H20.), stiperoksit (‘O2) ve hidroksil (OH) gibi ROT, mitokondriyal



enerji iretimi veya hepatik detoksifikasyon gibi oksijen gerektiren temel

metabolik siireglerin yan trtinleridir [28].

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), hem endojen hem de eksojen maddelerden
tiretilebilir. Potansiyel endojen kaynaklar arasinda mitokondri, sitokrom P450

metabolizmasi, peroksizomlar ve inflamatuvar hiicre aktivasyonu yer alir [23].

Oksidatif fosforilasyon sonucunda her zaman ROT olusumu goézlenir.
Birincil ROT, hem kompleks I hem de kompleks III tarafindan olusan
‘O  anyonudur. Cogu 'Oz anyon, siliperoksit dismutaz (SOD) tarafindan
H2O2’ye doniistiirtildiikten sonra katalaz (KAT) veya peroksidaz enzimleri
tarafindan suya doniistiiriiliir [29]. Tiiketilen oksijenin %10'dan ¢ok daha azi,
molekiiler oksijen tek elektronlu ardisik yollarla indirgenerek ‘O2 anyonuna
doniistiiriiliir. Ardindan iki protonun eszamanli olarak alinmasi ile bir elektronlu
indirgeme gergeklesir ve H20> olusur [30]. Mitokondrinin 6nemli miktarlarda
H20: iirettigi uzun zamandir bilinmektedir. H202 molekiilii eslesmemis bir
elektron i¢cermez ve bu nedenle radikal bir tiir degildir [23]. Ancak molekiiler
oksijenden kimyasal olarak daha aktif oldugu i¢in ROT arasinda kabul edilir
[30]. Fizyolojik kosullar altinda, H202 iiretiminin organizma tarafindan toplam
oksijen aliminin yaklasik %2'sini olusturdugu tahmin edilmektedir [23]. H20>
molekiilii bir elektron daha alarak OH radikali ve anyonuna doniisiir. Son olarak
OH radikali, bir elektron ve proton ile etkilesime girerek su molekiiliiniin

olusumuna neden olur [30].

Reaktif oksijen tiirleri (ROT)’nin olusturdugu zararli etkilere karsi
antioksidan sistemler savunma gorevi gérmektedir. Bu antioksidan sistemleri;
ROT olusumunu azaltarak, olusanlar1 temizleyerek ve neden olduklar1 hasari

onararak etki gostermektedir [31].

2.2.2. Antioksidanlar

Antioksidan sistem, endojen ve eksojen molekiiller igerir ve biyolojik
sistemleri serbest radikal bilesiklerin toksisitesinden korur. Endojen
antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak ikiye

ayrilir. Enzimatik antioksidanlar arasinda SOD, KAT ve glutatyon sistemi



(GSH) bulunmaktadir [22]. GSH sistemi ise glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon
peroksidazlar (GSPx) ve glutatyon S-transferazlar1 (GST) igerir [25].

Enzimatik antioksidanlar, spesifik serbest radikalleri detoksifiye ederken
enzimatik olmayan antioksidanlar veya besin kaynakli antioksidanlar (6rnegin,
askorbik asit, E vitamini, karotenoidler, glutatyon vb.) spesifik degildir. Ancak
enzimatik olmayan sistemler, serbest radikallere/ROT'a karsi ilk savunma
mekanizmasini olustururlar [19]. Bunun yaninda, enzimatik antioksidanlar tiim
ROT'u inaktive edemezler. Yiiksek miktarda ‘Oz anyonu, diger molekiiller ile
etkilesime girerek RNT ve lipid radikalleri dahil olmak iizere ikincil radikallerin

olusmasina sebep olabilir [29].

2.3. BERBERIN

2.3.1. Genel Bilgiler

Alkaloidler, geleneksel ve modern tipta birgok hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu bilesiklerden biri olan berberin (Sekil 2.3), Berberis
vulgaris, Hydrastis canadensis, Berberis aristata, Coptis chinensis, Coptis
japonica, Phellondendron amurense ve Phellondendron chinense Schneid gibi
bitki tiirlerinin kokiinden, rizomlarindan, gévdesinden ve kabugundan izole

edilen bir izokinolin alkaloididir [32,33].

Sekil 2.3. Berberinin kimyasal yapisi.

2.3.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Oral berberin alimindan sonra yiiksek oranda metabolizma edilmesi ve
diisik plazma konsantrasyonuna sahip olmasi nedeniyle berberin
metabolitlerinin de farmakolojik etkilerine katkida bulundugu diistiniilmektedir
[34]. Karacigerde berberin birikimi ve P-glikoprotein (Pg-p) pompalari ile
etkilesim, berberinin zayif oral biyoyararlanim ve bagirsak absorbsiyonuna

sahip olmasina neden olmaktadir [35]. Sicanlarda yapilan ¢alismalarda,
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berberinin oral biyoyararlaniminin yaklasik %0,36 oldugu bildirilmistir

[33,36,37].

Umut verici olumlu etkilerine ragmen zay1f farmakokinetik profili, zayif
suda ¢oziiniirliigii ve fizyolojik ortamda uyumsuzluk gibi dezavantajlara sahiptir
ve bu durum berberinin potansiyel bir ila¢ olarak kullanimini sinirlamaktadir
[6,35]. Berberinin biyoyararlaniminin diisiik olmasinin nedeni, plazma
proteinlerine yiiksek oranda baglanmasi ve ilk gec¢is eliminasyonuna ugramasidir
[38]. Berberinin intravendz (i.v.) uygulamasi, diisiik ve homojen olmayan bir
dagilima ve hiicresel alimini sinirlandirarak hizli ilag klirensine, diisiikk timor
Ozgiilliigiine ve yetersiz biyoyararlanima yol acar [35]. Ayrica paranteral

uygulamalarin potansiyel istenmeyen etkileri bulunmaktadir [39].

Berberinin diisiik biyoyararlanimini artirmak ve istenmeyen etkilerini
azaltmak amaciyla NP tabanli yeni ilag tasiyici sistemler gelistirilmektedir [38].
Yeni ilag tastyici sistemlerinin tasarimi sadece ¢oziiniirlik 6zelliklerinin
tyilestirmekle kalmay1p, ayn1 zamanda tiimorlerde etkili ilag konsantrasyonunu
artirmali ve istenmeyen yan etkileri Onlemek icin normal dokularda ilag
birikimini azaltmahdir [35]. Berberinin farmakokinetik 6zellikleri hakkinda in
vivo c¢aligmalar bulunmasma ragmen NP tabanli berberin bilesiklerinin

farmakokinetik 6zellikleri hakkinda daha az ¢alisma mevcuttur [6].

Berberinin oral biyoyararlanimi artirmak igin yapilan bir ¢alismada,
kitosan kapli nano-lipozomal tasiyici sistemler tasarlanmistir. Tasarlanan bu
NP’ler serbest berberin ile karsilastirildiginda, gastrointestinal sistemde daha iy1
stabilite ve daha yavas salinim gostermistir. Ayrica NP’nin tiim farmakokinetik
analiz degerleri daha yiiksek ¢ikmistir. Bu bulgular, berberinin oral kullanim1
icin kitosan kapli nano-lipozomlarin serbest berberinden daha verimli oldugunu
ve berberinin biyoyararlanimini artiran umut verici sistemler oldugunu

gostermistir [39].

2.3.2. Farmakolojik Etkileri

Berberin, antimikrobiyal, antidiyabetik, antikanser, antioksidan,
antiinflamatuvar, antidiyareik ve antiprotozoal etkiler gibi birgok terapotik

etkiye sahiptir [5]. Berberin kanser tedavisinde kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
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inhibe eden ve apoptozu indiikleyen bir ajan olarak kullanilmaktadir [35].
Yapilan ¢alismalarda berberinin antikanser aktivitesinin; aktivator protein-1'in
aktivitesini azaltmak, kaspaz bagimli apoptotik yolu aktive etmek ve apoptoza
yol agan veya hiicre biiylimesini inhibe eden proteolizi arttirmak gibi gesitli

mekanizmalar yoluyla gerceklestigi gosterilmistir [5,40—42].

2.4. NARINGIN

2.4.1. Genel Bilgiler

Naringin (4',5,7-trihidroksiflavanon 7-ramnoglukozid) (Sekil 2.4),
greyfurt (Citrus paradisi) gibi Citrus tiirlerinde bol miktarda bulunan bir
flavanon glikozittir [43,44]. Gida endiistrisinde yiyecek ve iceceklerde dogal
pigmentler ve acilastirict maddeler olarak bulunmanin yaninda yiiksek tatliliga

sahip olmas1 nedeniyle tatlandiricilarin sentezi igin bir 6ncii malzeme olarak da

kullanim1 da bulunmaktadir [45].

Naringini biyosentezleyebilmek igin en temel yol, yedi enzim katalizli
fenilpropanoid yoludur. Fenilpropanoid yolu, sikimik asit yolunun son iiriinii
aromatik bir aminoasit olan fenilalanindir [46]. Ayrica bu yol; flavonoidler,

tanenler ve ligninler i¢in degisen gesitli son tirlinlere yol agmaktadir [47].

HO OH

HO

Sekil 2.4. Naringin kimyasal yapisi.

2.4.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Naringin oral yolla alindig1 zaman baglica metaboliti olan naringenine
(Sekil 2.5) hidroliz olur [18]. Naringenin kismen absorbe olarak faz | ve faz 1l

reaksiyonlart ile glukuronit ve siilfat metabolitlerine metabolize olur. Yapilan
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bir ¢alismada, naringenin narenciye suyu alimimi takiben insan plazmasinda
yetersiz konsantrasyonlarda tespit edilirken, alinan miktarla baglantili olarak
insan idrarinda farkli konsantrasyonlarda birincil metabolitleri tespit edilmistir
[48]. Naringin ve naringeninin sitokrom (CYP) enzimlerini inhibe ettigi 6ne
stirilmektedir [18].

HO

(o

o
HO
O

Sekil 2.5. Naringenin kimyasal yapist.

2.4.3. Farmakolojik Etkileri

Yapilan ¢alismalarda naringinin bir¢ok sinyal yolunu modiile ettigi ve bu
sebepten dolay1 ¢esitli terapotik etkilere sahip oldugu bildirilmistir [49].
Antioksidan, lipit diisiiriicii, antimikrobiyal, antiinflamatuvar ve antikanser gibi
terapotik etkileri nedeniyle gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [3]
Naringinin bir¢ok patolojik bozukluga karsi koruyucu olmasinin antioksidan
ozellik gostermesinden kaynaklandigi iddia edilmektedir [18]. Naringinin etkili
oldugu hastaliklar arasinda karaciger hasari, norolojik bozukluklar, bilissel islev
bozuklugu, kemik bozukluklari, metabolik sendrom, kanser, kardiyovaskiiler

hastaliklar ve solunum yolu hastaliklar: sayilabilir [43].

Naringinin in vitro olarak serbest radikaller iizerinde etkili oldugu
bildirilmistir [50]. Bir¢ok ¢aligma, naringinin hem in vitro hem de in vivo
testlerde farkli hiicresel yollarla ¢esitli kanser hiicrelerinin biiylimesini bastirdigi
ve ayrica farkli kanser hiicrelerinde gesitli apoptotik ve proapoptotik yollar:

aktive ettigini ortaya koyulmustur [4].

2.5. NANOPARTIKUL BAZLI SISTEMLER

Kanser, yilda 10 milyondan fazla 6liim prevalansi ile diinyada 6nemli
6liim nedenlerinden biridir. Kanser tedavisinde yararlanilan tedaviler (cerrahi,
radyasyon ve kemoterapdtik ilaglar) genellikle saglikli hiicreleri 6ldiiren ve

hastalarda toksisite ile sonuclanan tedavilerdir [51]. Istenmeyen etkiler ve
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tedaviye direng gelistirme olasilig1 yeni tedavi segenekleri gelistirmesini 6nemli
kilar [52].

Nanopartikiil (NP) bazli sistemler, kanser veya kanser aracili
hastaliklarin etkili tedavisi i¢in potansiyel ilag tasiyicilart olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Geleneksel kemoterapi ile karsilagtirildiginda NP bazl
kemoterapi, stabilite, 6zgiilliik, ilag¢ ylikleme yeteneginde artma, kontrollii ilag
saliniminda gelisme, hidrofobik ve hidrofilik biyoaktif bilesikler verme olanag1
gibi 6nemli avantajlara sahiptir [53]. Terapotik uygulamalar disinda biyobelirteg

tespiti ve kanser teshisi i¢in de kullanilmaktadir [53-55].

Nanopartikiil (NP) bazli sistemler ilag ¢oziliniirliigiinii, stabilitesini, ilag
salimini ve spesifik tasinmay1 artirmak ve ilag toksisitesini azaltmak amaciyla
tercih edilmektedir. Polimer se¢imi, NP performansinda ve biyolojik aktivitede
onemli bir rol oynar. Ileri farmasétik teknoloji ile iiretilen NP’ler, ilacin yari
omriinii artirabilmektedir [56]. NP’ler, hem pasif hem de aktif hedefleme
mekanizmalari ile tiimor bolgelerinde 6zel olarak birikim saglayarak kullanilan

ila¢ dozunu diisiiriir ve sistemik toksik etkileri azaltir [35].

Nanopartikiillerle (NP’lerle) yapilan in vitro c¢alismalar, genellikle
mekanizmalar1 aragtirmak ve hiicresel etkilerin altinda yatan molekiiler olaylar1
daha 1y1 anlamak i¢in kullanilan partikiil toksikolojisinin 6nemli bir unsurudur
[57]. Partikiil toksikolojisinin yeni bir alt dali olan nanotoksikolojide in vitro
caligmalar, in vivo hayvan c¢aligmalarina gore maliyeti daha uygun,
tekrarlanabilir ve basittir [58]. Bu nedenle, son yillarda yapilan ¢alismalarda in
vitro yaklagimlar tercih edilmektedir.

Polimerik NP’ler, dogal veya sentetik yapida olsa dahi organizma
tarafindan alimmin iyi olmasi ilag tasiyici sistemler i¢in umut vericidir [59].
Polimer bazli ilag tasiyict sistemleri, diger NP tasiyici sistemlerden daha
kararlidir ve uygun salim profilleri ve ylizey islevsellestirme gibi istenen
ozellikleri elde etmek icin kolayca diizenlenebilir ve ayarlanabilir. Son
caligmalar polimerik NP’lerin yiizey islevsellestirmesinin hedeflenen ilag
dagitiminmi 1iyilestirebilecegini, hiicresel alimi artirabilecegini, daha yiiksek
terapotik aktiviteyi saglayabilecegini ve antikanser ilaclarin istenmeyen

etkilerini azaltabilecegini ortaya koymaktadir [60—-62]. Bu nedenle 100 ile 1000
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nm arasinda degisen boyutlardaki polimerlere dayali olarak nanopargaciklar

gelistirilmektedir.

Poli-metil metakrilat (PMMA), ila¢ dagitim uygulamalarinda yaygin
olarak kullanilan biyouyumlu bir polimerdir. Bu polimerik malzeme, kimyasal
hidrolize direng, bir¢ok ilag i¢in yiiksek gegirgenlik, diisiik toksisite gibi birgok
onemli ozellige sahiptir [63]. PMMA’nin partikiil boyutlar1 1 um'nin altinda
oldugundan dolay1 giivenlik degerlendirmeleri nano-giivenlik yaklasimlarini
icermeli ve toksikolojik verileri yorumlarken temel fizikokimyasal 6zellikler

dikkate alinmalidir.

Poli-metil metakrilat (PMMA) NP’lerinin maddeler ile yiiklenmesi
sonucu olusan bilesimindeki degisikliklerin spesifik yiizey oOzelliklerini
etkileyebilecegi; bu nedenle 6ngoriilemeyen biyolojik etkilesim ve etkileri de
tetikleyebilecegi kabul edilmistir. Ornegin, NP’ler iizerindeki pozitif bir yiizey
yiikii, notr veya negatif yiiklii olanlara kiyasla sitotoksisiteyi ve genotoksisiteyi
arttirabilmektedir. Yikiin yaninda, ylizey hidrofobikligi de sitotoksik ve
genotoksik radikaller olarak bilinen ROT olusumu gibi faktorleri
etkileyebileceginden NP’lerin toksisitesi i¢in bir risk faktorii olarak belirtilir
[64]. PMMA NP’leri, ¢ogunlukla hidrofobik olan antikanser ilaglar
kaplayabilmesi nedeniyle kanser tedavisinde ila¢ dagilimi i¢in toksik olmayan

nanotastyicilar olarak literatiirde genis bir yer kaplamaktadir [65].

Bazi in vitro ¢alismalarda PMMA NP’lerinin 6nemli toksik etkisi
bildirilmemistir [58,66-68]. Ayrica insan T lenfosit hiicreleri (Jurkat) ve fare
fibroblast (L929) hiicrelerinde COMET yontemi ile PMMA NP’lerinin
genotoksik etkisi bulunmamigtir [64,69]. NP’lerin toksisitesinin birincil
mekanizmasi, ¢esitli hiicresel bilesenlerin islevini bozabilen ve hiicrede oksidatif
strese neden olan ROT olusumudur [64]. PMMA NP’lerine kisa siire (1 ve 2
saat) maruziyetten sonra ROT olusumunu 2,7-diklorodihidrofloresein diasetat
(DCF-DA) yontemi ile analiz edilmis ve hiicre i¢i ROT olusumunda herhangi
bir artig tespit etmemistir. Hali hazirda biyomedikal uygulamalarda iyi bir
toksikolojik giivenlik kaydina sahip oldugu i¢in PMMA'nin toksik olmayan bir
polimer oldugu genel olarak kabul edilmektedir. Ancak bu polimerik tasiyicinin

basarili bir ilag dagitim sistemi tam anlamiyla klinige ulasmamistir [63]. Bu
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bakimdan antikanser etkinlige sahip bitkisel etken maddeler ile yiikli PMMA
nanotastyicilarin olasi sitotoksik ve genotoksik etkilerinin irdelenmesi

gerekmektedir.

Nanosistemler, geleneksel kemoterapi ilaglarimin yaninda berberin ve
naringin gibi bitkisel kaynakli antikanser 6zellikli bilesiklerin kullanilmasini da
saglamaktadir. Antikanser etkileri dahil olmak tizere ¢esitli farmakolojik etkiye
sahip olan berberin ve naringin, diisiik oral biyoyararlanima sahip olmasi ve

parenteral yan etkiler gibi bir¢cok dezavantaja sahiptir [70].

Nanotasiyict sistemler ilaglarin ¢oziiniirliik problemlerini iyilestirmekle
kalmayip, ayn1 zamanda tiimorlerde etkili ilag konsantrasyonunu artirmali ve
istenmeyen yan etkileri Onlemek i¢in normal dokularda ilag birikimini
azaltmalidir. Bu amagla, antikanser bilesiklerden olan berberin ve naringinin
terapotik etkilerini iyilestirmek i¢in NP tabanli ilag uygulama sistemleri

tasarlanabilir [35].

Nanotasiyicilarin sitotoksisitesinin incelendigi bir ¢alismada naringin
yikli lipozomlarin sitotoksisitesi saglikli 3T3 hiicrelerinde incelenmistir.
Yontem sonunda hiicre canliliginin kontrol grubuna oranla benzer oldugu ve

diisiik toksisite gosterdigi bulunmustur [71].

Ug farkli flavonoidin (hesperidin, naringin ve diosmin) kullamldig1 bir
calismada ise yuklii glimiis NP’lerin sitotoksisitesi, insan promiyelositik 16semik
(HL-60) hiicreleri iizerinde incelenmistir. Naringin kullanilarak sentezlenen
AgNP'lerin daha yliksek stabilite ve sitotoksik aktivite gosterdigi sonucuna
vartlmistir. BOylece naringin yiikli NP’lerin, l8semik hiicrelerinde segici
sitotoksisitesi  nedeniyle kanser tedavisinde potansiyel ilag olarak
kullanilabilmesinin 6nemli oldugu belirtilmistir [72]. Yine kanser hiicrelerinde
yapilan bir ¢alismada naringenin ve naringin yiikli lipozomlarin sitotoksisitesi
insan kolon kanseri (HT-29) hiicrelerinde incelenmistir. Ayrica Annexin V
yontemi ile apoptoz iizerine etkileri degerlendirilmistir. Sonuglar hem
naringenin hem de naringinin lipozomlarinin sitotoksik etkisinin olmadigini
gostermistir. Ayrica naringenin NP’lerin apoptotik hiicre popiilasyonunu 6nemli

o6l¢iide artirdig1 bulunmustur [73].
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Nanopartikiil (NP) bazli giines koruyucu kremlerin sitotoksisitesinin
aragtirildigi bir caligmada naringin yiiklii etozomal giines koruyucu kremlerinin
sitotoksik etkileri insan Kkeratinosit hiicrelerinde (HaCaT) degerlendirilmistir.
Sonuglara goére hem naringin hem de naringin etozomlarin uygulandig
hiicrelerde 48 saatlik maruziyet sonucunda hiicre canliligmin yaklasik %87
oldugu saptanmigtir. Bu durum hem naringin hem de etozomlarin HaCaT

hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisinin olmadigini gostermistir [3].

Berberin NP’lerin sitotoksisitesinin arastirildigi bir ¢calismada, berberin
ve berberin yiiklii poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) NP’lerin etkileri insan
servikal kanser (HeLa) ve insan meme kanseri (MCF-7) kanser hiicrelerinde
incelenmis ve kanser hiicrelerinde yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugunu
gosterilmistir [74]. Berberin yiiklii kitosan NP’lerinin kullanildig: bir ¢alismada
NP’lerin insan nazofarengeal karsinom (CNE-1) hiicrelerinde sitotoksisitesi ve
apoptoz etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda NP’lerin CNE-1 hiicrelerinin
cogalmasimi ve canliligini énemli Slglide engelledigi; hiicre apoptozunu ve
nekrozunu indiikledigi bulunmustur [75]. Baska bir ¢alismada ise berberin yiiklii
altin NP’lerin sitotoksisitesi maymun bobrek epitel hiicreleri (Vero) ve Hela
hiicrelerinde incelenmis ve c¢alisma sonucunda NP’lerin saglikli Vero
hiicrelerine kars1 sitotoksisitesi, HeLa hiicrelerine gore daha diisiik bulunmustur.
Ayrica NP’ler serbest berberin ile karsilastiginda toksisitesi Vero hiicrelerinde
daha az, HelLa hiicrelerinde ise neredeyse ayni oldugu bulunmustur [76]. Bu

durum, NP yapilarinin biyouyumlulugunu géstermektedir.

Berberin yiikli grafen NP’lerin toksisitesinin saglikli ve kanser
hiicrelerinde incelendigi farkli bir galismada, berberin NP’lerinin HeLa ve insan
metastatik meme kanser (MDA-MB-231) hiicrelerine karsi sitotoksik etkiler
sergiledigi, ancak L.929 saglikli hiicrelere karsi sitotoksik olmadig1 gosterilmistir
[77]. Berberin yiiklii silika NP’lerin insan karaciger kanseri (HepG2) ile insan
saglikli  karaciger  hiicrelerine  (HL-7702)  kars1  sitotoksisitesinin
degerlendirildigi ¢alismada serbest berberin ve NP’lerinin her iki hiicre hattinda
da hiicre inhibisyonunun doza bagli davranislar sergiledigi gosterilmistir.
NP’ler, serbest berberin ile kiyaslandiginda daha fazla HepG2 hiicresinin
6liimiine neden olurken, saglikli HL-7702 hiicrelerinde ayn1 konsantrasyonlarda

daha az hiicre dliimiine sebep oldugu bildirilmistir [78]. Yine yapilan benzer bir
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calismada berberin yiiklii karbon NP’lerin saglikli HL-7702 hiicreleri ile insan
karacigeri, akciger ve gogiis kanseri hiicrelerinde sitotoksisitesi incelenmistir.
Calisma sonucunda berberin NP’lerinin doza bagli olarak saglikli hiicrelere
kiyasla kanser hiicrelerine daha sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur [79].
Yapilan her iki calismada da NP’lerin kanser hiicreleri iizerinde segici

sitotoksisik etki gosterdigi belirtilmistir.

Hem berberin ve hem naringin yiiklii kitosan NP’lerin sitotoksisitesinin
arastirildigr bir ¢alismada ise sitotoksisite sican feokromositoma hiicreleri
(PC12) kullanilarak aragtirilmigtir. Calisma sonunda hem berberin hem de

naringin yiiklii NP’lerin sitotoksik etkisinin olmadigini belirtilmistir [80].

Naringin ve berberin NP’leri ile yapilan ¢alismalara ait sonuglarin 6zeti

Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Naringin ve berberinin nanomateryal tabanli bazi in

vitro galigsmalari.

Bilesik

Nanopartikiil tipi

Hiicre hatt1

Calisma sonucu

Naringin

Lipozom

3T3

NP’lerin disiik toksisiteye
sahip oldugu gorilmiistir
[71].

Giimiis NP’ler

HL-60

NP’ler kanser hiicrelerinde
segici sitotoksisite

gostermistir [81] .

Etozom

HaCaT

NP’lerin saglikli hiicreler
uzerinde sitotoksik etkisinin

olmadigini bulunmustur [3].

Lipozom

HT-29

NP’lerin sitotoksik etkisinin

olmadigi bulunmustur [73].

Kitosan

PC12

NP’lerin  sitotoksik etki
gostermedigi

[80].

gorilmiistiir

Berberin

Giimiis

MDA-MB-231

NP’lerin kanser

hiicrelerinde sagliklt
hiicreler ile kiyaslandiginda
daha  sitotoksik etki
gosterdigi
[82].

bulunmustur

PLGA

HeLa, MCF-7

NP’lerin kanser
hiicrelerinde

sitotoksik

yiiksek
etkiye  sahip

oldugunu bulunmustur [74].

Karbon noktalar

HepG2,  HL-

7702

NP’lerin kanser

hiicrelerinde saglikli
hiicreler ile kiyaslandiginda
daha etki
gosterdigi
[79].

sitotoksik

bulunmustur

Grafen

Hela, MDA-
MB-231, L929

NP’lerinin kanser

hiicrelerine kars1 sitotoksik,
hiicrelere

saglikli kars1
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sitotoksik olmadig1

gosterilmistir [77].

Altin Vero, HelLa NP’ler, serbest bilesige gore
saglikli hiicrelerde daha az

sitotoksik etki gostermistir

[76].
Gozenekli silika HepG2 NP’lerin kanser
hiicrelerinde saglikli

hiicreler ile kiyaslandiginda

daha sitotoksik etki

gosterdigi bulunmustur
[78].
Kitosan CNE-1 NP’lerin kanser

hiicrelerinde sitotoksik etki
gosterdigi bulunmustur

[75].

2.6. CALISMALARDA KULLANILAN YONTEMLER

2.6.1. Antioksidan Kapasite Tayini

Antioksidan bilesiklerin etkinligi, yapisal oOzellikler, konsantrasyon,
sicaklik, oksidasyon substratinin tipi, sistemin fiziksel durumu, pro-oksidanlarin
ve sinerjistlerin varligi gibi birgok faktore baglidir. Ayrica bir antioksidanin
kimyasal yapisi, onun serbest radikallere ve diger ROT’a kars1 igsel
reaktivitesini etkileyerek antioksidan aktivitesinin belirlenmesini saglar [83].

Giliniimiizde antioksidan aktivite tayini yapabilmek amaciyla birgok in
vitro yontem kullanilmaktadir (Cizelge 2.2). Bu yontemler, temelde hidrojen
atomu transferi (HAT) ve tek elektron transferi (ET) reaksiyonlarina
dayanmaktadir. HAT ve ET tabanli testler, bir numunenin radikal (veya oksidan)
temizleme kapasitesini 6l¢gmeyi amaglar [84]. Bu testler arasinda bulunan 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiiriicii tayin yontemi, Stabilitesi ve
uygulama kolaylig1 nedeniyle bitki ekstraktlari, gidalar gibi bir¢ok bilesigin
antioksidan aktivitesini degerlendirmek ic¢in en yaygm olarak kullanilan

yontemlerden biridir [85].
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Cizelge 2.2. Antioksidan aktivite tayin yontemleri.

Hidrojen atomu transferi (HAT) esash

analiz yontemleri

Tek elektron transferi (ET) esash

analiz yontemleri

Oksijen radikal absorbans kapasitesi | 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
(ORAC) yontemi radikal stipiiriicii aktivite yontemi
Toplam radikal yakalama antioksidan | Troloks esdegeri antioksidan kapasite
kapasite (TRAP) tayin yontemi (TEAC) tayin yontemi

Bakir (I) indirgeyici antioksidan

kapasite (CUPRAC) yontemi
Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicii

(FRAP) tayini

1. 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiirme kapasitesi
yontemi:

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiirme kapasitesi yontemi,
bir antioksidan molekiiliin serbest radikal siiplirme potansiyelinin
degerlendirilmesi amaciyla kullanilan standart ve uygulamasi kolay kolorimetrik
bir yontemdir [86]. Gidalar, i¢ecekler, substratlar gibi bir¢ok bilesigin radikal
temizleme aktivitesinin belirlenmesi i¢in ¢ok ¢esitli DPPH radikal siiplirme
kapasitesi yontemleri gelistirilmistir [87]. Bu DPPH yontemlerin temeli, Blois
(1958) ve Brand-Williams vd. (1995) tarafindan gelistirilen yontemlere
dayanmaktadir [87-89].

Bu yontem, kararli ve sentetik bir radikal olan mor renkli DPPH’in
antioksidan bilesiklerden bir hidrojen atomu alip DPPH’ye indirgenerek
renginin solmasi esasina dayanir (Sekil 2.6 ve 2.7) [86]. Bu renk degisimi, 515-
520 nm’de spektrofotometrik olarak izlenerek antioksidan molekiiliin serbest

radikal siipiirme kapasitesinin tayin edilmesine olanak tanir [90].

DPPH® + Antioksidan-H—» DPPH-H + A’

Sekil 2.6. Antioksidan-DPPH radikali reaksiyon mekanizmas.
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Sekil 2.7. DPPH radikali ve kararli formu.

2.6.2. Sitotoksisite Tayini

Sitotoksisite, kimyasal bir maddenin hiicresel aktivitede veya oliimle
sonuglanan siireclerde degisikliklere neden olma potansiyelidir [91]. ilk in vitro
biyoanaliz yontemlerinden biri olan sitotoksisite testleri, maddelerin cesitli
dokulara toksisitesini tahmin etmek ve giivenlik degerlendirmesi amaciyla
kullanilan testlerdir [92].

Hiicre kiiltiiriinde hiicre canliligt ve proliferasyonunu incelemek
amaciyla birgok yontem gelistirilmistir [93]. Bu yontemler genel olarak
membran gegirgenlik, kolorimetrik, florometrik ve luminometrik analizler
olarak simiflandirilmaktadir (Cizelge 2.3) [94]. Bunlar arasinda 96 kuyucuklu
mikroplakalarin kullanildig: testler, bircok numunenin hizli ve ayni anda analiz
edilmesine olanak saglar. Kolorimetrik ve luminometrik analizler, numunelerin
bir mikroplaka okuyucu veya enzimle isaretlenmis (ELISA) plaka okuyucusu
kullanilarak plakada dogrudan olgiilerek saglanmaktadir [95]. Bu yontemlere
tetrazolyum tuzlarmin kullanildigi testler, alamar mavisi yontemi, proteaz
aktivite testi ve ATP testi 6rnek olarak verilebilir. Bu yontemler, canli hiicrelerde
bir substratin bir reaktif ile renkli veya floresan 6zellikli bir iiriine doniismesi ve
bu iiriinlerin bir mikroplaka okuyucu ile tespit edilmesine dayanir. Yontemler,
standart hiicre kiiltiirii kosullar1 altinda, olusan {iriin mevcut canli hiicrelerin
sayistyla orantili bir sinyal iiretilmesiyle sonuglanir [96].

Sitotoksisite veya hiicre canliliginin saptanmasi i¢in laktat dehidrogenaz
(LDH) testi, notral kirmizi alim testi ve 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir (MTT) testleri en yaygin kullanilan testlerdir [97].



22

Cizelge 2.3. Sitotoksisite tayin yontemleri [94].

Membran gecirgenlik Kolorimetrik Florometrik Luminometrik
analizleri analizler analizler analizler

Tripan mavisi testi Notral kirmizis1 | Alamar mavisi | ATP testi

Eozin testi alim testi testi Gergcek zamanl

Kongo kirmizis1 testi | Kristal viyole testi | CFDAAM testi | canlilik

Eritrosin B testi MTT testi belirleme
MTS testi yontemleri
XTT testi
LDH testi
WST 1/WST 8 testi

1. 3-(4,5-dimetil-tiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT)
testi:

3-(4,5-dimetil-tiyazolil-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi,
hiicre canliligimi 6lgmek ve sitotoksisiteyi belirlemek amaciyla kullanilan
kolorimetrik ydntemlerden biridir [98]. Ilk olarak memeli hiicre hatlarmmn
sitotoksik bilesiklere olan maruziyetini degerlendirmek amaciyla Mosmann
(1983) tarafindan yapilmistir [99]. Daha sonra yontemdeki teknik sorunlari
¢ozebilmek, testin tekrarlanabilirligini ve duyarliligini gelistirmek amaciyla ilk
protokol gelistirilmistir [100,101].

Kolorimetrik yontemlerde, canli hiicre aktivitesi dnemli bir parametredir.
MTT gibi yontemlerde kullanilan tetrazolyum tuzlari metabolik olarak aktif
hiicreler tarafindan indirgenir (Sekil 2.8) [95]. MTT yonteminde, canli hiicreler
tarafindan kolayca alinan ve mitokondriyal dehidrogenazlarin etkisiyle
indirgenen suda ¢o6ziiniir sart MTT boyasi kullanilir [102]. Yontem, canli
hiicrelerde MTT boyasinin enzimatik olarak indirgenmesi ile olusan mavi-mor
renkli, suda ¢oziinmeyen formazan kristallerine doniismesine dayanir [103].
Olusan formazan friinleri dimetil stilfoksit (DMSO) veya izopropanol gibi

organik bir ¢oziicii iginde ¢oziildiikten sonra kolorimetrik analiz yapilir [104].
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Sekil 2.8. Canli hiicrelerde MTT nin formazan kristaline dontistimii [96].

2.6.3. Genotoksisite Tayini
1. Tek hiicre jel elektroforez (COMET) yontemi:

Tek hiicre jel elektroforez (COMET) yontemi; kimyasal maddeler,
radyasyon, nanomateryaller gibi bircok eksojen ve endojen ajanlarin neden
oldugu DNA hasarini hiicre diizeyinde 6lgmek igin kullanilan hem in vivo hem
de in vitro uygulanan bir yontemdir [105]. COMET yontemi; DNA hasar1 ve
onarimi arastirmalari, yeni kimyasallarin ve farmasotiklerin genotoksisite
testleri, ¢cevresel biyolojik ve insan popiilasyonunun izlenmesi gibi ¢ok sayida
alanda kullanilmaktadir [106,107]. Bu yontem, diger genotoksisite
yontemlerinin aksine hiicre boliinmesine gerek kalmadan DNA hasarini basit ve
kantitatif olarak analiz edebilir [108]. Ayrica diisiik diizeyde DNA hasarin1 bile
hassas bir sekilde tespit edebilme, numune basina az sayida hiicre kullanilmast,
uygulama kolayligi, diisiik maliyet ve kisa silirede deneyin tamamlanmasi gibi

bir¢ok avantaja sahiptir [109].

Tek hiicre jel elektroforez (COMET) yontemi, ndtr ve alkali tek hiicre jel
elektroforez olmak iizere iki farkli sekilde yapilabilir. Notr yontemde sadece
DNA'daki ¢ift sarmal kiriklarinin saptanabilirken alkali yontemde ise hem tek

hem ¢ift sarmal kiriklarinin tespit edilebilir [110].

DNA hasarim1 degerlendirmek amaciyla yéntem ilk kez Ostling ve
Johanson (1984) tarafindan gelistirildi [111]. Bir mikroskop lami iizerinde

agaroz jel icinde gomiili ve pargcalanmis hiicrelerin elektroforezine
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dayanmaktadir. Bu yontemde lizis ve elektroforez islemi pH 9,5'te

gerceklestirildiginden dolay1 DNA ipliklerinin ayrilmadigi gézlenmistir [112].

Alkali kuyruklu yildiz yontemi, elektroforez ile bir mikroskop lamui
tizerinde ince bir agaroz jel i¢inde siispande edilen az sayida hiicre igerindeki
parcalanmis DNA'nin saglam DNA'ya kiyasla daha hizli go¢ ederek kuyruklu
yildiz goriiniimii olusturmasi esasina dayanir [113]. Yontem temel olarak su

asamalardan olusmaktadir [114]:

e Hiicre materyalinin hazirlanmasi

e Mikroskop lamlarinin hazirlanmasi

e Lizis

e Alkali ortamda DNA siiperkoil yapisinin agilmasi

o Elektroforez

e Notralizasyon

e DNA’nin boyanmast ve floresan mikroskop altinda
goriintiilenmesi

e Comet sayimi ve DNA hasarinin belirlenmesi

Son yillarda nano boyutlu malzemelerin iiretimi ve kullaniminin artmasi
dolayis1 ile insanlarin bu malzemelere maruziyeti artis gostermistir.
Nanomalzemelerin genotoksisitesi; kimyasal bilesimi, sekil, spesifik yiizey
alani, boyut, boyut dagilimi ve zeta potansiyeli gibi birgok faktorden
etkilenebilir. Tek hiicre jel elektroforez testi saglamligi, ¢ok yonliligi ve
giivenilirligi gibi bir¢cok avantaja sahip olmasi nedeniyle nanogenotoksikoloji

alaninda en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir [115].



3. GEREC ve YONTEM

3.1. KULLANILAN KiIMYASAL MADDELER

3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir

(MTT)

Dimetil sulfoksit (DMSO)

Fosfat Tamponlu Serum Saline (PBS)
Diisiik Erime Noktali Agar (LMA)
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)

Dulbecco’s Modification Eagles Medium (DMEM)

Etidiyum Bromiir (EtBr)
Etil Alkol (Etanol)

Etilendiamin Tetraasetik Asit Disodyum (Na2;EDTA)

Fetal Sigir Serum (FBS)

Hidrojen Peroksit (%30)

Metil Alkol (Metanol)

Naringin

N-Lauril Sarkosinat Sodyum Tuzu
Normal Erime Noktali Agar (NMA)

Penisilin/Streptomisin

Sodyum Hidroksit (NaOH)
Tripan Mavisi

Tripsin-EDTA

Tris-BASE
Triton X-100
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Biomatik

Isolab Chemicals
Multicell
Sigma-Aldrich
Aldrich Chemistry
Multicell
Sigma-Aldrich
Isolab
Sigma-Aldrich
Capricorn
Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Capricorn
Scientific
Merck
Biological
Industries
Biological
Industries
ChemCruz

Ambresco



3.2. KULLANILAN ARAC VE GERECLER

24 ve 96 Kuyucuklu Plaklar
Buzdolab1

Cam pastor pipet

Comet Bilgisayar Yazilimi 4.0
Derin Dondurucu (-80°C)
Derin Dondurucu (-20°C)
Distile Su Cihaz1

Elektroforez

Elektroforez Gii¢ Kaynagi

ELISA Okuyucu

Hassas Terazi

Mikroskop

Karbondioksit (CO;) inkiibatérii
Lam (26x76 mm)

Lamel (24x60 mm)

Laminar Kabin

Mikropipetler

pH Metre

Santrifiij cihaz1

Sayim Lami (Neubauer Improved)

Sekiz Kanalli Mikropipet (50-300 pl)

Steril Pipetler (5 ve 10 ml’lik)
Steril Santrifiij Tiipleri

Su Banyosu

Terazi

Ultrasonik Banyo

Vorteks

Yatay Hiicre Kiiltiirti Sisesi

Costar

Bosch

Isolab

Leica

Haier Biomedical
Bosch

Purelab

Cleaver Scientific

Cleaver  Scientific

nanoPac-300P

Biotek Instruments,

Inc- EPOCH

Uni Bloc ATX224R

Leica

Sanyo
Marienfeld
Marienfeld
Bilser

Acura 825
InoLab pH7310
Nuve NF 1200R
Marienfeld
Isolab

Abdos
Fischerbrand
Microtest WB-15
Mettler AT201
Alex Machine
Velp Scientifica
SPL Life Sciences
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3.3. HAZIRLANAN COZELTILER

3.3.1. Cahsilan Bitkisel Cozeltiler

1. Berberin Cozeltileri:

29,025 mg berberin 5 mL %70’1lik metanol ¢6zeltisinde ¢oziilerek 10 mM
berberin stok ¢ozeltisi DPPH yonteminde kullanilmak amaciyla hazirlandi. Bu
stok ¢ozelti metanol ile seyreltilerek 25, 50, 200, 500, 1000 ve 2000 pM
konsantrasyonda berberin ¢ozeltileri taze olarak hazirlandi.

580,5 mg berberin 5 mL besiyerinde ¢oziilerek 200 mM berberin stok
¢ozeltisi MTT yontemlerinde kullanilmak amaciyla hazirlandi. Bu stok ¢ozelti
besi yeri ile seyreltilerek 2,5, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonda berberin
¢ozeltileri taze olarak hazirlandi.

116,1 mg berberin 1 mL besiyerinde ¢oziilerek 200 mM berberin stok
¢ozeltisi COMET yonteminde kullanilmak amaciyla hazirlandi. Bu stok ¢ozelti
besi yeri ile seyreltilerek 5, 10, 25 ve 50 uM konsantrasyonda berberin ¢ozeltileri

taze olarak hazirlandi.

2. Naringin Cozeltileri:

29,025 mg naringin, 5 mL metanolde ¢oziilerek 10 mM naringin stok
¢ozeltisi DPPH yonteminde kullanilmak amaciyla hazirlandi. Bu stok ¢ozelti
metanol ile seyreltilerek 25, 50, 200, 500, 1000 ve 2000 uM konsantrasyonda
naringin ¢ozeltileri hazirlandi. Cozeltiler taze hazirlanda.

580,5 mg naringin, 500 pL DMSO ve 4500 pL su karigiminda (%1
DMSQO) coziilerek 200 mM naringin stok ¢ozeltisi MTT ydntemlerinde
kullanilmak amaciyla hazirlandi. Bu stok ¢ozelti besi yeri ile seyreltilerek 25,
50, 100, 200, 500, 1000, 2000 uM konsantrasyonda naringin ¢ozeltileri
hazirlandi. Cozeltiler taze hazirlandi.

580,5 mg naringin, 500 pL. DMSO ve 4500 pL su karigiminda (%1
DMSQO) c¢oziilerek 200 mM naringin stok ¢o6zeltisi COMET yonteminde
kullanilmak amaciyla hazirlandi. Bu stok ¢ozelti besiyeri ile seyreltilerek 50,
100, 250 ve 500 uM konsantrasyonda naringin ¢ozeltileri hazirlandi. Cozeltiler

taze hazirlandi.
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3. Berberin PMMA Nanopartikiil Cozeltileri:

0,3728 mg berberin PMMA nanopartikiilleri, 56 mL besiyerinde
siispande edilerek 100 uM stok ¢ozeltisi DPPH yonteminde kullanilmak
amaciyla hazirlandi. Bu stok ¢ozelti besi yeri ile seyreltilerek 2,5, 5, 10, 25, 50
ve 100 uM konsantrasyonda ¢ozeltileri taze olarak hazirlandi.

0,3728 mg berberin PMMA nanopartikiilleri, 56 mL besiyerinde
siispande edilerek 100 uM stok cozeltisi MTT yontemlerinde kullanilmak
amaciyla hazirlandi. Bu stok ¢ozelti besi yeri ile seyreltilerek 2,5, 5, 10, 25, 50
ve 100 uM konsantrasyonda ¢ozeltileri taze olarak hazirlandi.

0,3728 mg berberin PMMA nanopartikiilleri, 56 mL besiyerinde
stispande edilerek 100 uM stok cozeltisi COMET yonteminde kullanilmak
amaciyla hazirlandi. Bu stok ¢ozelti PBS ile seyreltilerek 5, 10, 25 ve 50 uM

konsantrasyonda ¢ozeltileri taze olarak hazirlandi.

4. Naringin PMMA Nanopartikiil Cozeltileri:

0,5805 mg naringin PMMA nanopartikiilleri 31 mL besiyerinde
stispande edilerek 100 uM stok c¢ozeltisi DPPH yonteminde kullanilmak
amaciyla hazirlandi. Bu stok ¢ozelti besi yeri ile seyreltilerek 2,5, 5, 10, 25, 50
ve 100 uM konsantrasyonda ¢ozeltiler taze olarak hazirlandi.

0,5805 mg naringin PMMA nanopartikiilleri 31 mL besiyerinde
siispande edilerek 100 pM stok cozeltisi MTT yontemlerinde kullanilmak
amaciyla hazirlandi. Bu stok ¢ozelti besi yeri ile seyreltilerek 2,5, 5, 10, 25, 50
ve 100 uM konsantrasyonda ¢ozeltiler taze olarak hazirlandi.

0,5805 mg naringin PMMA nanopartikiilleri 31 mL besiyerinde
siispande edilerek 100 uM stok c¢ozeltisi COMET yonteminde kullanilmak
amaciyla hazirlandi. Bu stok ¢ozelti besi yeri ile seyreltilerek 5, 10, 25 ve 50 uM

konsantrasyonda ¢o6zeltiler taze olarak hazirlandi.
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3.3.2. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Yontemiyle Antioksidan

Kapasitelerinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) cozeltisi (0.2 mM):

39,4 mg DPPH, mikrosantrifiij tiipii ig¢erisine aktarilip iizerine 1 mL
%70’lik metanol eklendi. Mikrosantrifiij tiipiiniin kapagi kapatilarak DPPH
tamamen ¢oziilene kadar vortekslendi. Hazirlanan ¢6zelti, balon jojeye aktarildi;
¢ozeltinin son hacmi %70’lik metanol ile 500 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan

DPPH c¢o6zeltisi 1siktan korunarak taze olarak hazirlandi.

3.3.3. 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) Yontemi ile Sitotoksisite Calismalarinda Kullanilan

Cozeltiler

1. Besi ortami:

50 mL (%10) FBS ve 5 mL (%1) penisilin/streptomisin 500 mL DMEM

tizerine eklendi. Buzdolabinda +4°C’de saklanda.
2. 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)
cozeltisi:

50 mg MTT, 10 ml Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS) icerisinde
¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti 0,22 um membran filtreden siiziiliirek steril, 151k
gecirmeyen bir tiipe aktarildi. Hazirlanan MTT ¢ozeltisi (5 mg/mL) 1siktan
korunarak, 4°C’de saklandi. Kullanilacagi zaman hazirlanan MTT c¢ozeltisinden
2 mL alinarak 20 mL’ye besiyeri ile tamamlanarak 0,5 mg/mL ¢6zelti hazirlandi.

Cozelti deney giinii taze hazirlandu.

3.3.4. Tek Hiicre Jel Elektroforez (COMET) Yonteminde Kullanilan

Cozeltiler

1. Besi Ortami:

50 mL (%10) FBS ve 5 mL (%1) penisilin/streptomisin 500 mL DMEM

uzerine eklendi. Buzdolabinda +4°C’de saklandi.



30
2. 200 mM Disodyum Etilendiamin Tetraasetik Asit (Na2:EDTA)
Cozeltisi:

29,78 g Na,EDTA, 400 mL distile suda ¢oziilerek pH 10’a ayarlandi. Oda
sicakliginda +25°C’de saklandi.

3. 10 N Sodyum Hidroksit (NaOH) Cozeltisi:

40 g NaOH, 100 mL distile suda ¢oziildi. Oda sicakliginda +25°C’de

saklandi.

4. Diisiik Erime Noktahh Agar (LMA) Cozeltisi:

250 mg LMA mikrodalga firin kullanilarak 25 mL PBS c¢ozeltisi

igerisinde ¢oziildii. Kiigiik hacimler halinde buzdolabinda +4°C’de saklandi.

5. Normal Erime Noktali Agar (NMA) Cozeltisi:

1 g NMA mikrodalga firin kullanilarak 100 mL distile su igerisinde
¢Oziildii. Buzdolabinda +4°C’de saklandi.

6. Elektroforez Tampon Cozeltisi:

1447,7 mL soguk distile su, 7,5 mL 200 mM EDTA ve 44.8 mL 10 N
NaOH c¢ozeltisi karistirilarak taze olarak hazirlandi.

7. Etanol Cozeltisi (%50):

Mutlak etanol (%99,8) ¢ozeltisinden 250.5 ml alinarak ¢ozelti hacmi

distile suyla 500 mL'ye tamamlandi.

8. Etanol Cozeltisi (%75):

Mutlak etanol (%99,8) ¢ozeltisinden 375.7 ml alinarak ¢6zelti hacmi

distile suyla 500 mL'ye tamamlandi.

9. Etanol Cozeltisi (%95):

Mutlak etanol (%99,8) ¢ozeltisinden 475.9 ml alinarak ¢6zelti hacmi

distile suyla 500 mL'ye tamamlandi.
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10. Etidiyum Bromiir (EtBr) Cozeltisi:

5 mg EtBr 25 mL distile suda ¢oziilerek 200 pg/ mL’lik EtBr ¢ozeltisi
hazirlandi. Boyama sirasinda bu stok ¢6zeltiden 1 mL alind1 ve 10 mL’ye distile
suyla tamamlanarak 20 pg/mL’lik EtBr ¢ozeltisi hazirlandi. Oda sicakliginda
+25°C’de saklandi.

11. Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi (PBS):

2 PBS tablet, 200 mL distile suda ¢6ziildii. Buzdolabinda 4°C’de

saklandi.

12. Stok Lizis Cozeltisi:

146,1 g NaCl, 37,2 g Na2EDTA ve 1,2 g Tris-base 500 ml distile suda
coziilerek tizerine 10 g NaOH eklendi ve pH 10’a ayarlandi. Hazirlanan ¢ozelti
tizerine 10 g N-Lauril sarkosinat sodyum tuzu eklenerek distile su ile 890 mL’ye

tamamlandi. Oda sicakliginda +25°C’de saklandi.

13. Lizis Cozeltisi:

178 mL stok lizis ¢6zeltisi, 20 mL DMSO ve 2 mL Triton X-100 ile
karistirildi. Cozelti deney giinii taze hazirlandi ve deney sirasinda soguk ¢ozelti

kullanilabilmesi i¢in +4°C’de sakland.

3.4. YONTEMLER

3.4.1. Nanopartikiillerin Eldesi

Boyutlar1 160-230 nm arasinda degisen naringin PMMA NP ve berberin
PMMA NP’leri Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Eczacilik Fakiiltesi

Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda elde edilmistir.
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3.4.2. 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Siipiirme Kapasitesi
Yontemi

0,2 M DPPH ¢ozeltisi deney giinii taze olarak hazirlandi.

25, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000 uM konsantrasyonlarda %70’lik
metanol i¢inde berberin, naringin, berberin PMMA NP’leri ve naringin
PMMA NP’leri ¢ozeltileri hazirlandi.

96 kuyucuklu plakalarin tiim kuyucuklara hazirlanan DPPH ¢ozeltisi
eklendi. 1. kuyucuk hari¢ diger kuyucuklara hazirlanan berberin,
naringin, berberin PMMA NP’leri ve naringin PMMA NP ¢ozeltilerinin
her bir konsantrasyonu 3 tekrar olacak sekilde eklendi.

96 kuyucuklu plakalar, 30 saniye calkalayicida karistirildiktan sonra oda
sicakliginda ve karanlikta 30 dakika bekletildi.

Stire sonunda UV spektrofotometresinde 517 nm’de c¢ozeltilerin
absorbansi okundu. Kullanilan bilesiklerin radikal siipiiriicii etkileri
kontrol olarak kullanilan DPPH ¢d6zeltisine oranla okunan absorbans

degerlerine gore asagidaki esitlikten hesaplandi,

% Radikal Siipiriicii Etki = (Kontrol Absorbans-Bilesiklerin Absorbans
Degerleri) X Kontrol Absorbans X 100

Calismalar tiger kez tekrarlandi.

3.4.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

1. Dondurulan hiicrelerin ¢6ziilmesi:

Daha 6nce -80°C” de saklanan 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinin bulundugu
kriyovialler 37°C’lik su banyosunda tamamen ¢dziilene kadar bekletildi.
Steril ¢alisma kabini altinda, kriyoviallerdeki hiicre siispansiyonu (1,5
mL) konik tiiplere aktarildi ve 4,5 mL PBS ile karigtirilarak 800 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi siipernatan atildi ve kalan hiicreler 7 mL besi yeri ile
karistirlarak 25 cm?’lik yatay hiicre kiiltiirii siselerine ekildi.

37°C, %95 nem ve %5 CO: igeren inkiibatorde hiicreler inkiibasyona
birakildi.
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Coziinme isleminden 24 sa sonra ortamda kalabilecek DMSO

kalintilarin1 uzaklastirmak amaciyla PBS ile birer yikama daha yapildi.

2. Hiicrelerin pasajlamasi islemi:

Hiicrelerin durumu her giin kontrol edildi.

37°C, %95 nem ve %5 CO: igeren inkiibatorde 3T3 hiicreleri 1 giin siire
ile Caco-2 hiicreleri 2 giin siire ile inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler, 151k mikroskobu altinda
incelendi ve 2 yatay hiicre kiiltiirii sisesine boliinebilecek duruma geldigi
gortildi.

Hiicreler, steril pipet ile PBS kullanilarak yikandi.

Yikama igleminin ardindan hiicreler, 2 ml tripsin-EDTA ile muamele
edildi ve hiicrelerin yiizeyden kalkmalar i¢in 5 dakika inkiibatorde
bekletildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda yatay hiicre kiiltiirii sisesi inkiibatorden
alinarak hiicrelerin {izerine tripsinin aktivitesini durdurmak igin 4 ml
PBS eklendi.

Yatay hiicre kiiltiirli sisesinde bulunan ¢ekilen hiicre siispansiyonu 15°1ik
santrifijj tiipline aktarilarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij isleminden sonra, tlipiin dibinde olusan pellete dokunmadan {ist
faz pastor pipet ile atild.

Daha sonra hiicre pelleti, besiyeri ile karistirilarak yatay hiicre kiiltiirii
siselerine ekildi.

Yatay hiicre kiiltiirii siselerinin lizerine hiicre tipi, tarih, besiyeri ve pasaj

sayist yazilarak inkiibatore konuldu.

3.4.3. 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) Yontemi

Hiicre kiiltiri bashiginda anlatildigi gibi; 37°C, %95 nem ve %5 CO2
iceren inkiibatdrde 3T3 hiicreleri 1 giin siire ile Caco-2 hiicreleri 2 giin

inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyonun ardindan yatay hiicre kiiltiirii siseleri mikroskop altinda
incelenerek hiicrelerin canliligi ve doygunlugu kontrol edildi. Hiicre
miktar1 yatay hiicre kiiltiirii sisesinin %80’inin kapladiginda hiicrelerin
96 kuyucuklu plakalara alinmasi islemine baglandi.

Hiicre kiiltiir siispansiyonlari, steril ¢alisma kabini altinda yatay hiicre
kiiltiirti sisesinden cam pastor pipet ve vakum kullanilarak dikkatlice
uzaklastirildi.

Hiicreler, steril pipet ile 2 mL PBS kullanilarak yikandi. Yikama
isleminin ardindan PBS uzaklastirilarak siseye 2 mL tripsin-EDTA
¢ozeltisi eklendi.

Yatay hiicre kiiltiirii siseleri, inkiibatorde 5 dakika siire ile bekletildi.
Inkiibasyon siiresinin ardindan yatay hiicre kiiltiirii siselerine 4 mL PBS
bekletilmeden eklendi.

Yatay hiicre kiiltiirii sisesindeki hiicre siispansiyonu, hiicrelerin
¢okmesini saglamak amaciyla santrifiij tiipiine aktarilarak 25°C’de, 1000
devir/dakika ve bes dakika boyunca santrifiij edildi.

Santrifiij tiipiiniin {stlinde toplanan sivi dipte bulunan pellete
dokunmadan cam pastor pipet ve vakum ile uzaklastirildi. Santrifii
tiipliniin altinda bulunan hiicre pelleti {izerine, steril pipet ile 5 ml besi
yeri eklendi ve ¢ek-birak yapilarak karistirildi.

Santrifiij tiipiinde bulunan hiicre siispansiyonundan bir ependorf tiipe 10
pL alindi ve lizerine 90 pL tripan mavisi ¢ozeltisi eklendi (Diliisyon
faktorii: 10).

Yaklagik 20 pL hiicre silispansiyonu-tripan mavisi karigimi Neubauer
sayim lamina uygulandi.

Isik mikroskobu altinda, Neubauer sayim lami kullanilarak hiicreler
sayildi. Hiicre sayimmnin dogru ve kesin bir sekilde yapilabilmesi i¢in
ideal olarak her igslemde 100 ve {izeri hiicre sayildi.

Yasayan hiicrelerin sayisin1 hesaplamak amaciyla asagida verilen formiil
kullanildu:

mL'deki Yasayan Hiicre Sayisi = (Toplam Hiicre Sayisi/4) X 10* X 10
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Yasayan hiicre sayisi hesaplandiktan sonra hiicreler, besi yeri ile
seyreltilerek hiicre siispansiyonu hazirlandi.

96 kuyucuklu plaga, her bir kuyucukta 200 uL (10000 hiicre/kuyucuk)
olacak sekilde ekim yapilarak 37°C, %95 nem ve %5 CO; iceren
inkiibatorde 1 giin siire ile inkiibasyona birakildi.

24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklarda bulunan besi yeri
cam pastor pipet ve vakum ile uzaklastirildi.

96 kuyucuklu plak iizerinde berberin (2,5, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM) ve
naringin (50, 100, 250, 500 ve 1000 uM) maddeleri ile berberin PMMA
NP’leri (2,5, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM) ve naringin PMMA NP’leri (2,5,
5, 10, 25, 50 ve 100 uM) her bir kuyucuklara son hacim 100 pl olacak
sekilde ikiser tekrar olacak sekilde eklendi.

Hiicreler, 37°C, %95 nem ve %5 CO> igeren inkiibatorde 24, 48 ve 72
saat inkilibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda madde ¢ozeltileri cam pastdér pipet ve vakum
yardimiyla atilarak her bir kuyucuga 0,5 mg/mL konsantrasyonundaki
MTT cozeltisinden 100 pL eklendi.

Hiicreler 37°C, %95 nem ve %5 CO; igeren inkiibatorde 3 saat daha
inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyon siiresinin ardindan MTT ¢dzeltisi uzaklastirilarak
kuyucuklarin tizerine 100 pL. DMSO ¢ozeltisi olusan formazan
kristallerini ¢6zmek amaciyla eklendi ve yatay calkalayicida 10 dakika
stireyle ¢alkalandi.

Calkalama isleminin ardindan olusan renk siddeti ELISA okuyucuda
(BioTek) 570 nm’de 6l¢iildi.

Elde edilen absorbans degerlerinin kontrol absorbans degerine oraninin
100 ile ¢arpilmasi sonucu her bir maddenin konsantrasyonu i¢in % hiicre
canliligt ve IC50 degerleri bulundu.

Calismalar tiger kez tekrarlandi.

3.4.4. Tek Hiicre Jel Elektroforez (COMET) Yontemi

Hiicre kiltiirii yontemi baslig1 altinda anlatildigir gibi 3T3 ve Caco-2

hiicrelerinin kiiltiirii yapildi ve Neubauer sayim laminda hiicreler sayildi.
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Her bir ependorf tiipe 50 mL (10000 hiicre/kuyucuk) olacak sekilde
hiicreler besi yeri i¢erisinde slispande edildi.

Hiicre siispansiyonu bulunan her bir ependorf tiipiin {izerine stok
¢oOzeltilerinden haraketle belirli hacimlerde alinarak son hacim 100 mL
olacak sekilde ependorflara aktarilarak berberin (5, 10, 25 ve 50 uM),
naringin (50, 100, 250 ve 500 uM) berberin PMMA NP’leri (5, 10, 25 ve
50 uM) ve naringin PMMA NP’lerinin (5, 10, 25 ve 50 uM) istenilen
konsantrasyonlar1 hazirlandu.

Cozeltilere maruz birakilan hiicreler, 37°C, %95 nem ve %5 CO; igeren
inkiibatorde 3 sa olacak sekilde inkiibasyona birakildi.

Inkiibiisyon siiresinin ardindan c¢ikarilan hiicreler, buzun iizerinde
bekletildi.

Hiicre siispansiyonlarindan 75 pL bir mikrosantrifiij tliplerine alinarak
tizerine 150 pL %1’lik LMA (37°C £ 0,5°C’de eritilmis) ¢ozeltisi
eklenerek karistirildu.

Daha onceden %1°lik NMA ¢ozeltisine daldirilarak hazirlanan agar ile
kaplanmis lamlarin iizerine yayilarak tlzerleri lamel ile kapatildi ve
+4°C’de 2-10 dakika kadar bekletilip agarin katilasmasi saglandi.
Lamlar, lamellerinden ayrilarak salelere yerlestirildi ve iizerine daha
onceden hazirlanarak +4°C’de saklanan soguk lizis ¢ozeltisi dokiiliip
+4°C’de en az 1 sa boyunca bekletildi.

Lizis isleminin ardindan lamlar, salelerde distile su ile yikandi.

Yikama isleminin ardindan lamlar, agar yayilan kisimlar iiste gelecek
sekilde elektroforez kiivetine aralik birakmayacak sekilde yerlestirildi ve
tankin ici soguk elektroforez ¢ozeltisi ile dolduruldu.

Lamlar, higbir akim uygulamadan karanlikta 20 dakika boyunca
elektroforez kiivetinin igerisinde bekletildi. Daha sonra 25 V ve 300 mA
akim uygulanarak 20 dakika boyunca elektroforez islemi uygulandi.
Elektroforez isleminin ardindan lamlar salelere geri yerlestirilerek tekrar
distile su ile yikanip iizerine fosfatla tamponlanmis ¢ozelti (PBS)
konularak +4°C’de 10 dakika bekletildi.

Salelerdeki PBS alinarak lamlar salelerde distile su son kez tekrar

yikandi.
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e Yikama isleminin ardindan lamlar {izerine sirastyla hazirlanan %50’lik,
%75’lik ve %95°1ik etanol ¢ozeltileri konularak agzi kapali bir sekilde
5’er dakika bekletildi.

e Islemin sonunda lamlar salelerden cikarilarak kurumalari igin 24 sa
bekletildi. Okuma sirasinda, 40 pL etidiyum bromiir ¢ozeltisi lamlarin
tizerine eklenerek lamel ile kapatildi.

e Floresan mikroskobunda, her bir lam ig¢in 100 hiicre, “Perceptive
Instruments COMET Assay IV Analysis System” bilgisayar programi ile
DNA hasar derecesi kuyruk yogunlugu parametresi kullanilarak
degerlendirildi.

e (Calismalar 3 kez tekrarlandi.
3.4.5. istatistiksel Yontem

GraphPad Prisim® Version 5.03 programi kullanildi. Gruplar arasi
farklarin O6nem kontrolleri, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirildi. Sonuglar, ortalama * standart sapma olarak verildi. Post hoc
analizi ise Tukey’s HSD testi ile yapildu. Istatistiksel anlamlilik degeri baslangic
olarak p<0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. BERBERIN iLE ELDE EDILEN BULGULAR

4.1.1. Berberinin 2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil (DPPH) Radikal
Siipiirme Kapasitesi Yontemi ile Antioksidan Kapasitesinin

Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

25-2000 puM konsantrasyon araliginda berberinin negatif kontrol
(Metanol-DPPH) ¢ozeltisine karsi antioksidan kapasitesi incelendiginde,
konsantrasyon arttik¢a berberinin “%Radikal siipiicii etkisi’nin arttig1 ve 1000-
2000 puM konsantrasyon araliginda en yiiksek antioksidan kapasite gosterdigi
saptanmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. DPPH yontemine gore berberinin antioksidan

kapasitesinin degerlendirilmesi. *

Konsantrasyon Berberinin Absorbans Degerleri Radikal

(uM) (£standart sapma) Siipiiriicii Etki
(%)

0 [(-) kontrol] 1,028 = 0,007 0

2000 [(+) kontrol] | 0,090 + 0,002 89,493

25 0,909 + 0,025 12,265

50 0,817 + 0,018 21,799

100 0,819+ 0,018 21,559

200 0,804 + 0,003 23,102

500 0,860 + 0,017 17,375

1000 0,765 £ 0,004 27.149

2000 0,628 + 0,008 41.245

*Sonuglar {i¢ ¢caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir. Negatif
kontrol (Metanol-DPPH) ile kiyaslanmustir. Pozitif kontrol olarak “Askorbik asit”

kullanilmustir.
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4.1.2. Berberinin Sitotoksisitesine Iliskin Bulgular
1. Berberinin 3T3 hiicrelerinde 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi ile sitotoksisitesinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular:

Berberinin sitotoksisitesi 2,5-100 uM konsantrasyon araliginda 3T3
hiicrelerinde 24, 48, 72 sa maruziyetinden sonra yapilan MTT deneyi sonucunda
negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslandi. Berberinin 24 sa maruziyetten sonra 0O-
50 uM konsantrasyon araliginda 3T3 hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etki
gostermedigi, 50-100 uM konsantrasyon araliginda ise daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi gozlenmistir. Berberinin 3T3 hiicrelerinde 24 saatlik maruziyetten
sonra IC50 degeri 79.20 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2) (Sekil 4.1).

Cizelge 4.2. MTT yontemine gore berberinin 3T3 hiicrelerinde 24
sa maruziyetten sonra sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri (%)

0 [(-) kontrol] 1,467 £ 0,014 100,00

2,5 0,736 +£0,168 50,16

5 1,077 £ 0,030 73,43

10 0,958 +£ 0,071 65,29

25 0,939+ 0,079 64,04

50 0,916 + 0,065 62,45

100 0,603+ 0,014 41,15

*Sonuglar, ii¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.1. Berberinin 24 saatlik maruziyetten sonra 3T3 hiicre canlilig1 {izerine

etkileri. *

*Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmuistir.

Berberinin 48 sa maruziyetten sonra 0-50 uM konsantrasyon araliginda

3T3 hiicrelerinde oOnemli bir sitotoksik etki gostermedigi, 50-100 uM

konsantrasyon araliginda ise daha fazla sitotoksik etki gosterdigi gozlenmistir.

Berberinin 3T3 hiicrelerinde 24 saatlik maruziyetten sonra IC50 degeri 92.43
uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3) (Sekil 4.2).

Cizelge 4.3. MTT yontemine gore berberinin 3T3 hiicrelerinde 48

sa maruziyetten sonra sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri (%)

0 [(-) kontrol] 1,556 + 0,001 100,00

2,5 0,961 + 0,028 61,78

5 1,052 £ 0,136 67,59

10 1,220 + 0,108 78,43

25 1,139+ 0,354 73,24

50 0,966 + 0,069 62,10

100 0,744 + 0,081 47,83

*Sonuglar, ti¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.2. Berberinin 48 saatlik maruziyetten sonra 3T3 hiicre canlilig1 lizerine

etkileri. *

*Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmuistir.

Berberinin 72 sa maruziyetten sonra 0-10 uM konsantrasyon araliginda
3T3 hiicrelerinde oOnemli bir sitotoksik etki gostermedigi, 25-100 uM
konsantrasyon araliginda ise daha fazla sitotoksik etki gosterdigi gozlenmistir.
Berberinin 3T3 hiicrelerinde 72 saatlik maruziyetten sonra IC50 degeri 60.97
uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4) (Sekil 4.3).

Cizelge 4.4. MTT yo6ntemine gore berberinin 3T3 hiicrelerinde 72

sa maruziyetten sonra sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri (%)

0 [(-) kontrol] 2,260+ 0,030 100,00

2,5 1,589 + 0,120 70,29

5 1,450 + 0,072 64,15

10 1,608 + 0,250 71,15

25 1,312+ 0,174 58,08

50 1,266 + 0,165 56,03

100 0,723 + 0,058 31,99

*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.
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Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.3. Berberinin 72 saatlik maruziyetten sonra 3T3 hiicre canlilig1 lizerine

etkileri. *

*Sonuglar, ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmuistir.

2. Berberinin Caco-2 hiicrelerinde 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi ile sitotoksisitesinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular:

Berberinin sitotoksisitesi 2,5-100 uM konsantrasyon araliginda Caco-2
hiicrelerinde 24, 48, 72 sa maruziyetinden sonra yapilan MTT deneyi sonucunda
negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslandi. Berberinin 24 sa maruziyetten sonra 0-
50 uM konsantrasyon araliginda Caco-2 hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etki
gostermedigi, 50-100 uM konsantrasyon araliginda ise daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi gozlenmistir. Berberinin Caco-2 hiicrelerinde 24 saatlik maruziyetten

sonra IC50 degeri 64,48 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5) (Sekil 4.4).
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Cizelge 4.5. MTT yoOntemine gore Caco-2 hiicrelerinde 24 sa

maruziyetten sonra berberinin sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri (%)

0 [(-) kontrol] 1,467 £0,125 100,00

2,5 1,187 +0,173 80,90

5 1,416 + 0,354 96,50

10 1,294 + 0,358 88,19

25 1,207 + 0,049 82,26

50 0,796 + 0,018 54,27

100 0,580 + 0,012 39,53

*Sonuglar, ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmuistir.
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Sekil 4.4. Berberinin 24 saatlik maruziyetten sonra Caco-2 hiicre canlilig1

uzerine etkileri. *

*Sonuglar, ti¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.

Berberinin 48 sa maruziyetten sonra 0-25 uM konsantrasyon araliginda
Caco-2 hiicrelerinde Onemli bir sitotoksik etki gostermedigi, 25-100 uM
konsantrasyon araliginda ise daha fazla sitotoksik etki gosterdigi gozlenmistir.
Berberinin Caco-2 hiicreleri i¢in 48 saatlik maruziyetten sonra IC50 degeri 66,39
uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6) (Sekil 4.5).
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Cizelge 4.6. MTT yontemine gore Caco-2 hiicrelerinde 48 sa
maruziyetten sonra berberinin sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri (%)

0 [(-) kontrol] 2,682 + 0,003 100,00

2,5 2,293+ 0,061 85,48

5 2,104+ 0,126 78,45

10 1,811 +0,136 67,51

25 1,562 + 0,158 58,25

50 1,478 £ 0,144 55,10

100 1,064 + 0,038 39,68

*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.5. Berberinin 48 saatlik maruziyetten sonra Caco-2 hiicre canliligi

uzerine etkileri. *

*Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmuistir.

Berberinin 72 sa maruziyetten sonra 0-25 uM konsantrasyon araliginda
Caco-2 hiicrelerinde onemli bir sitotoksik etki gostermedigi, 25-100 pM
konsantrasyon araliginda ise daha fazla sitotoksik etki olusturdugu gézlenmistir.
Berberinin Caco-2 hiicrelerinde 72 saatlik maruziyetten sonra IC50 degeri 73,72
uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7) (Sekil 4.6).
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Cizelge 4.7. MTT yoOntemine gore Caco-2 hiicrelerinde 72 sa

maruziyetten sonra berberinin sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri (%)

0 [(-) kontrol] 3,746 £ 0,153 100,00

2,5 2,960 = 0,668 79,01

5 2,549 + 0,644 68,04

10 2,461 £+ 0,802 65,70

25 2,127 +0,871 56,79

50 2,046 + 0,737 54,61

100 1,594 + 0,749 42,55

*Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.
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Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmuistir.
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Sekil 4.6. Berberinin 72 saatlik maruziyetten sonra Caco-2 hiicre canliligi

uzerine etkileri.

*

*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmuistir.
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4.1.3. Berberinin Genotoksisitesine fliskin Bulgular

1. Berberinin 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinde COMET yontemi ile

genotoksisitesinin degerlendirilmesine iliskin bulgular:

Berberinin sitotoksisite gostermedigi 5, 10, 25 ve 50 uM
konsantrasyonlarda 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinde olusturdugu ii¢ ayr1 deneyin
DNA hasar1 sonuglar1 Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Berberinin negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslandiginda 3T3
hiicrelerinde diisiik dozlarda DNA hasar1 olusturmadigi; Caco-2 hiicrelerinde ise
negatif kontrol (DMEM) ile benzer oranlarda DNA hasari olusturdugu
saptanmistir.

Berberinin 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinin her ikisinde de kuyruk yogunlugu
cinsinden DNA hasarmin negatif kontrole kiyasla konsantrasyon arttikca arttig1

gortilmustiir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8) (p < 0,001).

Cizelge 4.8. Berberinin 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinde genotoksik
etkisi. *

Konsantrasyon 3T3 hiicrelerinde kuyruk Caco-2 hiicrelerinde kuyruk

(uM) yogunlugu (DNA hasari) yogunlugu (DNA hasar)
(£standart sapma) (£standart sapma)

0 [(-) kontrol] 3,988 + 0,586 5,586 + 0,533

5 11,451 + 0,309 5,614+ 0,799

10 20,008 + 0,359 6,151 +0,673

25 19,710 + 0,327 7,666 £ 0,729

50 22,002 + 0,354 8,527 + 0,353

*Sonuglar, ii¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmuistir.
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Sekil 4.7. Berberinin 3T3 hiicrelerinde DNA hasarina etkisi. *

*Ug calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

(p < 0,001) Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmistir.
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Sekil 4.8. Berberinin Caco-2 hiicrelerinde DNA hasarina etkisi. *

*Ug calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

(p < 0,001) Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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4.2. NARINGIN iLE ELDE EDIiLEN BULGULAR

4.2.1. Naringinin 2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil (DPPH) Radikal
Siipiirme Kapasitesi Yontemi ile Antioksidan Kapasitesin

Degerlendirilmesine Iliskin Bulgular

25-2000 puM konsantrasyon araliginda naringinin negatif kontrol
(Metanol-DPPH) ¢6zeltisine karsi antioksidan kapasitesi incelendiginde,
konsantrasyon arttikca berberinin “%Radikal siiplicii etkisi’nin arttig1
gbzlenmigtir. 1000-2000 uM konsantrasyon araliginda en yiiksek antioksidan
kapasite gosterdigi saptanmustir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. DPPH yontemine gore naringinin antioksidan

kapasitesinin degerlendirilmesi*

Konsantrasyon Naringinin Absorbans Degerleri Radikal

(uM) (£standart sapma) Siipiiriicii Etki
(%)

0 [(-) kontrol] 1,028 = 0,007 0

2000 [(+) kontrol] | 0,090 + 0,002 89,493

25 0,857 + 0,031 17,683

50 0,776 = 0,029 26,017

100 0,760 + 0,040 27664

200 0,728 +£0,019 30,956

500 0,697 + 0,021 34,111

1000 0,543 + 0,087 49,922

2000 0,406 + 0,074 64,086

*Sonuglar, li¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmigtir. Negatif
kontrol (Metanol-DPPH) ile kiyaslanmigtir. Pozitif kontrol olarak Askorbik asit

kullanilmistir.
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4.2.2. Naringinin Sitotoksisitesine Iliskin Bulgular

1. Naringinin 3T3 hiicrelerinde 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi ile sitotoksisitesinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular:

Naringinin sitotoksisitesi 25-2000 uM konsantrasyon araliginda 3T3
hiicrelerinde 24, 48, 72 sa maruziyetinden sonra yapilan MTT deneyi sonucunda
negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslandi. Naringinin 24 sa maruziyetten sonra
0-1000 uM konsantrasyon araliginda 3T3 hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etki
gostermedigi, 1000-2000 uM konsantrasyon araliginda ise daha fazla sitotoksik
etki gosterdigi  gbzlenmistir. Naringinin  3T3 hiicrelerinde 24 saatlik
maruziyetten sonra IC50 degeri 1891,20 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10)
(Sekil 4.9).

Cizelge 4.10. MTT yontemine gore 3T3 hiicrelerinde 24 sa

maruziyetten sonra naringinin sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri (%)

0 [(-) kontrol] 1,385+ 0,004 100,00

25 0,814 + 0,044 58,79

50 0,962 + 0,054 69,45

200 1,009 £ 0,149 72,86

500 0,968 +£ 0,018 69,87

1000 0,931 + 0,059 67,25

2000 0,665 £ 0,052 48,00

*Sonuglar, {i¢ ¢alisgmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmusgtir.
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etkileri. *
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Sekil 4.9. Naringinin 24 saatlik maruziyetten sonra 3T3 hiicre canlilig1 iizerine

*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmistir.

Naringinin 48 sa maruziyetten sonra 0-1000 uM konsantrasyon

araliginda 3T3 hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etki gdstermedigi, 1000-2000
uM konsantrasyon araliginda ise daha fazla sitotoksik etki gosterdigi
gozlenmistir. Naringinin 3T3 hiicrelerinde 48 saatlik maruziyetten sonra 1C50

degeri 1955,34 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11) (Sekil 4.10).

Cizelge 4.11. MTT yoOntemine gore 3T3 hiicrelerinde 48 sa

maruziyetten sonra naringinin sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri (%)

0 [(-) kontrol] 1,444 £ 0,079 100,00

25 0,967 +0,144 67,00

50 0,999 + 0,190 69,23

200 1,151+ 0,168 79,77

500 1,106 + 0,092 76,64

1000 1,052 £ 0,133 72,89

2000 0,706 = 0,014 48,93

*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmugtir.
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Sekil 4.10. Naringinin 48 saatlik maruziyetten sonra 3T3 hiicre canlilig

uzerine etkileri. *

*Sonuglar, ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmistir.

Naringinin 72 sa maruziyetten sonra 0-1000 uM konsantrasyon
araliginda 3T3 hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etki gostermedigi ancak 1000-
2000 uM konsantrasyon araliginda ise daha fazla sitotoksik etki gosterdigi
gozlenmistir. Naringinin 3T3 hiicrelerinde 72 saatlik maruziyetten sonra 1C50

degeri 1931,37 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.12) (Sekil 4.11).

Cizelge 4.12. MTT yo6ntemine gore 3T3 hiicrelerinde 72 sa

maruziyetten sonra naringinin sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri (%)

0 [(-) kontrol] 2,275+ 0,093 100,00

25 1,618 + 0,065 71,12

50 1,863 + 0,209 81,87

200 2,013+0,321 88,47

500 1,847 + 0,282 81,17

1000 1,745+ 0,513 76,68

2000 1,072 40,217 47,14

*Sonuglar, ii¢ ¢calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.11. Naringinin 72 saatlik maruziyetten sonra 3T3 hiicre canlilig

uzerine etkileri. *

*Sonuglar, ii¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmistir.

2. Naringinin Caco-2 hiicrelerinde 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi ile sitotoksisitesinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular:

Naringinin sitotoksisitesi 25-2000 uM konsantrasyon araliginda Caco-2
hiicrelerinde 24, 48, 72 sa maruziyetinden sonra yapilan MTT deneyi sonucunda
negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslandi. Naringinin 24 sa maruziyetten sonra
50-1000 uM konsantrasyon araliginda Caco-2 hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik
etki gostermedigi, 1000-2000 uM konsantrasyon araliginda ise daha fazla
sitotoksik etki gosterdigi gozlenmistir. Naringinin Caco-2 hiicrelerinde 24
saatlik maruziyetten sonra IC50 degeri 1991,127 uM olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.13) (Sekil 4.12).
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Cizelge 4.13. MTT yoOntemine gore Caco-2 hiicrelerinde 24 sa

maruziyetten sonra naringinin sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(M) Absorbans Degerleri Hiicre
(zstandart sapma) Yiizdeleri

(%)

0 [(-) kontrol] 1,933+0,188 100,00

25 0,929 + 0,155 48,09

50 1,107 £0,115 57,28

200 1,181 + 0,066 61,09

500 1,067 + 0,051 55,21

1000 1,051 + 0,080 54,40

2000 0,948 + 0,038 49,05

*Sonuglar, li¢ galismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmistir.
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Sekil 4.12. Naringinin 24 saatlik maruziyetten sonra Caco-2 hiicre canlilig1

uzerine etkileri. *

*Sonuglar, ii¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmusgtir.

Naringinin 48 sa maruziyetten sonra 0-1000 uM konsantrasyon
aralifinda Caco-2 hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etki gdstermedigi, 1000-
2000 uM konsantrasyon araliginda ise daha fazla sitotoksik etki olusturdugu
gozlenmistir. Naringinin Caco-2 hiicrelerinde 48 saatlik maruziyetten sonra
IC50 degeri 1531,17 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.14) (Sekil 4.13).
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Cizelge 4.14. MTT yontemine gore Caco-2 hiicrelerinde 48 sa

maruziyetten sonra naringinin sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(zstandart sapma) Yiizdeleri

(%)

0 [(-) kontrol] 3,959 + 0,004 100,00

25 2,626 +0,198 66,34

50 2,836 +0,182 71,62

200 3,177 £ 0,246 80,23

500 2,551 £+ 0,301 64,43

1000 2,526 + 0,126 63,80

2000 1,497 £0,201 37,82

*Sonuglar, ti¢ ¢calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmuistir.
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Sekil 4.13. Naringinin 48 saatlik maruziyetten sonra Caco-2 hiicre canlilig1

uzerine etkileri. *

*Sonuglar, ii¢ ¢calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmugtir.

Naringinin 72 sa maruziyetten sonra 0-1000 uM Kkonsantrasyon
aralifinda Caco-2 hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etki gdstermedigi, 1000-

2000 uM konsantrasyon araliginda ise daha fazla sitotoksik etki gosterdigi
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gozlenmistir. Naringinin Caco-2 hiicrelerinde 72 saatlik maruziyetten sonra

IC50 degeri 1452,17 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.15) (Sekil 4.14).

Cizelge 4.15. MTT yo6ntemine gore Caco-2 hiicrelerinde 72 sa

maruziyetten sonra naringinin sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri

(%)

0 [(-) kontrol] 3,977 +£ 0,009 100,00

25 3,374 £ 0,449 84,85

50 3,067 £ 0,271 77,13

200 2,706 + 0,154 68,04

500 2,481 +0,417 62,40

1000 2,278 +£ 0,031 57,28

2000 1,637 +0,173 41,18

*Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmistir.
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Sekil 4.14. Naringinin 72 saatlik maruziyetten sonra Caco-2 hiicre canlilig1

*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmugtir.
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1. Naringinin 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinde COMET yontemi ile

genotoksisitesinin degerlendirilmesine iliskin bulgular:

Naringinin sitotoksisite gostermedigi 50, 100, 250 ve 500 puM

konsantrasyonlarda 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinde ii¢ ayr1 deneyin DNA hasar1

sonuclar1 Cizelge 4.16 *da gosterilmistir.
Naringinin negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslandiginda 3T3 ve Caco-

2 hiicrelerinde diisiik dozlarda DNA hasar1 olusturmadigi saptanmistir.

Naringinin 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinin her ikisinde de kuyruk yogunlugu

cinsinden DNA hasarinin negatif kontrole kiyasla konsantrasyon arttik¢a arttigi

goriilmustiir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16) (p < 0,001).

Cizelge 4.16. Naringinin 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinde genotoksik

etkisi. *
Konsantrasyon 3T3 hiicrelerinde kuyruk Caco-2 hiicrelerinde kuyruk
(uM) yogunlugu (DNA hasari) yogunlugu (DNA hasar)
(£standart sapma) (£standart sapma)
0 [(-) kontrol] 4,222 + 0,593 4,6722 £ 0,799
50 7,445+ 0,261 5,9656 + 1,085
100 8,417 £ 0,379 5,4742 + 0,858
250 8,893+0,184 7,1046 + 0,904
500 13,401+ 0,971 13,2056 + 0,901

*Sonuglar, ii¢ ¢calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmugtir.
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Sekil 4.15. Naringinin 3T3 hiicrelerinde DNA hasarina etkisi. *

*Ug caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

(p < 0,001) Negatif kontrol (%1 DMSOQ) ile kiyaslanmstir.
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(DNA hasan)
5
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Sekil 4.16. Naringinin Caco-2 hiicrelerinde DNA hasarina etkisi. *

*Ug caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir (p < 0,001).

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmistir.



58

4.3. PMMA NANOPARTIKULLERiI iLE ELDE EDILEN
BULGULAR

4.3.1. PMMA Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

Hazirlanan PMMA NP’lerin ortalama cap ve Polidispersite indeksi (PdI)
Ol¢timleri i¢in Nicomp Z300, ABD (Entegris) kullanilmistir. PMMA NP’lerin
ortalama ¢ap ve Pdl degerleri Cizelge 4.17°de ve 6rneklerin Taramali Elektron

Mikroskopu (TEM) goriintiileri Sekil 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.17. PMMA NP’lerin ortalama ¢ap1 ve Pdl degerleri.*

Ornek Cap (nm) Polidispersite Indeksi
(PdID)
Berberin PMMA NP 160,000 + 18,600 0,035
Naringin PMMA NP 222,000 + 44,700 0,200

*Ug calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Sekil 4.17. PMMA Nanopartikiillerin TEM goriintiileri [a) Berberin PMMA
NP, b) Naringin PMMA NP].
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4.4, BERBERIN PMMA NANOPARTIKULLERiI ILE ELDE
EDILEN BULGULAR

44.1. Berberin PMMA Nanopartikiillerinin 2,2-Difenil-1-
Pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Siipiirme Kapasitesi Yontemi ile

Antioksidan Kapasitesinin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

25-2000 uM konsantrasyon araliginda berberin PMMA NP’lerin negatif
kontrol (Metanol-DPPH) ¢6zeltisine karsi antioksidan kapasitesi incelendiginde,
konsantrasyon arttikca berberinin “%Radikal siiplicii etkisi”nin arttig1
gbzlenmistir. 1000-2000 uM konsantrasyon araliginda en yiiksek antioksidan
kapasite gosterdigi saptanmustir (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. DPPH yontemine gore berberin PMMA NP’lerin

antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesi. *

Konsantrasyon Berberin PMMA NP’lerin Radikal

(uM) Absorbans Degerleri Siipiiriicii
(xstandart sapma) Etki (%0)

0 [(-) kontrol] 1,028 £ 0,007 0

2000 [(+) kontrol] | 0,090 + 0,002 89,493

25 0,900 + 0,023 13,225

50 0,873 + 0,088 16,003

100 0,868 + 0,106 16,517

200 0,831 +0,039 20,290

500 0,813+ 0,122 22,159

1000 0,793 + 0,059 24,234

2000 0,777 + 0,053 25,846

*Sonuglar, li¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmigtir. Negatif
kontrol (Metanol-DPPH) ile kiyaslanmigtir. Pozitif kontrol olarak Askorbik asit

kullanilmastir.
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4.4.2. Berberin PMMA NP’lerin Sitotoksisitesine iliskin Bulgular
1. Berberin PMMA NP’lerin 3t3 hiicrelerinde 3-(4,5-dimetiltiyazol-
2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi ile sitotoksisitesinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular:

Berberin PMMA NP’lerin sitotoksisitesi 2,5-100 uM konsantrasyon
araliginda 3T3 hiicrelerinde 24, 48, 72 sa maruziyetinden sonra yapilan MTT
deneyi sonucunda negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslandi. Berberin PMMA
NP’lerin 24 sa maruziyetten sonra 0-50 uM konsantrasyon araliginda 3T3
hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etki gostermedigi, 50-100 uM konsantrasyon
araliginda ise daha fazla sitotoksik etki gosterdigi gézlenmistir. Berberin PMMA
NP’lerin 3T3 hiicrelerinde 24 saatlik maruziyetten sonra IC50 degeri 89,49 uM
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.19) (Sekil 4.18).

Cizelge 4.19. MTT yoOntemine gore berberin PMMA NP’lerin 3T3

hiicrelerinde 24 sa maruziyetten sonra sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri

(%)

0 [(-) kontrol] 1,457 £ 0,140 100,00

2,5 0,808 £+ 0,052 55,49

5 1,037 + 0,038 71,20

10 1,062 + 0,082 72,89

25 1,009 + 0,050 69,26

50 0,887 + 0,023 60,94

100 0,686 + 0,020 47,09

*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.18. Berberin PMMA NP’lerin 24 saatlik maruziyetten sonra 3T3 hiicre

canlilig1 tizerine etkileri. *

*Sonuglar, ti¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.

Berberin PMMA NP’lerin 48 sa maruziyetten sonra 0-50 uM
konsantrasyon araliginda 3T3 hiicrelerinde ©nemli bir sitotoksik etki
gostermedigi, 50-100 uM konsantrasyon araliginda ise daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi gozlenmistir. Berberin PMMA NP’lerin 3T3 hiicrelerinde 48 saatlik
maruziyetten sonra IC50 degeri 91,77 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.20)
(Sekil 4.19).

Cizelge 4.20. MTT yoOntemine gore berberin PMMA NP’lerin 3T3

hiicrelerinde 48 sa maruziyetten sonra sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri

(%)

0 [(-) kontrol] 1,556 + 0,024 100,00

2,5 0,934 + 0,090 60,07

5 1,130+ 0,183 72,68

10 1,371 +£ 0,249 88,15

25 1,268 + 0,185 81,54

50 0,996 + 0,131 64,03

100 0,734 +0,017 47,23

*Sonuglar, ti¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.19. Berberin PMMA NP’lerin 48 saatlik maruziyetten sonra 3T3 hiicre

canlilig1 tizerine etkileri. *

*Sonuglar, ti¢ calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmistir.

Berberin PMMA NP’lerin 72 sa maruziyetten sonra 0-10 uM
konsantrasyon aralifinda 3T3 hiicrelerinde o©nemli bir sitotoksik etki
gostermedigi, 25-100 uM konsantrasyon araliginda ise daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi gozlenmistir. Berberin PMMA NP’lerin 3T3 hiicrelerinde 72 saatlik
maruziyetten sonra IC50 degeri 65,99 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.21)
(Sekil 4.20).

Cizelge 4.21. MTT yo6ntemine gore berberin PMMA NP’lerin 3T3

hiicrelerinde 72 sa maruziyetten sonra sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(zstandart sapma) Yiizdeleri

(%)

0 [(-) kontrol] 2,116 + 0,095 100,00

2,5 1,710 £ 0,076 80,81

5 1,251+ 0,213 59,12

10 1,700 + 0,093 80,34

25 1,513+ 0,243 71,52

50 1,118 £ 0,244 52,85

100 0,929 + 0,216 43,94

*Sonuglar, i caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.20. Berberin PMMA NP’lerin 72 saatlik maruziyetten sonra 3T3 hiicre

canlilig1 tizerine etkileri. *

*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmistir.

2. Berberin PMMA NP’lerin Caco-2 hiicrelerinde 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi ile

sitotoksisitesinin degerlendirilmesine iligkin bulgular:

Berberin PMMA NP’lerin sitotoksisitesi 2,5-100 uM konsantrasyon
araliginda Caco-2 hiicrelerinde 24, 48, 72 sa maruziyetinden sonra yapilan MTT
deneyi sonucunda negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslandi. Berberin PMMA
NP’lerin 24 sa maruziyetten sonra 5-50 uM konsantrasyon araliginda Caco-2
hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etki gostermedigi, 50-100 uM konsantrasyon
araliginda daha fazla sitotoksik etki gosterdigi gozlenmistir. Berberin PMMA
NP’lerin Caco-2 hiicrelerinde 24 saatlik maruziyetten sonra IC50 degeri 93,24
uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.22) (Sekil 4.21).
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Cizelge 4.22. MTT yo6ntemine gore Caco-2 hiicrelerinde 24 sa
maruziyetten sonra berberin PMMA NP’lerin sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(zstandart sapma) Yiizdeleri

(%)

0 [(-) kontrol] 2,038 £ 0,349 100,00

2,5 0,768 +£ 0,016 37,69

5 1,442 £0,121 70,74

10 1,811+ 0,032 88,88

25 1,469 + 0,330 72,09

50 1,437 £0,213 70,50

100 0,954 + 0,081 46,80

*Sonuglar, ti¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.21. Berberin PMMA NP’lerin 24 saatlik maruziyetten sonra Caco-2

hiicre canlilig1 tizerine etkileri. *

*Sonuglar, ti¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmugtir.

Berberin PMMA NP’lerin 48 sa maruziyetten sonra 0-25 uM
konsantrasyon aralifinda Caco-2 hiicrelerinde Onemli bir sitotoksik etki
gostermedigi, 25-100 uM konsantrasyon araliginda daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi gozlenmistir. Berberin PMMA NP’lerin Caco-2 hiicrelerinde 48
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saatlik maruziyetten sonra IC50 degeri 81,89 uM olarak belirlenmistir (Cizelge
4.23) (Sekil 4.22).

Cizelge 4.23. MTT yoOntemine gore Caco-2 hiicrelerinde 48 sa maruziyetten

sonra berberin PMMA NP’lerin sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri

(%)

0 [(-) kontrol] 3,600 £ 0,163 100,00

2,5 1,818 + 0,060 50,50

5 2,757 +0,444 76,59

10 2,465 + 0,584 68,49

25 2,438 +0,425 67,74

50 2,155+ 0,298 59,87

100 1,200+ 0,184 33,33

*Sonuglar, ti¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.22. Berberin PMMA NP’lerin 48 saatlik maruziyetten sonra Caco-2

hiicre canlilig1 iizerine etkileri. *

*Sonuglar, ti¢ ¢caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmustir.
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Berberin PMMA NP’lerin 72 sa maruziyetten sonra 0-25 uM
konsantrasyon araliginda Caco-2 hiicrelerinde Onemli bir sitotoksik etki
gostermedigi, 25-100 uM konsantrasyon araliginda daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi gozlenmistir. Berberin PMMA NP’lerin Caco-2 hiicrelerinde 72
saatlik maruziyetten sonra IC50 degeri 78,82 uM olarak belirlenmistir (Cizelge
4.24) (Sekil 4.23).

Cizelge 4.24. MTT yo6ntemine gore Caco-2 hiicrelerinde 72 sa

maruziyetten sonra berberin PMMA NP’lerin sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri

(%)

0 [(-) kontrol] 3,977+ 0,082 100,00

2,5 2,665 = 0,560 67,02

5 2,207 £ 0,372 55,51

10 2,429 £ 0,151 61,08

25 2,999+ 0,193 75,41

50 2,484 + 0,239 62,47

100 1,624 £ 0,101 40,84

*Sonuglar, ti¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.23. Berberin PMMA NP’lerin 72 saatlik maruziyetten sonra Caco-2

hiicre canlilig1 iizerine etkileri. *

*Sonuglar, ii¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmugtir.
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4.4.3. Berberin PMMA NP’lerin Genotoksisitesine Iliskin Bulgular

1. Berberin PMMA NP’lerin 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinde COMET

yontemi ile genotoksisitesinin degerlendirilmesine iliskin bulgular:

Berberin PMMA NP’lerin sitotoksisite gostermedigi 5, 10, 25 ve 50 uM
konsantrasyonlarda 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinde ii¢ ayr1 deneyin DNA hasari
sonuglar1 Cizelge 4.25’te gosterilmistir.

Berberin PMMA NP’lerin negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslandiginda
3T3 hiicrelerinde diisiik dozlarda DNA hasart olusturmadigi; Caco-2
hiicrelerinde ise negatif kontrol (DMEM) ile benzer oranlarda DNA hasari
olusturdugu saptanmistir.

Berberin PMMA NP’lerin 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinin her ikisinde de
kuyruk yogunlugu cinsinden DNA hasarinin negatif kontrole kiyasla

konsantrasyon arttik¢a arttigi goriilmiistiir (Sekil 4.24 ve Sekil 4.25) (p <0,001).

Cizelge 4.25. Berberin PMMA NP’lerin 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinde
genotoksik etkisi. *

Konsantrasyon 3T3 hiicrelerinde kuyruk Caco-2 hiicrelerinde kuyruk

(uM) yogunlugu (DNA hasari) yogunlugu (DNA hasar)
(£standart sapma) (£standart sapma)

0 [(-) kontrol] 3,988 + 0,586 5,586 + 0,533

5 8,003 + 0,501 7,514+ 0,147

10 9,830+ 0,677 7,894 £ 1,520

25 9,599 + 0,881 8,504 + 1,127

50 10,533 + 0,835 11,275 + 0,566

*Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmuistir.
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Sekil 4.24. Berberin PMMA NP’lerin 3T3 hiicrelerinde DNA hasarina etkisi. *

*Ug calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

(p <0,001) Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.25. Berberin PMMA NP’lerin Caco-2 hiicrelerinde genotoksik etkisi. *

*Ug caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

(p <0,001) Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmistir.
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4.5. NARINGIN PMMA NANOPARTIKULLERiI iLE ELDE
EDILEN BULGULAR

45.1. Naringin PMMA Nanopartikiillerinin  2,2-Difenil-1-
Pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Siipiirme Kapasitesi Yontemi ile

Antioksidan Kapasitesinin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

25-2000 uM konsantrasyon araliginda naringin PMMA NP’lerin negatif
kontrol (Metanol-DPPH) ¢6zeltisine karsi antioksidan kapasitesi incelendiginde,
konsantrasyon arttikga berberinin “%Radikal siiplicii etkisi”nin arttig1
gbzlenmigtir. 1000-2000 uM konsantrasyon araliginda en yiiksek antioksidan
kapasite gosterdigi saptanmustir (Cizelge 4.26).

Cizelge 4.26. DPPH yo6ntemine gére naringin PMMA NP’lerin

antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesi. *

Konsantrasyon Naringin PMMA NP’lerin Radikal

(uM) Absorbans Degerleri Siipiiriicii Etki
(xstandart sapma) (%)

0 [(-) kontrol] 1,028 £ 0,007 0

2000 [(+) kontrol] | 0,090 + 0,002 89,493

25 0,882 + 0,015 15,043

50 0,861 + 0,086 17,238

100 0,808 + 0,023 22,656

200 0,778 + 0,001 25,760

500 0,760 + 0,081 27,663

1000 0,722 + 0,056 31,573

2000 0,697 + 0,063 34,111

*Sonuglar, ii¢ ¢aliymanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmigtir. Negatif
kontrol (Metanol-DPPH) ile kiyaslanmustir. Pozitif kontrol olarak “Askorbik asit”

kullanilmustir.
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4.5.2. Naringin PMMA NP’lerin Sitotoksisitesine iliskin Bulgular
1. Naringin PMMA NP’lerin 3T3 hiicrelerinde 3-(4,5-dimetiltiyazol-
2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi ile sitotoksisitesinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular:

Naringin PMMA NP’lerin sitotoksisitesi 2,5-100 uM konsantrasyon
araliginda 3T3 hiicrelerinde 24, 48, 72 sa maruziyetinden sonra yapilan MTT
deneyi sonucunda negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslandi. Naringin PMMA
NP’lerin 24 sa maruziyetten sonra 0-50 uM konsantrasyon araliginda 3T3
hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etki gostermedigi, 50-100 uM konsantrasyon
araliginda ise daha fazla sitotoksik etki gosterdigi gozlenmistir. Naringin PMMA
NP’lerin 3T3 hiicrelerinde 24 saatlik maruziyetten sonra IC50 degeri 88,797 uM
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.27) (Sekil 4.26).

Cizelge 4.27. MTT yontemine gore naringin PMMA NP’lerin 3T3

hiicrelerinde 24 sa maruziyetten sonra sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri

(%)

0 [(-) kontrol] 1,457 £ 0,140 100,00

2,5 0,900+ 0,114 61,77

5 0,909 + 0,020 62,42

10 1,079 £ 0,085 74,09

25 1,008 + 0,066 69,22

50 0,960 £+ 0,122 65,92

100 0,661 + 0,066 45,39

*Sonuglar, ii¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.26. Naringin PMMA NP’lerin 24 saatlik maruziyetten sonra 3T3 hiicre

canlilig1 tizerine etkileri. *

*Sonuglar ii¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.

Naringin PMMA NP’lerin 48 sa maruziyetten sonra 0-50 uM
konsantrasyon aralifinda 3T3 hiicrelerinde o©nemli bir sitotoksik etki
gostermedigi, 50-100 uM konsantrasyon araliginda ise daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi gozlenmistir. Naringin PMMA NP’lerin 3T3 hiicrelerinde 48 saatlik
maruziyetten sonra IC50 degeri 95,668 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.28)
(Sekil 4.27).

Cizelge 4.28. MTT yo6ntemine gore naringin PMMA NP’lerin 3T3

hiicrelerinde 48 sa maruziyetten sonra sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(zstandart sapma) Yiizdeleri

(%)

0 [(-) kontrol] 1,556 + 0,024 100,00

2,5 1,167 £0,120 74,99

5 1,329 £ 0,100 85,43

10 1,305+ 0,156 83,89

25 1,113+ 0,248 71,53

50 1,076 £ 0,239 69,15

100 0,749 + 0,033 48,18

*Sonuglar, ti¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.27. Naringin PMMA NP’lerin 48 saatlik maruziyetten sonra 3T3 hiicre

canlilig1 tizerine etkileri. *

*Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslanmistir.

Naringin PMMA NP’lerin 72 sa maruziyetten sonra 0-10 uM
konsantrasyon araliginda 3T3 hiicrelerinde ©nemli bir sitotoksik etki
gostermedigi, 25-100 uM konsantrasyon araliginda ise daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi gozlenmistir. Naringin PMMA NP’lerin 3T3 hiicrelerinde 72 saatlik
maruziyetten sonra IC50 degeri 67,495 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.29)
(Sekil 4.28).

Cizelge 4.29. MTT yontemine gore naringin PMMA NP’lerin 3T3

hiicrelerinde 72 sa maruziyetten sonra sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri (%)

0 [(-) kontrol] 2,116 + 0,095 100,00

2,5 1,408 + 0,094 66,56

5 1,864 + 0,024 88,09

10 1,822 + 0,053 86,14

25 2,329 + 0,245 110,10

50 1,135+ 0,112 53,67

100 0,913 + 0,346 43,18

*Sonuglar, ti¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.28. Naringin PMMA NP’lerin 72 saatlik maruziyetten sonra 3T3 hiicre

canlilig1 tizerine etkileri. *

*Sonuglar, ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmusgtir.

2. Naringin PMMA NP’lerin Caco-2 hiicrelerinde 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi ile

sitotoksisitesinin degerlendirilmesine iliskin bulgular:

Naringin PMMA NP’lerin sitotoksisitesi 2,5-100 uM konsantrasyon
araliginda Caco-2 hiicrelerinde 24, 48, 72 sa maruziyetinden sonra yapilan MTT
deneyi sonucunda negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslandi. Naringin PMMA
NP’lerin 24 sa maruziyetten sonra 0-50 uM konsantrasyon araliginda Caco-2
hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etki gostermedigi, 50-100 uM konsantrasyon
araliginda daha fazla sitotoksik etki gosterdigi gézlenmistir. Naringin PMMA
NP’lerin Caco-2 hiicrelerinde 24 saatlik maruziyetten sonra IC50 degeri 76,045
uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.30) (Sekil 4.29).
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Cizelge 4.30. MTT yo6ntemine gore Caco-2 hiicrelerinde 24 sa
maruziyetten sonra naringin PMMA NP’lerin sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(zstandart sapma) Yiizdeleri

(%)

0 [(-) kontrol] 1,752 £0,136 100,00

2,5 0,963 £+ 0,057 54,97

5 1,223 £0,274 69,79

10 1,665 + 0,156 95,03

25 1,470 £ 0,042 83,94

50 1,107 £ 0,091 63,20

100 0,663 + 0,019 37,84

*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.29. Naringin PMMA NP’lerin 24 saatlik maruziyetten sonra Caco-2

hiicre canlilig1 iizerine etkileri. *

*Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.

Naringin PMMA NP’lerin 48 sa maruziyetten sonra 0-25 uM
konsantrasyon araliginda Caco-2 hiicrelerinde Oonemli bir sitotoksik etki
gostermedigi, 25-100 uM konsantrasyon araliginda daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi gozlenmistir. Naringin PMMA NP’lerin Caco-2 hiicrelerinde 48
saatlik maruziyetten sonra IC50 degeri 81,89 uM olarak belirlenmistir (Cizelge
4.31) (Sekil 4.30).
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Cizelge 4.31. MTT yontemine gore Caco-2 hiicrelerinde 48 sa

maruziyetten sonra naringin PMMA NP’lerin sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri

(%)

0 [(-) kontrol] 3,250 + 0,250 100,00

2,5 2,625+ 0,090 80,78

5 2,712 + 0,575 83,45

10 2,608 + 0,655 80,27

25 2,589+ 0,074 79,66

50 2,282 + 0,240 70,23

100 1,252 £ 0,071 38,52

*Sonuglar, ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.30. Naringin PMMA NP’lerin 48 saatlik maruziyetten sonra Caco-2

hiicre canlilig1 tizerine etkileri. *

*Sonuglar, ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.

Naringin PMMA NP’lerin 72 sa maruziyetten sonra 0-25 uM

konsantrasyon aralifinda Caco-2 hiicrelerinde Onemli bir sitotoksik etki

gostermedigi, 25-100 uM konsantrasyon araliginda daha fazla sitotoksik etki

gosterdigi gozlenmistir. Naringin PMMA NP’lerin Caco-2 hiicrelerinde 72

saatlik maruziyetten sonra IC50 degeri 82,247 pM olarak belirlenmistir (Cizelge

4.32) (Sekil 4.31).
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Cizelge 4.32. MTT yontemine gore Caco-2 hiicrelerinde 72 sa
maruziyetten sonra naringin PMMA NP’lerin sitotoksik etkisi. *

Konsantrasyon Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan

(uM) Absorbans Degerleri Hiicre
(£standart sapma) Yiizdeleri

(%)

0 [(-) kontrol] 3,500 £+ 0,245 100,00

2,5 2,062 £ 0,143 58,92

5 2,249+ 0,338 64,27

10 2,027 £ 0,049 57,93

25 2,366 + 0,328 67,61

50 1,861 + 0,028 53,18

100 1,670+ 0,212 47,71

*Sonuglar, ti¢ calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.31. Naringin PMMA NP’lerin 72 saatlik maruziyetten sonra Caco-2

hiicre canlilig1 tizerine etkileri. *

*Sonuglar, ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmugtir.
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4.5.3. Naringin PMMA NP’lerin Genotoksisitesine liskin Bulgular

1. Naringin PMMA NP’lerin 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinde COMET

yontemi ile genotoksisitesinin degerlendirilmesine iliskin bulgular:

Naringin PMMA NP’lerin sitotoksisite gostermedigi 5, 10, 25 ve 50 uM
konsantrasyonlarda 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinde ii¢ ayr1 deneyin DNA hasari
sonuglar1 Cizelge 4.33 ’de gosterilmistir.

Naringin PMMA NP’lerin negatif kontrol (%1 DMSO) ile
kiyaslandiginda 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinde diigiik dozlarda DNA hasari
olusturmadig1 saptanmaistir.

Naringinin 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinin her ikisinde de kuyruk yogunlugu
cinsinden DNA hasarinin negatif kontrole kiyasla konsantrasyon arttikca arttig1

goriilmustiir (Sekil 4.32 ve Sekil 4.33) (p < 0,001).

Cizelge 4.33. Naringin PMMA NP’lerin 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinde
genotoksik etkisi. *

Konsantrasyon 3T3 hiicrelerinde kuyruk Caco-2 hiicrelerinde kuyruk

(uM) yogunlugu (DNA hasari) yogunlugu (DNA hasar)
(£standart sapma) (£standart sapma)

0 [(-) kontrol] | 3,988 + 0,586 5,587 + 0,533

) 8,848 £ 0,443 8,687 + 0,558

10 11,139 £ 0,948 10,098 * 1,394
25 12,739+ 0,474 11,696 = 0,869
50 13,022 + 0,558 13,488 £ 1,007

*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmugtir.
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Sekil 4.32. Naringin PMMA NP’lerin 3T3 hiicrelerinde DNA hasarina etkisi. *

*Ug calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

(p < 0,001) Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmistir.

Kuyruk yogunlugu
(DNA hasari)
5

10 25 50
Konsantrasyon [uM]

Sekil 4.33. Naringin PMMA NP’lerin Caco-2 hiicrelerinde DNA hasarina

etkisi. *

*Ug calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

(p <0,001) Negatif kontrol (DMEM) ile kiyaslanmaistir.
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5. TARTISMA

Bu tez c¢aligmasi kapsaminda bitkisel fenolik bilesiklerden naringin,
berberin, PMMA kapli naringin NP’ler ve berberin NP’lerin antioksidan
Ozellikleri ile 3T3 ve Caco-2 hiicreleri lizerindeki olasi sitotoksik ve genotoksik

etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmastir.

Bitkilerden elde edilen fitokimyasal bilesikler, Gnemli terapotik etkilere
sahip olmasi nedeniyle giiniimiizde ila¢ kaynag1 olarak siklikla kullanilmaktadir.
Ozellikle bu bilesikler arasinda bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik
bilesikler sahip olduklar1 antiinflamatuvar, antiviral, antioksidan ve antikanser

etkiler nedeniyle siklikla tercih edilmektedir.

Naringin, greyfurtta bulunan flavonoid yapida bir bilesiktir; antioksidan,
lipit distiriicii, antimikrobiyal, antiinflamatuvar ve antikanser gibi c¢esitli
farmakolojik etkilere sahiptir [3]. Bir¢cok ¢alisma, naringinin hem in vitro hem
de in vivo testlerde farkli hiicresel yollarla gesitli kanser hiicrelerinin biiyiimesini
bastirdigini ve ayrica farkli kanser hiicrelerinde ¢esitli apoptotik ve proapoptotik

yollart aktive ettigini ortaya koymustur [4,116].

Berberin ise Berberis tiirlerinin kokiinden, gévdesinden ve kabugundan
izole edilen bir izokinolin alkaloit yapisinda bir bilesiktir. Tip 2 diyabet,
hiperkolesterolemi, kanser gibi cesitli hastaliklar1 tedavi etmek igin
kullanilmaktadir. Ozellikle kanser tedavisinde, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini

inhibe eden ve apoptozu indiikleyen bir ajan olarak kullanilmistir [35].

Bu fitokimyasal bilesikler umut verici antikanser etkinlige sahip
olmalarina ragmen zayif farmakokinetik profil, zayif suda c¢oziiniirlik ve
fizyolojik ortamda uyumsuzluk gibi ¢esitli dezavantajlara sahiptir. Bu durum
ozellikle berberinin potansiyel bir ilag olarak kullanimini sinirlamaktadir. Bu
amagla, antikanser bilesiklerden berberin ve naringinin terapotik etkilerini
tyilestirmek i¢in NP tabanli ila¢ uygulama sistemlerine ilgi giderek artmaktadir.
Bu amagla yapilan bir ¢aligmada, MTT yontemi ile sican feokromositoma
hiicreleri  kullanilarak berberin  ve naringin yiikli kitosan NP’lerin
sitotoksisitesini aragtirmistir. Sonug¢lar hem berberin hem de naringin yiikli

NP’lerin sitotoksik etkisinin olmadigini gostermistir [80].
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Polimetilmetakrilat (PMMA) kapli nanopartikiillerinin sitotoksisitesine
iligkin literatiir degerlendirildiginde birgok in vitro ¢alismada, farkli hiicre
hatlarinda bu NP’lerin non-toksik oldugu bildirilmekle birlikte bu konu ile

alakali1 yeterli veri bulunmamaktadir.

Antioksidan o6zellikleri bilinen berberin, naringin, berberin PMMA
NP’ler, naringin PMMA NP’lerin antioksidan kapasiteleri bu tez g¢alismasi
kapsaminda DPPH radikal silipiirme kapasitesi yontemi kullanilarak
degerlendirildi. Calisilan tiim bilesikler ve NP'ler, 1000-2000 uM konsantrasyon
araliginda en yiiksek antioksidan kapasiteyi gosterdi. Bilesiklerin negatif
kontrole (Metanol-DPPH) kars1i antioksidan kapasiteleri incelendiginde,
konsantrasyon arttikca bilesiklerin “Radikal siipiiriicii etkisinin [%]” arttig1
gbzlemlendi. 2000 uM konsantrasyonunda berberin, naringin, berberin yiikli
PMMA NP ve naringin yiiklii PMMA NP’lerin DPPH inhibisyonunun sirasiyla
%41,24, 64,08, 25,84, 34,11°e ulastig1 bulunmustur. Bu durum g¢aligmamizda
calisilan tiim bilesiklerin antioksidan kapasitelerinin oldugu ancak berberin ve
naringinin antioksidan kapasitesinin nanopartikiil formlarina kiyasla daha fazla
oldugu bulundu. Elde edilen veriler 1s1ginda bilesiklerin antioksidan kapasiteleri
degerlendirildiginde en yiiksek antioksidan kapasiteye naringinin, en az
antioksidan kapasiteye ise berberin kapsiilli PMMA NP'lerin sahip oldugu

goriildil.

Naringinin ve naringin NP’lerin antioksidan kapasitesinin aragtirildig: bir
calismada konsantrasyona bagli olarak DPPH ve TEAK yontemlerinde naringin
ve NP’lerinin antioksidan kapasitesinin konsantrasyon artisiyla birlikte arttig
bulunmustur [117]. Berberin ve berberin NP’lerin DPPH y6ntemi ile antioksidan
kapasitesinin arastirildigi bir calismada, berberin antioksidan kapasitesinin
nanopartikiil formlarina kiyasla daha fazla oldugu bulunurken aralarinda 6nemli

bir fark olmadig1 gézlenmistir [118].

Bu calisma kapsaminda berberin, naringin, berberin PMMA NP’ler,
naringin PMMA NP’lerin sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in MTT testi
kullanildi. Bu amagla 3T3 ve Caco-2 hiicreleri her bir madde ile 24, 48 ve 72
saat maruz birakildi ve bilesiklerin IC50 degerleri bulundu. MTT testi sonucuna

gore; berberinin 5-100 uM konsantrasyon araliginda 3T3 hiicresinde 24, 48, 72
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saat maruziyet sonra IC50 degerinin sirastyla 79,20, 92,43, 60,97 oldugu
saptand1. Caco-2 hiicresinde ise 24, 48, 72 saat maruziyet sonra IC50 degerinin
sirasiyla 64,48, 66,39, 73,72 oldugu saptandi. Berberinin her iki hiicre hattinda
da 50-100 uM konsantrasyon araliginda daha fazla sitotoksik etki gosterdigi
gozlemlendi. Saglikli hiicreler ile kanser hiicreleri kiyaslandiginda, 72 saatlik
maruziyet disinda kanser hiicrelerinde IC50 degerleri saglikli hiicrelere gore
daha diisiik degerde bulundu. Berberinin 72 saatlik maruziyetten sonra ise
saglikli hiicrelerde IC50 degerinin daha diisiik oldugu bulundu. Bu durum
berberinin uzun siireli maruziyette saglikli hiicrelere zarar vermeye basladigini

gostermistir.

MTT testi sonucuna gore; naringinin 25-2000 puM konsantrasyon
araliginda 3T3 hiicresinde 24, 48, 72 saat maruziyet sonra IC50 degerinin
sirastyla 1891,20, 1955,34, 1931,37 oldugu saptandi. Caco-2 hiicresinde ise
24,48,72 saat maruziyet sonra IC50 degerinin sirastyla 1991,12, 1531,17,
1452,17 oldugu saptandi. Naringinin her iki hiicre hattinda da 500-1000 uM
konsantrasyon araliginda daha fazla sitotoksik etki gosterdigi gozlemlendi.
Naringinin 24 saatlik maruziyet disinda kanser hiicrelerinde IC50 degerleri
saglikli hiicrelere gore daha diisiik bulundu. Naringinin 24 saatlik maruziyetten
sonra sitotoksik etkileri ise saglikli hiicrelerde ve kanser hiicrelerinde benzer

oldugu bulundu.

MTT testi sonucuna gore; berberin yiikli PMMA NP’lerin 5-100 pM
konsantrasyon araliginda 3T3 hiicresinde 24, 48, 72 saat maruziyet sonra 1C50
degerinin sirastyla 89,49, 91,77, 65,99 oldugu saptandi. Caco-2 hiicresinde ise
24,48,72 saat maruziyet sonra IC50 degerinin sirasiyla 93,24, 68,35, 78,82
oldugu saptandi. Berberin yiikli PMMA NP’lerin her iki hiicre hattinda da 50-
100 uM konsantrasyon araliginda daha fazla sitotoksik etki gdsterdigi
gbzlemlendi. Berberin yiikli PMMA NP’lerin IC50 degerlerinin saglikli ve
kanser hiicrelerinde 24 ve 72 saatlik maruziyetten sonra benzer dozlarda
sitotoksik etki gosterdigi bulundu. Ancak berberin yiiklii PMMA NP’lerin 48
saatlik maruziyetten sonra sitotoksik etkileri ise kanser hiicrelerinde daha diisiik

konsantrasyonlarda oldugu bulundu.
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MTT testi sonucuna gore; naringin yiikli PMMA NP’lerin 5-100 pM
konsantrasyon araliginda 3T3 hiicresinde 24, 48, 72 saat maruziyet sonra IC50
degerinin sirasiyla 88,7977, 95,6684, 67,495 oldugu saptandi. Caco-2
hiicresinde ise 24,48,72 saat maruziyet sonra IC50 degerinin sirasiyla 76,04,
81,89, 82,24 oldugu saptandi. Naringin yiikli PMMA NP’lerin her iki hiicre
hattinda da 50-100 uM konsantrasyon araliginda daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi gozlemlendi. Naringin yiiklii PMMA NP’lerin IC50 degerlerinin 72
saat maruziyet disinda kanser hiicrelerinde IC50 degerlerinin saglikli hiicrelere
gore daha diisiik oldugu bulundu. 72 saatlik maruziyetten sonra ise saglikli
hiicrelerde IC50 degerinin daha diistik oldugu bulundu. Bu durum naringin yiikli
PMMA NP’lerin uzun siireli maruziyette saglikli hiicrelere zarar vermeye

basladigini gostermistir.

Yapilan calismalarda berberin ve naringin NP’lerinin doza bagli olarak
saglikli ve kanser hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur [79].
Benzer sekilde yaptigimiz calismada elde edilen veriler 1s18inda; bilesiklerin
sitotoksisitesi degerlendirildiginde tim bilesiklerin sitotoksik etkisinin
konsantrasyon artigiyla birlikte artis gosterdigi saptanmustir. Ayrica sitotoksisite
calismalarinda berberin ve naringin bilesiklerin NP formiilasyonlar1 ile
kiyaslandiginda her iki hiicre hattinda daha yiiksek IC50 degerlerine sahip
oldugu goriildii. Berberin ve naringin daha diisiik konsantrasyonlarda kanser
hiicrelerine sitotoksik etki gosterirken ayn1 konsantrasyonlarda saglikl hiicrelere
gostermemistir.  Yapilan ¢alismalarda berberin [74,76,77,19,82] ve naringin
NP’lerinin [71,72,81] doza bagl olarak kanser hiicrelerinde saglikli hiicrelere
kiyasla daha yiiksek sitotoksisite gosterdigi bulunmustur. Bu durum NP’lerin
kanser hiicrelerine secici sitotoksik etkisini gostermektedir. Yaptigimiz ¢alisma
sonucunda elde ettigimiz veriler NP’lerin segici sitotoksite gosterdigi sonuglari

destekler niteliktedir.

Berberin NP’ler ile serbest berberinin karsilastirildigi bir ¢alismada
NP’ler saglikli hiicrelerde daha az, kanser hiicrelerinde ise neredeyse ayni
derecede sitotoksiste gosterdigi bulunmustur [77]. Baska bir ¢alismada ise
NP’lerin serbest berberine gore saglikli hiicrelerde daha az, kanser hiicrelerinde
daha yiiksek sitotoksiste gosterdigi bulunmustur [79]. Yaptigimiz ¢alismada da
elde ettigimiz veriler 1518imnda berberin, berberin yikli PMMA NP’ler ile
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kiyaslandiginda NP formunun antioksidan kapasitesinin berberine kiyasla
azaldig1 gozlenirken her iki hiicre hattinda da IC50 degerinin daha yiiksek
oldugu goriildi. Bununla birlikte NP formiilasyonlarinin antioksidan
kapasitelerinin azalmasina ragmen kanser hiicrelerinde daha diisiik dozlarda
sitotoksik etki gosterdigi bulundu. Ayrica NP formiilasyonu olusturulmasi ile
berberinin antikanser aktivitesinin iyilestirildigi sonucuna varilabilir. Bunun
yaninda berberinin ¢6ziiniirliikk problemi NP formiilasyonu sayesinde giderildi.
Bu durum, NP formiilasyonlarinin 3T3 hiicrelerinde biyouyumlulugunu

gostermektedir.

Naringin, naringin yiikli PMMA NP’ler ile kiyaslandiginda kanser
hiicrelerinde NP’lerin daha diisiik konsantrasyonlarda yiiksek toksisite
gosterdigi bulundu. Naringin bilesigi ise naringin yiikli PMMA NP’ler ile
kiyaslandiginda NP formunun antioksidan kapasitesinin naringine kiyasla
azaldigr goriilmiistiir. Bu durum, NP formiilasyonlarinin 3T3 hiicrelerinde
biyouyumlulugunu gostermektedir. Elde edilen bu veriler NP’lerin

biyouyumlulugu gosteren ¢calismalari destekler niteliktedir.

Bu calisma kapsaminda berberin, naringin, berberin PMMA NP’ler,
naringin PMMA NP’lerin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi icin COMET
testi kullanildi. Bu amacla tiim bilesikler ve NP’lerin sitotoksisite gostermedigi
belirlenen konsantrasyonlarda 3T3 ve Caco-2 hiicreleri kullanilarak her bir
madde i¢in 3 saatlik maruziyet sonucu olusan DNA hasar1 degerlendirildi.
COMET testi sonucuna gore, 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinin her ikisinde de
konsantrasyon artisina bagli olarak negatif kontrol ile kiyaslandiginda DNA
hasarmin arttig1 goriildii. Genel olarak naringin ve berberin bilesikleri, sitotoksik
olmayan konsantrasyonlarda 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinde 6nemli derecede DNA

hasar1 olusturmamustir.

Berberin bilesigi ise berberin yliklii PMMA NP’ler ile kiyaslandiginda,
NP formiilasyonlarinin berberin bilesigine gore saglikli 3T3 hiicrelerinde DNA
hasarmin daha az oldugu goriildi. Caco-2 hiicrelerinde ise NP
formiilasyonlarinin berberin bilesigiyle benzer DNA hasarlarina sebep oldugu
goriildii. Bu durum berberin yiikli PMMA NP’lerinin berberin bilesiginin

genotoksik hasarini 6nemli 6lgiide azaltabilecegini gostermektedir. Berberin
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NP’lerinin COMET yontemi ile genotoksisitesinin arastirildigi bir ¢alismada
berberin ve NP’ler, kontrole kiyasla daha yliksek DNA hasar1 gostermesine
ragmen birbirleri ile kiyaslandiginda benzer DNA hasari olusturdugu
goriilmiistiir [119]. Naringin bilesigi ise naringin yikli PMMA NP’ler ile
kiyaslandiginda, 3T3 ve Caco-2 hiicrelerinin her ikisinde de NP
formiilasyonlarinin naringin bilesigiyle benzer DNA hasarlarina sebep oldugu
goriildi. Bu durum naringin yiiklii PMMA NP’lerinin naringin bilesiginin

genotoksik hasarimi arttirmadigini géstermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Giliniimiizde birgok fitokimyasal bilesik, potansiyel terapotik aktivitelere
sahip olmasi nedeniyle hastaliklarin tedavisi i¢in siklikla arastirilmaktadir.
Ozellikle antioksidan ve antikanser etkileri bulunan bilesiklerin kullaniminin
basta kanser olmak iizere birgok hastaligin Onlenmesi, tedavisi ve saglikli
durumun korunmasi igin yararli olacagi iddia edilmektedir. Bu fitokimyasal
bilesiklerin bu terapétik etkilerinin yaninda potansiyel sitotoksik ve genotoksik
etkileri ve ¢oziiniirlik problemlerinin bulunmasi séz konusudur. Ozellikle
kanser tedavisinde ¢oziiniirliikk problemleri ve terapotik etkilerini iyilestirmek

icin nanotastyici sistemler gibi yeni tasiyici sistemlere odaklanilmaktadir.

Bu tez c¢aligmasi kapsaminda bitkisel fenolik bilesiklerden naringin,
berberin, PMMA kapli naringin NP’ler ve berberin NP’lerin antioksidan
ozellikleri ile 3T3 ve Caco-2 hiicreleri lizerindeki olast sitotoksik ve genotoksik

etkilerinin degerlendirilmesi amaglanda.

Calismalar sonucunda elde edilen verilere dayanarak, ila¢ toksisitesini
azaltmak i¢in NP tabanli sistemlerin tercih edilebilecegi diistiniilmektedir.
Ayrica NP’lerin genotoksisitesi incelendiginde serbest bilesikler ile benzer
oranlarda genotoksik etkiler gostermesi nedeniyle NP’lerin bilesiklerin
genotoksik etkilerini arttirmadi@i sonucuna varilabilir. Caligma sonucunda
NP'lerin bilesiklerin etkin dozunu ve toksik etkilerini azaltabilecegi sdylenebilir.
Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, yeni tedavi yaklasimlarina katki saglayacak
veriler sunmaktadir. Berberin ve naringin PMMA-NP'lerinin kanser tedavisinde
kullanilmas1 i¢in daha fazla in vitro ve in vivo arastirma yapilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.
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