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OZET
Cal, T. Kok hiicrelerde olas1i DNA hasar1 ve onarmmimin in Vitro
degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Toksikoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2016. Kok hiicreler,
ksenobiyotiklerin hiicre canliligina, farklilasma siirecine ve hiicre fonksiyonlari
tizerine etkilerinin incelenmesine olanak saglamaktadir. Bu nedenle in vitro ve in vivo
yOontemlere uygun bir alternatiftirler. Kemik iligi kok hiicrelerinden CD34*
hematopoetik progenitér kok hiicreleri, olasi sitotoksik ve genotoksik etkilerin
degerlendirilmesi, bu hiicrelerin kan hiicrelerine farklilasmasi ve kemik iligi
hastaliklarinin teshis, tedavi siire¢lerine katki saglanmasi agisindan onemlidir. Bu
tezde, olasi sitotoksik ve genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla, yaygin
olarak kullanilan fakat biyouyumlulugu hakkinda yeterli bilgi bulunmayan boron nitrit
nanotiipleri ve antikanser, antioksidan, antimikrobiyal, antiviral 6zellikleri nedeniyle
tedavide siklikla kullanilan fenolik bilesik kurkumin se¢ilmistir. Boron nitrit
nanotiipleri ve kurkuminin HeLa (insan serviks adenokarsinoma) hiicrelerindeki olasi
sitotoksik etkileri MTT yontemiyle, CD34" hematopoetik progenitér kok
hiicrelerindeki genotoksik etkileri ise COMET yo6ntemiyle degerlendirilmistir. Boron
nitrit nanotiiplerinin 10-600 pg/ml konsantrasyon araliginda Hela hiicrelerinde
belirgin bir sitotoksik etkisinin olmadigi ve 50-100 pg/ml ile 400-600 pug/ml doz
araliklarinda hiicre canliligini artirdigi, kurkuminin ise artan doza bagh olarak hiicre
canliligint azalttig1 goriilmiistiir. Birlikte uygulandiklarinda ise hiicre i¢in en uygun
doz araligmin 50-100 pg/ml oldugu belirlenmistir. Boron nitrit nanotiipleri ve
kurkuminin CD34" hematopoetik progenitér kok hiicrelerindeki genotoksik etkileri
incelendiginde ise boron nitrit nanotiiplerinin hiicrelerde meydana getirdigi DNA
hasart ile uygulanan doz arasinda bir korelasyon saptanmamais, fakat kurkuminin artan
dozuna bagli olarak hiicrelerde meydana getirdigi DNA hasarmin 30 dakika
inkiibasyonda azalirken, 24 saat inkiibasyon sonunda arttig1 tespit edilmistir. Birlikte
uygulandiklarinda ise, tek basina uygulamalarina gére DNA hasarinin genel olarak

daha az oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kemik iligi CD34" kok hiicresi, boron nitrit, kurkumin, comet
yontemi, oksidatif DNA hasar1, oksidatif DNA hasar onarimi.
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ABSTRACT
CalLT. In vitro assessment of DNA damage and reparation in stem cells.
Hacettepe University Health Sciences Institute Master Thesis in Pharmaceutical
Toxicology, Ankara, 2016. Stem cells provide an opportunity to analyse the effects
of xenobiotic on cell viability, differentiation and cell functions. For this reason, it is
suitable alternative for in vitro and in vivo methods. Evaluation of the possible
cytotoxic and genotoxic effects on bone marrow CD34* hematopoietic progenitor stem
cells is important for differentation property of these cells into blood cells, and also for
the diagnostic and the treatment processes of bone marrow diseases. In this thesis,
boron nitride nanotubes which are commonly used but there is not enough information
about its biocompatibility and curcumin which is being used frequently in treatment
processes for antioxidant, antimicrobial, antiviral properties for a long time are
selected to evaluate cytotoxic and genotoxic effects. The possible cytotoxic and
genotoxic effects of boron nitride nanotubes and curcumin on bone marrow CD34"
hematopoietic progenitor stem cells were evaluated by MTT assay and COMET assay,
respectively. Boron nitride nanotubes showed no significant cytotoxic effects on HelLa
(human cervix adenocarcinoma) cells at the concentrations of 10-600 pg/ml and
increased cell viability at 50-100 ug/ml and 400-600 pg/ml. Curcumin decreased cell
viability proportionally with concentration. When they were used together, 50-100
ng/ml concentrations were suitable for cell viability. When the genotoxic effects of
boron nitride nanotubes and curcumin were investigated, it is found that boron nitride
nanotubes showed no correlation for concentration and DNA damage. Curcumin
decreased DNA damage at high concentrations after 30 minutes of incubation and
increased the damage after 24 hours of incubation. When they both took place in
action, the DNA damage was lower than the single dosage groups of boron nitride

nanotubes and curcumin.

Key Words: Bone marrow CD34* stem cell, boron nitride, curcumin, comet method,

oxidative DNA damage, oxidative DNA damage reparation.
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1. GIRIS

Kok hiicrelerin; uzun siire boliinebilme, kendilerini yenileme ve ndron,
kardiyomiyosit, hepatosit gibi hiicrelere farklilasma 6zellikleri nedeniyle biyomedikal
uygulamalarda, yenileyici tedavide ve toksisite testlerinde 6nemli bir yeri vardir (1,2).
Kok hiicre temeline dayanan toksisite analizleri, ksenobiyotiklerin hiicre canliligina,
farklilagsma siirecine ve hiicre fonksiyonlari iizerine etkilerinin incelenmesine olanak
saglamaktadir. In vivo ve in vitro toksisite test yontemlerinde elde edilen bilgilerin
insana uyarlanmasindaki zorluklar, arastirmacilar1 kok hiicre ve 3D kiiltiir

sistemlerinin kullanimina yonlendirmistir (3).

Kemik iligi kok hiicrelerindeki ¢aligmalar tip alanindaki kullanimlari sebebiyle
20. yy’da hiz kazanmistir. Kemik iligindeki mikrogevre ve kok hiicre gesitliligi,
mikroanalizler ve transgenik fare modelleri kullanilarak hiicre yiizey antijenlerinin
tanimlanmasiyla aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir (4). Hematopoetik ve mezenkimal kok
hiicreler bu c¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kan hiicrelerine kaynaklik
eden hematopoetik kok hiicrelerin ve osteosit, kondrosit, adiposit gibi hiicrelere
farklilasan mezenkimal kok hiicrelerin toksisite calismalarinda kullanilmalar test
materyalinin farklilagsma siirecine etkilerinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir (3).
Ozellikle, kemik iligindeki uzun émiirlii hematopoetik kok hiicreler araciligiyla kalici
olabilecek genotoksik etkilerin incelenmesi anemi, kanser gibi hastaliklarin tedavi

edilmesi ve dnlenmesi igin gereklidir (5).

Nanomateryaller, boyutlarinin kiigiik (1-100 nm) ve ylizey-hacim oranlarinin
biiylik olmasina bagh olarak reaktif, elektronik ve katalitik 6zellikleri nedeniyle tip,
tekstil, elektronik, tarim gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (6,7). Fiziksel, kimyasal
ve biyolojik 6zelliklerine gore farkli, cok sayida nanomateryalden biri olan boron nitrit
nanotiipleri de yiliksek Young modiilii, oksidasyona dayaniklilik, termal iletkenlik gibi
stiinliikleriyle genis kullanim alanina sahiptir  (8,9). Biyolojik inert olmalari
nanovektor olarak klinik ve biyomedikal uygulamalarda kullanimlarina olanak
saglayabilir. Ancak, boron nitrit nanotiiplerinin biyolojik sivilardaki ¢oziiniirliik
problemi nanotiiplerin polimer kaplama, kimyasal modifikasyonlar uygulama gibi

islemlere tabi tutulmasini1 gerektirmektedir (10).



Antiinflamatuvar, antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser etkileri nedeniyle
Hint ve Cin geleneksel tip uygulamalarinda kullanimi bulunan fenolik bilesik
kurkuminin biyoyararlanimini artirmak amaciyla kurkumin igeren nanopartikiil
formiilasyonlar1 kullanilmaktadir (11,12). Boron nitrit nanotiiplerinin, kurkuminin
biyolojik etkilerinden faydalanilmasinda uygun bir formiilasyon maddesi olma

potansiyeli mevcuttur.

Toksisite testlerinin vazgecilmez bir pargasi halindeki hayvan deneylerine
uygun bir alternatif olabilecek kok hiicrelerin sitotoksisite ve genotoksisite
mekanizmalarinin anlasilmasi, boron nitrit nanotiipleri ile kurkuminin biyolojik
stvilardaki ¢oziiniirliiklerini artirmak amaciyla uygun formiilasyonun gelistirilmesi
gerekmektedir. Bu tez c¢alisgmasi kapsaminda, boron nitrit nanotiiplerinin
biyouyumlulugunun degerlendirilmesi ve kurkumin bilesigi ile kombine uygulanmasi
durumunda kemik iligi kok hiicrelerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerinin MTT

ve COMET yontemleriyle belirlenmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kok Hiicre Tanim ve Siniflandirmasi

Kok hiicreler; aktif telomeraz enzim aktivitesi sayesinde uzun siire boliinebilen
hiicrelerdir. Diger hiicrelerden farkli olarak baslangigtaki hiicrenin karakteristik
Ozelliklerini tasiyan, en az bir benzer hiicre olusturabilme (self renewal)
yetenegindedirler. Uygun sinyaller aldiklarinda bir veya birden fazla hiicre serisine
farklilasabilir (multi-lineage differentation) ve islevsel olarak bir dokuyu yeniden

yapilandirabilirler (13-16).

Kok hiicreler; boliinme, farklilasma ozellikleri ve kaynaklarima gore olmak

tizere temel olarak iki farkli sekilde siniflandirilabilir.

2.2. Boliinme, Farkhlasma Ozelliklerine Gore Kok Hiicre Siiflandirmasi
Boliinme, farklilagsma 6zelliklerine gore kok hiicreler; totipotent, pluripotent,

multipotent, oligopotent ve unipotent olmak {izere bes grup altinda toplanabilir.

Totipotent kok hiicreler; embriyo, embriyo sonrasi biitiin doku ve organlar ile
embriyo dist membranlari ve organlari olusturan, sinirsiz farklilasma ve farkli yonlere
gidebilme yetenegine sahip kok hiicrelerdir (17). Zigot ve erken embriyo doneminde
8 hiicreye kadar olan tiim blastomerler totipotent 6zelliktedir (14,18). Memelilerde bir
totipotent kok hiicre yaklasik 200 6zellesmis somatik hiicre tipini igeren karmasik bir

organizmay1 olusturabilme yetenegine sahiptir (19).

Pluripotent kok hiicreler; fertilizasyonun 5. giiniinde olusan blastosist
evresindeki embriyoda bulunan ve blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen
hiicrelerdir (13). Bu hiicreler islev goren bir organizmayi olusturamazlar; fakat gerekli
ortam saglandiginda ekdoderm, mezoderm ve endodermden koken alan farkli hiicre

cesitlerine farklilasabilirler (13,20).

Multipotent kok hiicreler; embriyonik gelismenin ilerleyen evrelerine ait
hiicrelerdir. Ozellesmis hiicre tiplerine farklilasabilirler ve yer aldiklar1 dokunun hiicre
tipini iireten erigskin kok hiicrelerine dontsiirler (13,20). Kas, kemik, kikirdak, yag, bag
ve destek dokularini olusturabilme kapasitesine sahip olan mezenkimal kok hiicreler

ozellikli multipotent kok hiicre tipidir (19).



Oligopotent kok hiicreler ise bir doku icindeki iki ya da daha fazla hiicre
dizisini olusturabilen kok hiicrelerdir. Beyindeki bir néron alt dizisini olusturabilen
noral kok hiicreler veya miyeloid kok hiicreler oligopotent kok hiicrelere 6rnek olarak

verilebilir (18,21).

Unipotent kok hiicreler; sadece bir seriye ait hiicreleri olusturabilen kok
hiicrelerdir ve kas kok hiicreleri ile hematopoetik kok hiicreler tipik 6rnekleridir

(18,22).

2.3. Kaynaklarmma Gore Kok Hiicre Siniflandirmasi

Kaynaklarina gore kok hiicre siniflandirmasi temel olarak embriyonik ve
embriyonik olmayan kok hiicreler (yetiskin kok hiicresi) seklinde iki grup altinda
toplanmaktadir (23).

Embriyonik kok hiicreler, blastosist evresindeki 5-6 giinlik memeli
embriyosunun i¢ hiicre kitlesinden elde edilen ve embriyodaki tiim hiicre tiplerine
farklilasma kapasitesine sahip, pluripotent 6zellikteki hiicrelerdir (23-27). Blastosist;
trofoektoderm denilen ve sonrasinda plasenta ile destek dokular1 meydana getiren dis
hiicre tabakasini, fotal yapiyr olusturan i¢ hiicre Kkitlesini igerir (14,28).
Teratokarsinomlardan elde edilen embriyonik karsinoma ile primordiyal germ
hiicrelerinden elde edilen embriyonik germ hiicreleri bu hiicre grubunda yer alir
(29,30).

Embriyonik olmayan ya da yetigskin kok hiicreleri, bir doku veya organdaki
farklilasmis hiicrelerin ¢evresinde bulunan, kendini yenileme ve koken aldiklari
dokunun ¢esitli hiicrelerine farklilagsma yetenegindeki multipotent veya unipotent
ozellikteki hiicrelerdir (31). Bazi ¢aligmalarda yetigkin kok hiicrelerinin pluripotent
Ozellige de sahip olabilecekleri goriilmistiir (32,33). En ¢ok bilinen Ornekleri
hematopoetik kok hiicreler olmakla birlikte karaciger, gastrointestinal sistem, deri, kan
damarlar1 gibi bolgelerde bulunduklart belirlenmis (34,35) olan bu hiicreler hasarl

dokunun onarimindan ve doku homeostazinin siirdiiriillmesinden sorumludur (36).

2.4. Kemik iligi Yapisi ve Kemik iligi Kok Hiicreleri
Kemik iligi, uzun ve aksiyal kemiklerin merkezindeki bosluklarda yer alir ve

trabekiiler kemikteki vaskiiler siniislerin ¢evreledigi adipoz hiicreleri ile hematopoetik



doku adalarini igerir (37). Kemik iligi mikrogevresinde makrofaj, adiposit, fibroblast,

retikiiler endotelyal hiicreler ve osteojenik prekiirsor hiicreler bulunmaktadir (38).

Kemik iligi kok hiicreleri; miyokard, kalp kapak¢igi, damar, hasarli kemik,
tendon, kikirdak, meniskiis ve deri gibi dokularin onarim ve yenilenmesine katkida
bulunur. Bu hiicreler hematopoetik ve mezenkimal kok hiicreleri olmak tizere iki grup
kok hiicre icermektedir (39). Kemik iligindeki hematopoetik kok hiicreler stromal
hiicrelerle ¢evrili halde ve trabekiiler bolgede bulunur, olgunlastiklarinda vaskiiler
sisteme gecer; mezenkimal kok hiicreler de kemik boslugunda yer alir ve kondrosit,

osteoblast, fibroblast, adiposit gibi stromal hiicreleri meydana getirir (40-42).

2.5. Hematopoetik Kok Hiicre

Hematopoez organizmanin embriyonik ve yetiskin diizeyde kan hiicresi
olusturmasini tanimlar ve hematopoetik kok hiicrenin gelisim, kendini yenileme,
farklilasma siireglerini kapsar (43). Yetiskin kok hiicre tiplerinden biri olan
hematopoetik kok hiicreler tiim kan hiicrelerine kaynaklik etmektedir (44). Kok
hiicreler, progenitor ve farklilagmig hiicrelerden olusan hematopoetik sistem, giinde
2x10!! ve ortalama bir insan émrii boyunca 5x10%° ‘den fazla eritrosit iiretmektedir
(45). Hematopoetik kok hiicrelerin kan hiicreleri disinda endotel hiicreleri, diiz kas
hiicreleri, kardiyak miyositler ve hepatositler gibi hiicrelere de farklilasabilecegini
bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (46,47), ancak daha sonra yapilan bazi ¢aligmalarda
ise hematopoetik kok hiicrelerdeki degisimin sadece hiicre flizyonundan

kaynaklandig1 sonucuna vartlmistir (48,49).

Hematopoetik kok hiicreler gelisimsel olarak aorta-gonad-mezonefroz
bolgesinden koken alir ve fetus karacigerine go¢ eder. Kemik bosluklari olustugunda
kemik iligini olusturmak iizere endosteuma gog¢ etmeye baglar ve bireyin geri kalan
yasaminda Ozellesmis nislerde yer alirlar (50). Kok hiicrelerin kendini yenilemesi,
farklilagsmasi gibi siiregler nis adi verilen mikrogevrelerde gerceklesir (51). Nislerde
kemik iligine 6zgil hiicreler, stromal hiicreler ve hiicre-dis1 matriks bilesenleri ile
hematopoetik kok hiicreler arasindaki bazi molekiiller, faktorler ve sinyaller
aracilifiyla gerceklesen yiliksek diizey etkilesimler hiicre fonksiyonlarimi ve
karakteristiklerini diizenleyerek yetiskin hematopoezinin dengede kalmasini saglar

(43). Bu siiregteki mekanizmalardan biri asimetrik ve simetrik hiicre boliinmesi



arasindaki dengenin saglanmasidir. Simetrik hiicre boliinmesi, kok hiicrenin benzer
iki hiicreye boliinmesi ve bu hiicrelerin niste kalmasi, asimetrik hiicre boliinmesi ise
kok hiicre boliinmesiyle meydana gelen hiicrelerden birinin niste kalirken, digerinin

yeni hiicreler olusturmak {izere nisi terk etmesidir (52,53).

Kemik iliginde osteoblastik (endostel) nis ve vaskiiler (endotelyal) nis olmak
tizere iki farkli nis bulunmaktadir (40,43). Hematopoetik kok hiicreler farkli kosullar
altinda, fiziksel olarak tamamen ayri olmayip baglantili olan bu iki nisten birini
kullanirlar. Vaskiiler nisteki hematopoetik kok hiicreler ve hematopoetik progenitor
hiicreler daha olgun, ¢ogalabilen, farklilasmaya yatkin hiicreler iken osteoblastik
nisteki hematopoetik kok hiicreler siklusun Go evresinde olan, kendini yenileme

yeteneginde hiicrelerdir ve sayilari vaskiiler nis kok hiicrelerinden daha azdir (43).

2.5.1. Osteoblastik Nis

Uzun kemiklerin trabekiiler alaninda kemik ve kemik iligini birbirinden ayiran
endosteum, kemigin mediiller kavitesine bakan kisim {izerinde osteojenik 6zellikteki
tek sirali hiicreleri icerir. Hematopoetik kok hiicreler, kemik olusumunda rol alan
osteoblastlar ve kemik rezorpsiyonunu saglayan osteoklastlar bu bolgede yer alir (43).
Hiicre siklusu yavas sekilde devam eden, uzun 6miirlii hematopoetik kok hiicreler ve
aktif hiicre dongiisiine sahip kisa Omiirlii hematopoetik kok hiicreler olmak tizere iki
c¢esit hematopoetik kok hiicre bulunmaktadir. Uzun 6miirlii hematopoetik kok hiicreler
aylarca hematopoeze katkida bulunurken, kisa dmiirlii hematopoetik kok hiicreler i¢in

bu siire birkag hafta ile sinirlidir (54,55).

Osteoblastik nisin hematopoetik kok hiicre devamliligindaki rolii konusunda
Visnjic ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada; alfa-1 kollajenin kontrolii altindaki
herpesviriis timidin kinaz (TK) genini ekprese eden transgenik farelerde gansiklovir
uygulamasina bagli olarak kemik iligindeki lenfoid, eritroid ve myeloid hiicrelerinde,
takiben hematopoetik kok hiicrelerinde azalma goriilmiis; gansiklovir uygulamasinin
kesilmesiyle yeniden olusan osteoblastlarla birlikte hematopoezin de yeterli diizeye

ulagmasi saglanmigtir (56).

Transgenik farelerle yapilmis ¢alismalarda osteoblastlarin kemik iligindeki
hematopoetik kok hiicrelerin diizenlenmesindeki fonksiyonel 6nemi ve endosteumda

kok hiicre ile osteoblastlarin etkilesim iginde oldugu goriilmiis; fakat hematopoezin



devam ettigi karaciger, dalak gibi osteoblastin bulunmadig1 ekstramediiller bolgelerin
varligt nedeniyle tiim hematopoetik kok hiicrelerin osteoblastlarla iliskili

olmayabilecegi belirlenmistir (42).

2.5.2. Vaskiiler Nis

Vaskiiler nis, kemik iligi siniizoidleri bolgesinde yer alan ve icerdigi siniizoidal
endotelyal hiicrelerce hematopoetik kok hiicre cogalma, farklilasma ve devamliliginin
saglandigrt mikrogevredir. Hemanjioblastlardan koken alan hematopoetik ve
endoteliyal hiicreler yolk sak, aorta-gonad-mezonefroz ve plasenta asamalarindan
itibaren kemik iliginde devam eden bir yakin iligki i¢indedir (57). Osteoblastik niste
pasif durumda bulunan hematopoetik kok hiicreler vaskiiler nisteki endotelyal
hiicrelere penetre olarak ¢esitli kan hiicrelerine farklilagirlar (58). Hematopoetik kok
hiicre ve endoteliyal hiicrelerde CD31, CD34, CD133, Flk-1 ve Tie2 ekspresyonunun
hiicreler  arasindaki  ligand-reseptor  etkilesmesinin ~ gdstergeleri  oldugu
diigiiniilmektedir ve SDF-1, CXCR4 ve adezyon molekiillerinin hematopoetik kok ve
progenitor hiicrelerin kemik iligi mikrogevresindeki yerlesimi icin yiiksek diizeyde

bulunmalar1 gerektigi bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir (59,60).

Endoteliyal hiicrelerin hematopoezin diizenlenmesindeki fonksiyonunu
belirlemek tlizere BALB/c fareleri total viicut radyasyonuna maruz birakilmis ve
allojeneik endotelyal progenitor hiicre inflizyonu yapilan farelerde kontrol grubuna
gore noétrofil, platelet ve periferal beyaz kan hiicrelerinde, kemik iligi mikrovaskiiler

iyilesmede artig goriilmiistiir (61).

2.6. Mezenkimal Kok Hiicre

Kemik iligi stromal hiicreleri olarak da bilinen mezenkimal kok hiicreleri (62)
yag, kas, kikirdak ve kemik dokularia farklilasabilen progenitdr 6zellikte, adherent,
fibroblast benzeri heterojen hiicre toplulugudur (63-65). Mezenkimal kok hiicreler
kemik iligi, kordon kani, trabekiiler kemik ve adipoz dokulardan izole edilebilir (57-
59).

In vitro ortamda adiposit, osteoblast ve kondroblastlara farklilasma 6zellikleri
bulunmaktadir (66). Mezenkimal kok hiicrelerin belirlenmesinde farklilasma
potansiyellerinin yaninda; CD29, CD44, CD90 (Thy-1), CD49a-f, CD51, CD73
(SH3), CD105 (SH2), CD106, CD166, CD13, Stro-1 yiizey molekiillerinin varligi ve



CD45, CD34, CD14, CD11lb, CD79a, CD19, HLA-DR yiizey molekiillerinin

bulunmamasindan yararlanilmaktadir (67,68).

Mezenkimal kok hiicreler, salgiladiklar1 sitokinler ve biiyliime faktorleriyle
hematopoetik kok hiicreler i¢in gerekli olan mikrogevre devamliliginin saglanmasinda,

kan damari olusumu ve damar fonksiyonunun kazanilmasinda énemlidir (69,70).

2.7.  Genotoksik Etki Tanim ve Kemik iligi Kok Hiicreleri Acisindan Onemi
Genotoksik etki (genotoksisite), ksenobiyotikler, radyasyon gibi eksojen ve
serbest radikaller gibi endojen etmenlerin DNA molekiiliinde yaptig1 kalic nitelikteki
degisikliklerdir. Somatik hiicrelerde, germ hiicrelerinde ve kok hiicrelerde olusan
genetik degisiklikler onemli saglik sorunlarina yol agabilir. Somatik hiicrelerde
meydana gelen mutasyonlar, proto-onkogenlerde, timor siipresor genlerde ve/veya
DNA hasarindan sorumlu genlerde olusmuslarsa kanser gelisimine neden olabilir.
Somatik hiicrelerde DNA hasar1 birikimi, yaslanmanin hizlanmasinda, immiin
bozukluklarin, kardiyovaskiiler ve nérodejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda rol
oynamaktadir. Germ hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar ise diisiik sayisinda

artiga, kisirlik ve yavruya ya da daha sonraki nesillere aktarilabilen kusurlara neden

olabilir (71).

Kok hiicrelerin genotoksik etmenlerle karsilagsmas1 durumunda da hiicre sagligi
bozulmaktadir. Endojen ve eksojen genotoksik maddelere maruziyet kemik iligi
hiicreleri iizerinde hiicresel yaslanma, kanser (16semi, lenfoma), anemi gibi sonuglara
yol acabilmektedir. Progenitér ve olgun kan hiicrelerinde genotoksikanlarin etkisi
apoptoz ve hiicre Olimii ile sonuglanirken; uzun Omiirlii ve durgun fazdaki
hematopoetik kok hiicrelerde devam eden genotoksik stresin kemik iligi yetmezligine

yol agabilecegi belirlenmistir (5,72).

Dokuda bulunan kok hiicreler doku gelisimi ve onarimindan, doku
homeostazinin siirdiiriilmesinden sorumlu olduklar1 i¢in kok hiicrelerin organizma
yagsam1 boyunca korunmasi 6nemlidir. Kok hiicrelerin sinirsiz béliinme kabiliyeti ve
farklilasma 06zelligi bu hiicreleri tiimér olusumu i¢in potansiyel kaynak haline
getirmekte; bu nedenle genotoksik stresin ve genetik onarim mekanizmalarinin

anlasilmasi1 gerekmektedir (73). Bu amagla tedavide kullanimlar1 agisindan da 6nemli



olan mezenkimal ve hematopoetik kemik iligi kok hiicrelerinde yapilmis genotoksisite

caligmalar hiicre ¢esidine gore gruplandirilmstir.

2.8. Hematopoetik Kok Hiicrelerdeki Genotoksisite Calismalari

Hematopoetik kok hiicrelerdeki niikleotid eksizyon onarimi, telomer
devamlilig1 gibi genomik yapinin korunmasindaki yolaklarda meydana gelen hasarlar
kok hiicrelerin ¢ogalma, kendini yenileme gibi islevlerinin kaybina neden olur.

Sonugta, kok hiicre yaslanir ve doku homeostazi olumsuz etkilenir (74).

Benzenin indiikledigi kemik iligi toksisitesinin fare hematopoetik progenitor
hiicrelerinde incelendigi bir ¢alismada hematopoetik hiicre proliferasyonun
baskilandigi, DNA hasar1 ve apoptoz belirteci genlerin ekpresyonlarinda artis oldugu;
Recio ve dig. tarafindan yapilan ¢aligmalarda da benzen detoksikasyonunda gérev alan
kinon oksidorediiktaz-1 ve mikrozomal epoksit rediiktaz enzimlerinin hematotoksisite
ve genotoksisite olusumunda belirleyici olduklar1 goriilmiistiir (75,76). Inhalasyon
yolu ile benzene maruz birakilan farelerdeki hematopoetik kok hiicre ve kemik iligi
incelemesinde ise benzenin kemik iligi hiicrelerinde p21 mRNA indiiksiyonu yaparken
hematopoetik kok hiicrelerde degisiklige neden olmadigr gorilmistiir (77). Fankoni
anemisindeki DNA hasar mekanizmasinda da p53/p21 hiperaktivasyonunun sorumlu
oldugu belirlenmistir (78). Zhang ve dig. tarafindan yapilan bir ¢alismada DNA
bagimli protein kinaz katalitik alt biriminin (DNA-PKcs) fosforilasyonunun fare
hematopoetik kok hiicrelerindeki DNA hasar onarim yolaklarinin aktivasyonuna

neden oldugu belirlenmistir (79).

Kadin ve erkek dondrlerden alinan insan CD34" hematopoetik progenitor
hiicrelerinde benzenin kemik iligi bozukluklari ile iligkisinin incelendigi bir calismada,
1,4- benzokinonun sitotoksik, genotoksik etkileri ve hiicrelerin DNA hasar cevaplari
belirlenmigtir. Uygulanan 1,4- benzokinon konsantrasyonuyla orantili olarak, kontrol
grubuna gore sitotoksisitede, mikroniikleus tasiyan CD34" hiicrelerinde ve p21 mRNA
diizeylerinde artis gézlenmistir. Benzenin indiikledigi DNA hasar onariminda p53
yolaginin gorev aldig1 sonucuna varilmistir, bu sonu¢ Yoon ve dig. tarafindan fare
hematopoetik kok hiicrelerinde yapilmis bir baska calismada da elde edilmistir
(80,81).
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Buschfort-Papewalis ve dig. tarafindan insan kemik iligi ve kordon kani
hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada ise etil nitréz tire uygulamasinin ardindan CD34"
hiicrelerinde CD34" hiicrelerine kiyasla DNA tek zincir kiriklarmin iki kat fazla
olustugu goriilmiis, melfalan ve sisplatin uygulamalarinda da DNA tek zincir
kiriklarinin  onarim mekanizmalarinda azalma belirlenmistir (82). Insan CD34"
hiicrelerinde UV radyasyonun indiikledigi tek zincir kiriklarinda ise niikleotid
eksizyon onarim mekanizmasinin CD34 hiicrelere gore daha fazla aktive oldugu tespit

edilmistir (83).

2.9. Mezenkimal Kok Hiicrelerdeki Genotoksisite Calismalari

Nikitina ve arkadaglarinin, fare kemik iligi hiicreleri ve kemik iligi mezenkimal
kok hiicrelerinde DNA hasarint COMET yontemi ile degerlendirdikleri bir ¢aligmada,
farkli kiltiir donemlerindeki (pasaj 3-11) hiicreler karsilagtirilmis; DNA hasar
diizeyinin kiiltiir stiresince kemik iligi hiicreleri ve mezenkimal hiicrelerde
degismedigi gortilmistiir. Kemik iligi hiicrelerinde gozlenen %10-28 oranindaki atipik
hiicreler ve mezenkimal hiicrelerde ge¢ donem pasajlarinda artan apoptoz, DNA
biitiinligliniin korunmasinda kiiltiir kosullarinin 6nemini gostermistir. Mezenkimal
kok hiicrelerin uzun dénem Kkiiltiirlerinde (5-106 hafta) de hiicrelerin morfolojik ve
fenotipik 6zelliklerinde degisiklikler, cogalma yeteneginde artis ve malign hiicrelere

farklilasma goriilmiistiir (84,85).

Fare mezenkimal kok hiicrelerinde formaldehitin c¢esitli dozlarda
uygulamasinin yapildigi in vitro bir ¢alisgmada 125 uM ve tizeri dozlarda DNA-protein
capraz baglanmalar1 zincir kiriklar1 ve DNA hasar cevabinda rol alan Brca2, Rad51,

Xrcc2, Xpa, Xpc, Chekl ve Husl diizeylerinde artma goriilmiistiir (86).

Tiimdr olusumunun kok hiicrelerdeki spontan mutasyonlardan kaynaklandigi
hipotezinin arastirildig: bir ¢aligmada fare kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri in
vitro kiiltiir ile ¢cok sayida pasaji yapilarak malign hiicrelere doniisiim asamasinda
farelere enjekte edilmis ve fibrosarkom olusumu goézlenmistir. Mezenkimal hiicrelerin
malign hiicrelere doniisiimiiniin kromozom anormallikleri, artan telomeraz aktivitesi

ve c-myc ekpresyonuna bagli olarak gerceklestigi sonucuna varilmistir (87).

Kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerindeki calismalarda sigan hiicrelerinin

dogru bir model olmayabilecegi kiiltiir kosullarindan bagimsiz olarak andploid
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Ozellikte olmalarinin ve kromozomal instabilitenin belirlenmesiyle anlasilmistir (88).
Diger taraftan, Gallina ve dig. tarafindan sigan modeli kullanilarak yapilmis bir
calisma 1ile rejeneratif tedavide kontrast madde olarak kullanilan SiO2
nanopartikiillerinin mezenkimal kok hiicrelerde sitotoksik ve genotoksik etkiler
gostermedigi belirlenmis, kobalt ¢inko ferrit nanopartikiillerinin ise yliksek dozda
uygulanmasinda DNA zincir kiriklar1 ve oksitlenmis DNA bazlarina neden oldugu

tespit edilmistir (89,90).

Bir ¢evresel kirletici olan p-nonil fenoliin sican kemik iligi mezenkimal kok
hiicrelerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢alismada hiicre canliligindaki azalmanin
membran Dbiitiinliigliniin  bozulmasi, ¢ekirdek ve kaspaz-3 aktivasyonuna bagh
kromatin hasar1 ile reseptor genlerindeki mutasyonla iliskili olabilecegi belirlenmis,
benzer bir c¢alisma kadmiyum ve sodyum arsenik ile de yapilarak uygulanan
maddelerin mezenkimal kok hiicrelerinde DNA hasarina yol agtig gorilmistiir (91-
94). Statik manyetik alan etkisinin sigan mezenkimal kok hiicrelerinde DNA hasar

cevabi olan G2/M fazindaki hiicre sayisini artirdigi goriilmiistiir (95).

Ueyama ve dig. tarafindan insan kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinde
yapilan bir ¢alismada ise, kiiltiir kosullarindaki oksijen miktarinin hiicre stabilitesinde
onemli oldugu, hipoksik kosullarin (%5 oksijen) normoksik kosullara gore (%20
oksijen) hiicre ¢ogalmasini hizlandirdigr ve erken donem pasajlarinda kromozomal
anormalliklerin ortaya ¢ikmasina sebep oldugu belirlenmistir (96). Benzer bir ¢alisma
daha sonra Lee ve dig. tarafindan da yapilmis ve hipoksik (%1 oksijen), normoksik
(%21 oksijen) kosullarin hiicre kiiltiiriindeki etkileri incelendiginde mezenkimal kok
hiicrelerin hipoksik kosullarda ¢ogalma potansiyellerinin ve koloni olusturma
etkinliklerinin azaldigi, hiicrenin hipoksik kosullara adaptasyonunda gorevli HIF-

lo’nin azalmasina yol agan miR-155-5p’nin arttig1 goriilmistiir (97).

Arsenik trioksitin de insan kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinde
endoplazmik retikulum stresi ve kaspaz bagimli mitokondriyal yolagin araci oldugu
apoptotik hiicre 6liimlerine, DNA hasarina neden oldugu King ve dig. tarafindan

yapilmis bir ¢aligma ile belirlenmistir (98).

Demir oksit nanopartikiillerinin biyomedikal uygulamalardaki gilivenliginin

incelendigi insan kemik iligi mezenkimal kdk hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada ise
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oksidatif hasara bagli lipit, protein ve DNA hasar1 gorilmiis, giimiis
nanopartikiillerinin kullanildig1 baska bir calismada ise DNA tek ve ¢ift zincir kiriklart
belirlenmistir (99,100).

2.10. Nanopartikiil Tanim

Nanopartikiiller, 1-100 nm boyutlarinda partikiillerdir (101). Hacim-yiizey
oranlarinin  biiyiik, kimyasal yiizey karakterlerinin farkli olmasi sayesinde
nanopartikiiller ile formiilasyon gelistirmek kolaydir. Suda ¢oziiniirliiklerine bagh
olarak biyoyararlanimlarinin iyi olmasi, viicutta kalma siirelerinin uzun olmasi ve
viicudun belli bolgelerine hedeflenebilme 6zellikleri nedeniyle ilag gelistirme, hiicre
goriintliileme gibi biyomedikal uygulamalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar
(102-106). Ozellikle goriintiilemede kontrast madde olarak, biyosensorlerde, asilarin
tiretiminde, antikanser ve antiinflamatuvar ilaglarda, niikleik asit, gen, peptit ve

proteinler igin tasiyici sistemler olarak nanopartikiiller kullanilmaktadir (107,108).

2.10.1. Boron Nitrit Nanotiipleri

Son yillarda, genis kullanim alanlar1 nedeniyle nanoyapilar {izerindeki
arastirmalar dikkat cekmektedir (106,109). Karbon nanotiiplerinin 1991 yilinda Iijima
ve dig. tarafindan kesfedilmesinin ardindan, nanotiipler iistlin elektronik, mekanik,
termal ve optik Ozellikleri sayesinde biyomedikal uygulamalar i¢in fonksiyonel
modifikasyona elverisli olmalar1 nedeniyle ilgi géren bir ¢aligma alani haline gelmistir
(110,111). Bu calismalarla; inorganik nanotiipler (Ti20, V7016 , Au) (112-114) ve
polimerik nanotiipler (poliakronitril, polianilin) (115,116) gibi ¢esitli nanotiipler elde

edilmistir.

Nanotiipler, oriilii bir yap1 olan grafen levhanin silindir seklinde sarilmasi ve
uglarmin silindir kapagi ile kapatilmasiyla meydana gelirler (117,118). Temelde tek
duvarl (single-walled) ve ¢ok duvarli (multi-walled) nanotiipler (Sekil 2.1) olarak
siniflandirilmakla birlikte koltuk tipi nanotiip, zikzak yapan nanotiip ve kiral nanotiip

(Sekil 2.2) seklinde de siniflandirilabilmektedirler (117,119).
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Sekil 2.1. Cok duvarli karbon nanotiiplerinin yapis1 (120).
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Sekil 2.2. Tek duvarli nanotiipler (a) koltuk tipi nanotiip, (b) zikzak yapan nanotiip,
(c) kiral nanotiip (120).

Tek duvarli nanotiipler bir grafen levhanin tiip olusturmak iizere bir eksen
etrafinda yuvarlanmasiyla meydana gelir (121). Uzunluklar1 mikrometre diizeyinde
iken caplar1 0,4 nm ile 2-3 nm arasinda degismektedir (120). I¢ ice ge¢mis tek duvarl
nanotiipler olarak da diisiiniilebilecek olan ¢ok duvarli karbon nanotiipleri ise bir¢ok
grafen levhanin ayni eksen etrafinda yuvarlanmasiyla meydana gelmektedir ve bu
levhalar arasindaki uzaklik 0,34 nm’dir (122,123). Caplar1 yaklagik 1 nm olan gok

duvarli nanotiipler biiyiik uzunluk/¢ap oranina sahiptirler (118).

.
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Sekil 2.3. Grafen levhanin 6rgii vektorleri a1 ve az, nanotiiplin yuvarlanma ekseni ise

Ch ile gosterilen kiral eksendir (121).
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Tek duvarli nanotiipiin olusturulmasinda yer alan grafen levha parcasinda
(Sekil 2.3) a1 ve az 6rgii vektorleri, n ve m tam sayilar olmak tizere kiral eksen; Ch=naz
+ ma; olarak ifade edilir. Nanotiipler n, m veya R=Cy/2nt ve Ch ile en yakin zikzak C-
C bag arasindaki ag1 olan © ile belirtilir. Akiral 6zelikteki zik zak nanotiipler igin (n,0)
ve (6=0°) iken koltuk tipi nanotiiplerde (n,n) ve (©6=30°)’ dir. Kiral nanotiiplerin kiral
acist ise ©=0° ve ©=30° arasinda degismektedir (118).

Tek duvarli karbon nanotiip sarmal yapilarinin, tiip ¢ap1 ve kiralitelerine bagl
olarak metalik veya yari iletken olabildigi goriilmiis; fakat istenilen saflik ve sarmal
yapida karbon nanotiiplerinin sentezi saglanamadigi i¢in alternatif bulma caligmalari
benzer yapida olan tek boyutlu boron nitrit nanotiiplerini akla getirmistir

(110,111,124-129).

Karbon nanotiiplerinin yapisal analogu olan boron nitrit nanotiipleri ilk kez saf
halde 1995 yilinda, ark bosaltma ve lazer asindirma yontemi ile sentezlenmistir (9,130-
132). Ark bosaltma yonteminde hekzagonal boron nitrit igeren tungsten ¢ubuk anot
olarak, bakir levha ise katot olarak kullanilmis ve gri boron nitrit nanotiipleri bakir
levha tlizerinde toplanmistir (124). Boron nitrit nanotiiplerinin yaninda boron nitrit
nanolevhalar1 ve boron nitrit nanokurdeleleri gibi ¢esitli boron nitrit nanoyapilar1 da

bulunmaktadir.

2.10.2. Boron Nitrit Nanotiiplerinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kiibik boron nitrit, hekzagonal boron nitrit, viirtzit boron nitrit gibi farkl kristal
yapida boron nitrit bilesikleri bulunmaktadir (133). Hekzagonal boron nitritin silindir
seklinde sarilmasi olarak diisliniilebilecek olan boron nitrit nanotiipleri temel olarak
karbon nanotiiplerindeki C atomlarinin B ve N atomlariyla yer degistirmesi sonucu
meydana gelmekte ve sarilma dogrultusuna gore zikzak, koltuk ve kiral boron nitrit
olmak {izere cesitleri bulunmaktadir. Boron nitrit nanotiiplerinin uzunluklar 1
mikrometreden fazla ve g¢aplart nanometre boyutundadir. Radyal kesitleri
incelendiginde bulunan tabaka sayisina gore tek duvarli boron nitrit nanotiipleri (tek

boyutlu) ve ¢ok duvarli boron nitrit nanotiipleri (2 boyutlu) olarak adlandirilirlar (134).
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Sekil 2.4. I¢i dolu daireler bor atomunu, i¢i bos daireler azot atomunu temsil etmek
tizere hekzagonal boron nitrit yapisinda; O-A dogrusu B-B’ dogrusuna
gelecek sekilde sarildiginda boron nitrit nanotiipleri elde edilebilmektedir

(134).

Kiral vektor Cn, OA vektori olarak ifade edilmekte, a1 ve az vektor
bilesenlerinden meydana gelmek tizere Ch= nai + maz formiiliinde n ve m tamsayailar,
n>m>0, (n,m) ¢ifti boron nitrit kiralitesidir. (n,0) ve (n,n) zikzak ve koltuk boron nitrit,

n>m>0 olmas1 durumunda ise kiral nanotiip olarak adlandirilir (134).

zikzak (15,0) koltuk (8,8) kiral (8,5)

Sekil 2.5. Tek duvarli boron nitrit nanotiiplerinin zikzak, koltuk ve kiral modelleri

(135).

Karbon nanotiiplerinin bant aralig1 2 eV civarinda ve elektriksel 6zellikleri tiip
caplar ile kiralitelerine bagli olarak iletken ya da yari iletken seklinde degisiklik

gosterir, boron nitrit nanotiiplerinin bant araligi ise 5,5 eV civarindadir. B ve N
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atomlarindan olusan boron nitrit nanotiipleri icerdigi atomlarin elektro negatiflik
farkina bagl olarak kismen iyonik karaktere sahiptir. B-N baglarinin iyonik karakterde
olmasina bagli valans ve iletkenlik band1 arasinda bosluk icermekte, genis bant aralikl
yari iletken 6zelligi gostermektedir (135). Tiip ¢api, kiralite ve tiip duvar sayisindan
bagimsiz olarak termal iletken ve elektriksel yalitkan ozellik gostermektedirler

(125,132,136,137).

Boron nitrit nanotiipleri yaklasik 800 °C sicaklikta ve istenmeyen kosullarda
karbon nanotiiplerine gore daha dayaniklidir (30,34-36). Ayrica kimyasal stabiliteleri,
oksidasyon direngleri gerilim dayanikliliklari, radyasyon koruyuculuklart gibi
kimyasal ve fiziksel Ozelliklerinin iyi olmasi nedeniyle genis kullanim alanlar

bulunmaktadir (125,134).

2.10.3. Boron Nitritin Kullanim Alanlar:

Boron nitrit nanotiipleri; piroelektrik, piezoelektrik ve optik uygulamalarda;
polimer, seramik, cam gibi maddelerle birlikte kompozitlerin yapisinda, kimyasal ve
nem sensorlerinde, 1siya direncgli yari iletkenlerin iiretiminde (138,139), hidrofobik
Ozellikleri nedeniyle siiper hidrofobik yiizeylerin hazirlanmasinda (140), hidrojen
depolama araci olarak (141) kullanilabilmekte ve bu ozellikleriyle medikal ve

biyomedikal uygulamalar i¢in potansiyel bir aday haline gelmektedir.

Zhi ve dig. tarafindan yapilmis bir calismada boron nitrit nanotiip/polistiren
kompozit yapisinda %1 oraninda kullanilan boron nitrit nanotiiplerinin %21 oraninda
elastik modiil artig1 sagladigi, polimetilmetakrilat ile yapilan calismada ise elastik
modiil ve dayaniklilikta sirasiyla %22 ve %11 oraninda artisa neden oldugu

belirlenmistir (142,143).

Kang ve dig.’nin yaptig1 bir ¢alismada ise boron nitrit/poliimid kompozitinde
yer alan %?2 boron nitritin %460 oraninda elektroaktivite artis1 sagladigi goriilmiis ve
ndtron radyasyonuna karsi koruyucu olmasi 6zelligiyle uzay kosullarinda uygun bir

materyal olabilecegi diistiniilmiistiir (144).

Boron nitritin ilag tasiyict sistemlerde ve biyomateryal {retimindeki
kullanimiyla ilgili ¢esitli caligmalar bulunmaktadir. Boron nitrit nanotiiplerinin

nanotastyici olarak kullanimma yonelik Ciofani ve dig. tarafindan yapilmis bir
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calismada, polietilenimin kapli boron nitrit nanotiipleri Fe katalizorliiglinde manyetik
Ozellik kazandirilarak kuantum taneciklerle isaretlenmis ve “siiperiletken kuantum
girisim cihaz1” ile manyetik 6zellikleri incelenmistir. Boron nitrit nanotiiplerinin

nanovektor olarak ilag tasiyici sistemler i¢in ideal oldugu sonucuna varilmistir (145).

Boron nitritin mezopor6z silika hibriti, LNCaP prostat kanser hiicrelerinin
doksorubisin ile tedavisinde nanotasiyici olarak incelenmis ve boron nitritin
mezopordz silika hibriti ile tasman doksorubisinin serbest doksorubisine kiyasla
kanser hiicreleriyle 3-4 kat daha fazla etkilestigi, hiicre toksisitesinin ve kanser tedavi

edici etkinin buna bagl olarak arttig1 goriilmustiir (146).

Raffa ve dig. tarafindan yapilan bir ¢alismada, elektroporasyon tekniginde poli
(I-lizin) kapli boron nitrit nanotiiplerinin kullanimi incelenmis; insan ndroblastoma
hiicrelerinde (SH-SY5Y) boron nitrit aracili, diisiik seviyede statik elektrik alan
uygulamasinin, hiicre membran permeabilitesi artisinda yeterli oldugu belirlenmistir.
Elektroporasyon teknigindeki boron nitrit kullaniminin, solid kanserin elektro-
kemoterapisi, as1 tiretimi ve gen tedavisi alanlarinda 6nemli bir yaklagim olabilecegi

diistiniilmiistiir (147).

Zhi ve dig. tarafindan yapilmis bir ¢alismada, boron nitrit nanotiiplerinin
proteinlere dogal afinitelerinin olmasmin ve yapisindaki nano boyutlu kanallarin

enkapsiile protein eldesinde katkisinin olabilecegi belirlenmistir (148).

Al katkili boron nitrit nanotiiplerinin antikanser ilaclar1 olan nedaplatin ve
sisplatine sirasiyla karbonil grubunun oksijen atomundan ve klor atomundan
baglandig1 Shakerzadeh ve dig. tarafindan yapilmis bir ¢aligmada gosterilmistir. Al
katkilt boron nitrit nanotiiplerinin saf haldeki, zikzak ve koltuk boron nitrite gore

nedaplatin ve sisplatin icin etkili bir tasiyict oldugu goriilmiistiir (149).

Boron nitrit nanotiiplerinin biyodagiliminin incelendigi bir ¢alismada glikol
kitosan kapli boron nitrit nanotiipleri ®MTc ile isaretlenmis ve farelere enjekte
edilmistir. Enjeksiyondan 30 dakika sonra boron nitrit nanotiiplerinin sistemik
dolasima katilarak dalak, karaciger ve bagirsak dokularina ulastigi, 1. ve 4. saatlerde

idrar kesesinde toplandigi goriilmiistiir. Uygulamadan 24 saat sonra radyasyon
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diizeyinde azalma saptanmig ve glikol kitosan kapli boron nitrit nanotiiplerinin

radyoizotoplar i¢in uygun bir nanotasiyici olabilecegi belirlenmistir (150).

Lahiri ve dig. tarafindan yapilan bir calismada kemik ve kikirdak doku
yenilenmesi amagli ortopedik uygulamalarda kullanilan polilaktit-polikaprolakton
kopolimerine %5 oraninda boron nitrit nanotiip ilavesinin polimerin elastik modiilii,

esnekligi ve kopma dayaniminda belli oranlarda iyilesme sagladigi gérillmiistiir (151).

Lahiri ve dig. tarafindan yapilmis bir baska calismada ise ortopedik
implantlarda kullanilan hidroksiapatitin %4 oraninda boron nitrit nanotiiplerinin
ilavesiyle elastik modiil, kopma dayanimi ve sertliginde sirastyla %120, 86 ve 129 artis
g6zlenmistir. Ayrica, boron nitrit nanotiipleri ilave edilen hidroksiapatitin kemik
olusumunda 6nemli olan osteoblastlarin canliligt ve ¢ogalmasi iizerinde olumsuz

etkileri bulunmadigi belirlenmistir (152).

2.10.4. Boron Nitrit Nanotiiplerinin Toksisitesi
Boron nitritin biyomedikal uygulamalardaki giivenligi hakkinda yeterli bilgi
bulunmamakla birlikte bu alanda yapilmis c¢alismalara Ciofani ve dig. Onciilik

etmektedir.

Ciofani ve dig. tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada polietilenimin
kapli boron nitrit nanotiiplerinin insan néroblastoma hiicre hatti iizerinde Sitotoksisitesi
incelenmis, 5 pg/ml dozunda ndroblastoma hiicrelerine uygulanan polietilenimin kapl
boron nitritin hiicre cogalmas1 ve metabolizmas: iizerinde olumsuz etki gostermedigi
belirlenmistir (153). Glikol-kitosan kapli boron nitrit nanotiipleriyle yine insan
noroblastoma hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda ise 0-100 pg/ml dozlarinda hiicre
canliliginin ve DNA konsantrasyonunun olumsuz etkilenmedigi ve reaktif oksijen
tirlerinin  olugmadigr goriilmiistir (102). Glikol-kitosan kapli boron nitrit
nanotiiplerininin kullanildig1 bir baska ¢alismada ise nanotiiplerin 0-100 ug/ml doz
araliginda insan damar endotel hiicrelerine etkileri; hiicre canliligit ve DNA hasar
olusumu bakimindan degerlendirilmis, kontrol grubuna goére belirgin bir farklilik

gozlenmemistir (154).

Ciofani ve dig. tarafindan yapilan baska bir ¢alismada poli-I-lisin kapli boron

nitrit nanotiiplerinin kas hiicrelerinin modeli olarak C2C12 miyoblast hiicrelerindeki
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miyojenik farklilagsmaya etkileri (MyoD ve Cx43 gen ve protein diizeyi), nanotiiplerin
hiicre icine alimi, hiicredeki ¢ift zincirli DNA ve protein miktar1 degerlendirilmistir.
Uygulanan 0-15 pg/ml doz araligindan 15 pg/ml dozunda birkag 6lii hiicre gozlenmis,
0-10 pg/ml dozuna kadar ve 72 saat siiresince hiicre farklilagsmasi, metabolik aktivite

ve miyojenik farklilasmanin olumsuz etkilenmedigi belirlenmistir (155).

Ciofani ve dig. tarafindan in vitro calismalarin devami olarak tavsanlarda
yapilan ilk in vivo pilot ¢alismada 1 mg/kg dozunda glikol kitosan kapli boron nitrit
nanotiiplerinin enjeksiyonu sonrasi 0, 2, 24 ve 72. saatlerde alinan renal ve hepatik kan
orneklerinde biyokimyasal parametreler (kreatinin, iire, alkalen fosfataz, aspartat
transferaz, alanin amino transferaz, y- glutamil transferaz) olciilmiistiir. Olgiilen
parametrelerde degisiklik gozlenmemis, boron nitrit nanotiiplerinin karaciger ve
bobrek fonksiyonlari tizerinde olumsuz etkisinin olmadigi sonucuna varilmistir (156).
Bu pilot ¢alismanin devami olarak 2013 yilinda yaptiklari ¢alismada ise boron nitrit
nanotiipleri 5 ve 10 mg/kg dozlarinda tek doz, 5 mg/kg dozunda tekrarl olarak enjekte
edilmis ve hematolojik parametreler 7 giin siireyle izlenmistir. 1, 3 ve 7. giinlerde
alman kan Orneklerindeki kan degerleri (platelet, alyuvar, akyuvar), biyokimyasal
parametreler, hepatik ve renal fonksiyonlarda belirgin bir degisiklik gézlenmemistir

(157).

Ferreira ve dig. tarafindan yapilmis bir calismada saf boron nitrit
nanopartikiillerinin malign U87, T98 glioblastoma, MCF-7 adenokarsinom meme bezi
ve MRC-5 akciger fibroblast hiicrelerindeki sitotoksik ve hemolitik etkileri
incelenmistir. Kullanilan 15-125 pg/ml doz aralifinda hemolitik etki gézlenmezken,
MTT testinde uygulanan 0,1-200 pg/ml doz araligindan 200 pg/ml dozundaki boron
nitrit nanotiiplerinin tiim hiicre hatlarinda sitotoksik oldugu belirlenmistir (110). Farkli
hiicre hatlarinda yapilan bir baska ¢alismada ise, akciger epitel hiicreleri (A549),
fibroblast hiicreleri (3T3-L1), embriyonik bobrek hiicreleri (HEK293) ve alveoler
makrofa) (RAW 264.7) hiicrelerinde boron nitrit nanotiiplerinin sitotoksik etkileri
arastirildiginda hiicre biiylimesi ve metabolik aktivite acisindan A549 ve 3T3-L1
hiicrelerinin HEK293 hiicrelerine kiyasla daha fazla olumsuz etkilendigi, en ¢ok toksik
etkinin ise RAW 264.7 hiicrelerinde goriildiigii tespit edilmistir. Bu ¢aligmada diisiik
konsantrasyonda (2 pg/ml) toksik etkiler goriilmesi kullanilan dispersiyon ajanina

baglanmistir (158).
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Lahiri ve dig. tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada osteoblast hiicrelerinde
boron nitrit ilaveli polilaktit-polikaprolakton kopolimerinin canli hiicre/lii hiicre
oranini %30 artirdigr gériilmistiir (151). Danti ve dig. tarafindan insan osteoblast
hiicrelerinde yapilmis bir calismada ise, hiicrelerin poli-L-lisin kapli boron nitrit
nanotiipleriyle maruziyeti sonrasi kemik tedavisinde kullanilan diisiik frekansh
ultrasonik ses dalgalar1 uygulamasmin etkileri arastirilmistir.  Boron nitrit
nanotiiplerinin ultrasonik ses dalgalariyla birlikte uygulandiginda osteoblast
hiicrelerinin fonksiyonlarini artirdigi ve kemik tedavisinde kullanilabilecegi sonucuna

vartlmistir (159).

2.11. Fenolik Bilesikler

Fenolik ya da polifenol adiyla bilinen bilesikler; bitkilerin kok, yaprak ve
kabuk kisimlarinda yer alan, gallik asit, vanilin gibi basit molekiilleri, flavonoidler gibi
polifenolleri iceren ve fenilpropanoid, pentoz fosfat ve sikimat yolaklarindan kdken
alan sekonder metabolitlerdir (160-162). Hidroksil gruplari tasiyan bir veya daha fazla
fenolik halka ile karakterize 8000’in iizerinde bitkisel fenolik bilesik tanimlanmistir
(163). Sebze ve meyvelerde yaygin olarak bulunan bu bilesikler giinliik insan diyetinin
onemli bir kismini olusturmaktadir (160). Fenolik bilesiklerin  giinliik tiiketimi

ortalama 1 g/giin’diir (164).

Bitkilerin yapisal fonksiyonlari, patojen ve parazitlere karsi savunma
mekanizmalari, sebze ve meyvelerin tat, koku ve renk 6zelliklerinden sorumlu olan
fenolik bilesikler insanlarda antioksidan, antialerjik, antikanser, antiinflamatuar,

antimikrobiyal, antiaterojenik etkiler gostermektedir (160,165-167).

2.12. Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi
Fenolik bilesikler yapilarindaki karbon atomu sayisina, koken aldiklar
kimyasal sentez ve dogal biyosentetik yolaklara gore fenolik asitler, stilbenler,

flavonoidler ve digerleri olmak tizere 4 alt gruba ayrilmaktadir (165,166,168).

2.12.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, yedi karbon atomu tasiyan benzoik asitler (Cs-C1) ve dokuz
karbon atomu tasiyan sinnamik asitler (Cs-C3) olmak tizere (hidroksillenmis formda
bulunduklar1 i¢in hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinnamik asitler olarak da

gruplandirilabilir) iki grupta incelenmektedir (168). Fenilmetan yapisinda olan
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benzoikasitlere gallik asit, vanilik asit gibi asitler 6rnek olarak verilebilir. Fenilpropan
yapisindaki sinnamik asitler ise kafeik asit, o-kumarik asit gibi asitlerdir (167).
Bitkilerde ¢ogunlukla tartarik asit, kinik asit ve sikimik asit esterleri halinde bulunurlar
(169).

2.12.2. Stilbenler
Stilbenler, iki fenolik halkanin eten kopriisiiyle birbirine baglandigi (Ce-C2-Ce)
fenilpropanoit tlirevi bilesiklerdir ve en ¢ok bilinen 6rnegi lizimde fazla miktarda

bulunan resveratroldiir (168,170).

2.12.3. Flavonoidler

Flavonoidlerin temel kimyasal yapisin1 15 karbon ve 3 halkadan (Ce-C3-Cs)
meydana gelen flavan ¢ekirdegi olusturmaktadir (171). Cogunlukla glikoz, galaktoz,
arabinopiranoz gibi sekerlere bagli olarak B-glikozitler halinde, 5000’in iizerinde
tanimlanmis flavonoid bilesigi bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir (164,170).
Kimyasal yapilarina gore antosiyanidinler, flavononlar, proantosiyanidinler, flavonlar

ve flavonollar, katesinler ve lokoantosiyanidinler olmak iizere 5 gruba ayrilmaktadirlar

(167).

2.12.4. Digerleri

Kumarinler, tanenler ve lignanlar bu grupta yer almaktadir (168). Kumarinler,
Cs tnitesine bagli oksijen heterosiklik halkasi tastyan Cs-Ce iskelet yapisina sahiptir
(169). Basit kumarinler, piranokumarinler, furanokumarinler ve piron halkasinda
stibstitiient tasiyan kumarinler olmak tizere 4 alt gruba ayrilan kumarinlere

umbelliferon, herniarin gibi bilesikler 6rnek olarak verilebilir (172,173).

Tanenler; kondanse tanenler, hidroliz olabilen tanenler ve kompleks tanenler
olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir. Kondanse tanenler flavan-3-ol iskeletinden
meydana gelen oligomer veya polimer yapisindaki bilesiklerdir ve asitli ortamda
hidrolizleri antosiyanidinleri meydana getirir. Hidroliz olabilen tanenler, polihidroksi
iskeletinin gallik asit ve hekza hidroksi difenik asit esterlerinden meydana gelen
gallotanenler ve elajitanenler olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir (169,174).
Kompleks tanenler ise katesin iinitelerinin gallotanen veya elajitanen {nitelerine

glikozidik baglarla baglanmalariyla meydana gelen karmasik yapili tanenlerdir (169).
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2.13. Fenolik Bilesik Kurkuminin Kaynag: ve Kullanimi

Hindistan ve Cin’in geleneksel tip uygulamalarinda uzun yillardir yer alan
zerdegal, Zingiberaceae familyasina ait Curcuma longa Linn. bitkisinin rizomlarindan
elde edilmektedir. Asya’da 2. yy’dan itibaren tip, kozmetik, dokuma ve gida
alanlarinda kullanilan zerdegal 14. yy’da Avrupali kasifler tarafindan batiya
tanitilmistir (175-177).

Hint geleneksel tedavi sistemlerinde sonmiis kiregle hazirlanan zerdecal
preparatlarinin enflamasyon, tiimoér ve yaralarin iyilesmesini saglamak amaciyla
topikal kullanimi glinimiizde de devam etmektedir. Ayrica, zerdecalin ¢ocuklarda
antidizanterik olarak ve solunum yolu hastaliklarinda kullanimi, dispepsi, iilser gibi
sindirim sistemi rahatsizliklarinda, psikotropik ilaclarin haliisinojenik etkisini
hafifletmek amaciyla, hepatik rahatsizliklar ve romatizmada kullanimi da
bilinmektedir. Tedavide kullaniminin yansira zerdecalin gida koruyucusu, renk ve tat

verici madde olarak gidalardaki yeri de onemlidir (175,177,178).

Sekil 2.6. Curcuma longa Linn. bitkisi.

Zerdegalin renk maddesi olan kurkumin, 19. yy’da Curcuma longa Linn.

bitkisinin rizomlarindan ekstre edilmis ve Curcuma tiirlerinde yer alan

kurkuminoidlerden biridir (178-180). Bitkideki major kurkuminoidler; kurkumin
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(%77), demetoksikurkumin (%17), bis-demetoksikurkumin (%3) ve sonradan

tanimlanmis siklokurkumindir (181).

2.14. Kurkuminin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Kurkumin ilk kez 1815 yilinda izole edilmis ve 1870 yilinda kristal formunda
elde edildikten sonra kimyasal yapist 1973 yilinda Roughley ve Whiting tarafindan
belirlenmistir (178). Kurkuminin kimyasal yapisini alifatik bir ana zincir ve
fonksiyonel gruplarin baglanabildigi aril gruplar1 olusturmaktadir (178). Kimyasal
olarak;  1,6-heptadien-3,5-dion-1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-(1E,6E)  veya
diferuloilmetan yapisinda olan kurkumin asidik ve nétral kosullarda keto formda,
bazik kosularda enol formunda bulunmaktadir (176). Keto ve enol formlar1 asidik
pH’da stabil ozellikte iken bazik ve nétral pH’da ferulik asit ve feruloilmetana
doniismektedir (181). Kurkumin, pH 3-7 arasinda keto formunda bulunmasina bagli
olarak tasidigr zayif C-H baglar1 sebebiyle H atomu donorii olma potansiyeline

sahiptir, pH 8 oldugunda ise elektron donérii gérevi yapar (177).

O O
H,CO X P OCH,
HO OH
OH O
HyCO N N P OCH,
HO OH

Sekil 2.7. Kurkumin bilesiginin bis-keto ve enol formlart.
Kurkuminin molekiil agirligi 367,37 g/mol ve erime noktas1 187 °C’dir. Suda
¢Oziiniirliigl iyi degildir; fakat dimetilsiilfoksit, asetik asit, kloroform, metanol gibi

¢oziiclilerdeki ¢oziliniirliikleri iyidir. Kurkuminin metanol i¢indeki ¢ozeltisi 430 nm’de
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ve aseton i¢indeki ¢ozeltisi 415-420 nm araliginda maksimum absorbans degerlerine

sahiptir (181).

2.15. Kurkuminin Farmakokinetik Ozellikleri

Kurkuminin farmakokinetik 6zelliklerinin incelendigi ¢alismalarda oral yoldan
uygulanan kurkuminin %40-85’inin degisiklige ugramadan gastrointestinal sisteme
gectigi ve absorbe edilen flavonoidlerin intestinal mukoza ile karacigerde metabolize
edildigi belirlenmistir (179). Siganlarda yapilan bir ¢alismada oral yoldan verilen
kurkuminin %75’inin fegesle ve eser miktarinin idrar yolu ile atildigi bir baska
calismada, uygulanan dozun %60’ 1nin absorbe oldugu ve idrarda kurkuminin siilfat ve

glukuronat konjugatlarinin bulundugu belirlenmistir (182,183).

H isaretli kurkuminin intravendz ve intraperitonal uygulamalarinda kurkumin
ve metabolitlerinin (dihidrokurkumin ve tetrahidrokurkuminin hekzahidrokurkumine
indirgenmesini takiben) tetrahidrokurkumin ve hekzahidrokurkumin monoglukuronit
konjugatlar1 halinde safrada bulundugu ve enterohepatik dongliye katildig
saptanmustir (177,184,185).

Ireson ve dig. tarafindan sicanlarda yapilan bir ¢alismada, kurkuminin
intravendz yoldan siganlara verilmesinden 1 saat sonra plazmada kurkumin
saptanmamis, oral uygulama sonrasinda ise plazmada kurkumin glukuronit ve stilfat
konjugatlari, az miktarda hekzahidrokurkumin, hekzahidrokurkumin glukuronit ve

hekzahidrokurkuminol belirlenmistir (185).

Kurkumin biyoyararlaniminin verilis yoluyla iliskisi incelendiginde diyet ve
gavaj uygulamalar arasindaki fark degerlendirilmis, diyet yoluyla verilen kurkuminin
(1,2 g/kg) kolon mukozasindaki konsantrasyonu 0,3-1,8 upmol/g ve plazma
konsantrasyonu tespit limitinde iken gavaj yoluyla verilen kurkuminin plazma

konsantrasyonlarinin 3-6 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (186).
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Sekil 2.8. Kurkuminin biyotransformasyon iiriinleri.

Shoba ve dig. tarafindan insan ve sicanlarda kurkuminin plazma
konsantrasyon diizeyleri iizerinde piperinin etkisi degerlendirilmistir. Kurkumin ve
piperinin birlikte uygulanmasi sonrast kurkuminin tek basina verilmesine gore plazma
konsantrasyon degerlerinin hayvanlarda %154 ve insanlarda %2000 arttig1
belirlenmistir (187). Kolorektal kanser hastalarinda yapilmis bir calismada ise gilinliik
3,6 g kurkuminin kolorektal dokularda farmakolojik olarak etkin doz diizeyine ulastig1
ve periferal dolasimda kurkumine rastlanmadigi goriilmistiir (188). Benzer bir baska
calismada kolorektal kanserli hastalara karaciger metastazi nedeniyle gegirecekleri
ameliyat Oncesinde, 7 giin siireyle giinliik oral olarak 0,45-3,60 g kurkumin verilmistir.
Periferal kan, safra ve karaciger dokularinda nM diizeyinde glukuronit ve siilfat
konjugatlar1 saptanmig, uygulanan kurkumin dozunun karacigerde farmakolojik

etkinlik goriilmesi igin uygun olmadig1 sonucuna varilmigtir (189).

2.16. Kurkumin Toksisitesi
Gidalarda renk ve tat verici ajan olarak kullanimi yaygin olan ve giivenilir

olarak nitelendirilen kurkumin GRAS listesinde (2013) yer almaktadir. JECFA
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tarafindan ADI degeri 0-3 mg/kg/giin ve NOAEL degeri 250-320 mg/kg/giin olarak
belirlenmistir (190).

Siganlarda yapilmis bir ¢alismada oral yolla verilen kurkuminin, 5 g/kg dozuna
kadar toksik etki gostermedigi goriilmistiir (183). Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii
tarafindan 1993 yilinda yayinlanan rapora gore fare ve sicanlarin 13 hafta ile 2 yil
siireyle tiikettikleri besinlere %79-85 oraninda zerdegal ekstresi ilave edilmis ve
toksik, karsinojenik etkileri degerlendirilmistir. 13 hafta boyunca zerdecal tiiketen fare
ve siganlarin karaciger agirliklarinin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu goriilmiis,
hematolojik veya idrar analizlerinde degisiklik gdzlenmemistir. 2 y1l boyunca zerdegal
tikketen sicanlarda iilser ve ¢gekum hiperplazisinde artis, farelerde ise hepatoseliiler
timor artigt tespit edilmistir (191). Ayrica, akciger kanseri tasiyan farelerde
kurkuminin kanser gelisimini artirabilecegi de goriilmiistiir (192). Bu etki kurkuminin
diisiik dozlarda antioksidan etki gosterirken yiiksek dozlarda pro-oksidan etki

gostermesine baglanmistir (193).

Mendonga ve dig. tarafindan sican feokromatisoma (PC12) hiicrelerinde
kurkuminin genotoksik etkilerinin incelendigi bir ¢alismada 1-10 pg/ml konsantrasyon
araligindaki hiicresel degisimler mikrogekirdek frekansi olarak degerlendirilmistir.
Kurkuminin diisiik dozlarda belirgin bir genotoksik etki gostermedigi, ancak 10 pg/ml
konsantrasyonunda mikrogekirdek frekansini artirdigi goriilmiistiir (194). Benzer bir
calisma Cao ve dig. tarafindan insan hepatom hiicrelerinde (HepG2) de yapilmustir.
Kurkuminin, 2 pg/ml konsantrasyonunda siklofosfamidin indiikledigi mikrogekirdek
frekansin1 azaltirken, 8 ve 16 pg/ml konsantrasyonlarinda mikrogekirdek frekansinda

artisa neden oldugu belirlenmistir (195).

Kurkuminin UDP glukuronil transferaz, CYP3A4, sitokrom P450 gibi ilag
metabolizmasinda 6nemli olan enzimleri inhibe etmesine bagli olarak ¢esitli ilaglarin

istenmeyen plazma konsantrasyonlarina ulasabilecegi bilinmektedir (196).

Kurkuminin kullanildigr ilk faz I ¢aligmasi Cheng ve dig. tarafindan 2001
yilinda 25 kisilik bir hasta grubunda yapilmis ve 8 mg/giin dozunda 3 ay siireyle
hastalara verilen kurkuminin toksik etki olusturmadigi belirlenmistir (197,198).
Kolorektal kanserli 15 hastada yapilan bir bagka ¢aligmada ise; 0,45-3,60 g/gilin doz

araliginda 4 ay boyunca kemoterapiye eklenen kurkumin kapsiillerinin herhangi bir
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toksisite belirtisine yol agmadigi gézlenmistir (199). Lao ve dig. tarafindan 24 kisilik
bir grupta 0,5-12,0 g doz araliginda verilen kurkuminin 72. saatin sonundaki etkileri

incelendiginde grup tiyelerinde bas agrisi, diyare, tirtiker belirtileri gortlmistiir (200).

Yapilmis klinik ¢aligmalara gore kurkuminin 4 ay boyunca ve 3,6-8,0 g/giin
dozunda kullanilmasinin gastrointestinal sikayetler diginda yan etkiye yol agmadigi
belirlenmis ve bu c¢alismalarda maksimum tolere edilebilen doz diizeyine

ulagilmamistir (201).

2.17. Kurkuminin Farmakolojik Etkileri
Kurkumin pleiotropik ozelligi nedeniyle farkli farmakolojik etkiler
gosterebilmektedir (202).

2.17.1. Antioksidan Etkileri

Oksidasyon ve oksijen kullanimi, ATP sentezinin temelini olusturan elektron
aktarim sisteminin bir parcasidir. Ancak, hiicre i¢i sinyalizasyonu, fagositoz gibi
olumlu, hiicre membran lipitleri, protein, karbohidrat ve DNA molekiilerinin
oksidasyonu gibi olumsuz mekanizmalarda rol oynayan serbest oksijen radikallerinin
olusumuna da aracilik etmektedir. Meydana gelen oksidatif hasar ise katarakt, kanser,
biligsel bozukluklar gibi rahatsizliklara sebep olmaktadir (171). Bu rahatsizliklarin

onlenmesi ya da geciktirilmesinde antioksidan 6zellikli maddeler 6nemlidir.

Kurkumin tasidig1 fenolik grup sayesinde H dondrii gérevi yaparak vitamin E
ve C ile kiyaslanabilecek derecede kuvvetli antioksidan etki gdstermektedir
(179,203,204). Ak ve Giilgin tarafindan yapilan bir ¢alismada kurkuminin 15-45 pg/ml
konsantrasyonlarindaki antioksidan etkisinin, 45 pg/ml konsantrasyonlarindaki BHA,
a-tokoferol ve troloks antioksidan aktivitesinden daha fazla oldugu goriilmiistiir (205).
Bir bagka calismada ise nitrik oksitin indiikledigi hemoglobin oksidasyonunu inhibe

ettigi belirlenmistir (206).

Jayaprakasha ve dig. tarafindan yapilan bir ¢alismada Curcuma longa ‘nin
icerdigi  kurkuminoidlerden = kurkumin I  (kurkumin),  kurkumin |l
(demetoksikurkumin) ve kurkumin 1l (bisdemetoksikurkumin) antioksidan
aktiviteleri kiyaslandiginda kurkumin I’in antioksidan aktivitesinin en fazla oldugu

tespit edilmistir (207).
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2.17.2. Antiinflamatuvar Etkileri

Kurkuminin; nitrik oksit sentaz (INOS), siklooksijenaz-2 (COX-2),
lipoksijenaz (LOX) indiiksiyonu ve sitokinlerin iiretiminin inhibisyonuna bagh
nonsteroidal, steroidal ilaglara esdeger oranda antiinflamatuvar etkileri bulunmaktadir
(203). Yapilan galigmalarda kurkuminin antiinflamatuvar etkinliginden, peroksizom
prolifetor aktive reseptor-y (PPAR-y)’da aktivasyon artist saglamasi ve NF-kB

inhibisyonunda etkili olmasinin sorumlu oldugu goriilmistiir (208,209).

Siddiqui ve dig. tarafindan septik sicanlara 3 giin siiresince kurkumin tedavisi
uygulandiginda PPAR-y aktivasyonu ve proinflamatuvar protein TNF-o plazma
diizeyininin azalmasina bagli antiinflamatuvar etki gosterdigi, sisplatinin indiikledigi
akut renal yetmezligi olan sicanlarda kurkuminin TNF-a diizeylerini azalttig1 ve renal
fonksiyonu iyilestirdigi belirlenmistir (210,211). Sicanlarda yapilmis bir baska
calismada ise; kurkumin, diasetil kurkumin, ferulik asit, sodyum kurkuminat, trietil
kurkumin ve tetrahidro kurkumin bilesiklerinin antiinflamatuvar etkinlikleri
degerlendirildiginde en fazla etkinligi prostaglandin sentetaz inhibisyonu sonucunda

sodyum kurkuminat gostermistir (212).

Kurkumin 1 (kurkumin), kurkumin Il (demetoksikurkumin) ve kurkumin 111
(bis-demetoksikurkumin) bilesiklerinin antiinflamatuvar etkileri kiyaslandiginda;
kurkumin II’nin COX-I inhibisyonu aktivitesi, kurkumin I’nin COX-II inhibisyon

aktivitesi en fazla bulunmustur (213).

Dcodhar ve dig. tarafindan gergeklestirilen bir ¢caligmada, 2 hafta siireyle 18
romatoid artrit hastasina ve bir baska ¢alismada ise 18 kronik anterior liveit hastasina
kurkumin tedavisi uygulandiginda hasta semptomlarinda iyilesme gozlenmistir

(214,215).

2.17.3. Antikanser Etkileri

Kurkumin etkilerinin incelendigi malign kolon, bobrek, hepatoseliiler, prostat
hiicre hatlarmin kullanildig1r ¢alismalarda, kurkuminin hiicre ¢ogalmasini G2/M
fazinda durdurarak apoptozu indiikledigi ve hiicre c¢ogalmasini engelledigi
gorilmiistiir. Ayrica, deri, duodenal ve mide kanseri hiicre hatlarinda hiicre

biiylimesini inhibe ederek antikanser aktivite gosterdigi belirlenmistir (177,216).
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Kurkuminin niikleer faktor-kB (NF-xB), B-katenin, aktif protein-1 (AP-1) gibi
hiicre cogalmasi, gen ekspresyonu, inflamasyon, timoér olusum mekanizmalarini
diizenleyen transkripsiyon faktorlerini inhibe etmesinin de antikanser etkiden sorumlu
oldugu bilinmektedir (216).

Insan promiyeldsitik 16semi (H-60) hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada 3,5
pg/ml konsantrasyondaki kurkuminin antiapoptotik protein Bcl-2 diizeyini %30
oraninda azalttigi ve apoptotik hiicre Olimiinii indiikledigi goriilmiistir (217).
Kurkuminin insan astrositom hiicrelerindeki antikanser etkisinde, NF-xB’nin
inhibisyonuna bagli hiicre ¢ogalmasini inhibe etmesinin ve apoptozu indiiklemesinin
etkin rol oynadigi belirlenmistir (218). Glioblastoma (U87MG) hiicrelerinde ise
Smac/Diablo sitozol diizeyinin artist ve NF-xB’nin inhibisyonu ile apoptoz

indiiksiyonu saglayarak antikanser aktivite gostermistir (219).

Bharti ve dig. tarafindan yapilan bir ¢alismada kurkuminin transkripsiyon-3
sinyal doniistiiriicii ve aktivatorii (STAT3)lin fosforilasyonunu inhibe ederek multipl
myelom hiicrelerinin canli kalmasi ve ¢ogalmasinda 6nemli olan interlokin-6 (IL-6)

olusumunu engelledigi belirlenmistir (220).

Akciger kanseri, bas ve boyun skuamoz hiicre kanseri, genitotiriner kanser,
gogls kanseri ve lenfoma gibi kanser tiirlerinde de etkili olduguna dair ¢alismalar

bulunmaktadir (221).

2.17.4. Hepatoprotektif Etkileri

Kurkumin; galaktozamin, asetaminofen, karbon tetrakloriir, pentobarbital gibi
maddelerin karaciger toksisitesine karsi glutatyon-S-tranferaz aktivitesini artirarak
karaciger detoksifikasyonunu iyilestirmektedir. Hepatoprotektif etkinliginden

antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellikleri de sorumludur (179,222).

Kurkuminin 5 uM dozundaki hepatoprotektif etkilerinin incelendigi bir
calismada karaciger hiicrelerinde etanoliin indiikledigi LDH salmimi ve lipit
peroksidasyonu artisinin kurkumin uygulamasiyla azaldig1 gériilmiistiir (222). In vivo
bir caligmada ise Swiss albino farelerde kurkumin, pikroliv ve elajik asitin 50 ve 100

mg/kg/giin dozlarinda, 7 giin siireyle uygulandiktan sonra karbon tetrakloriir ve
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parasetamoliin indiikledigi karaciger enzimlerini normal diizeylere getirdigi

belirlenmistir (223,224).

2.17.5. Antimikrobiyal, Antiviral ve Antibakteriyel Etkileri

Kurkuminin, hastalik nedeni ¢esitli patojenlere karst etkili oldugu
bilinmektedir (225). Menenjit, pnomoni gibi hastaliklarin etkeni olarak bilinen
Staphylococcus aureus’un metisiline direngli susu tizerinde kurkumin ve g¢esitli
antibiyotik (ampisilin, norfloksasin, siprofloksasin, oksasilin) kombinasyonlarinin
etkileri degerlendirilmistir. Kurkumin-oksasilin kombinasyonunun 24 saatin sonunda
bakteri miktarini belirgin derecede azalttig1 belirlenmistir (226). Helicobacter pylori
enfekte farelerde yapilmis bir baska ¢alismada ise kurkumin, 65 Helicobacter pylori

susuna kars1 antibakteriyel etki gostermistir (227).

Kurkumin biyokonjugatlarinin (di-O-pamitoil kurkumin, di-O-bis-(y,y)folil
kurkumin, di-O-dekanoil kurkumin, di-O-triptofanilfenilalanin kurkumin, C*-etil-O-y-
folil kurkumin) ¢esitli viriislere (HSV, RSV, PIV-3, FHV, FIPV, VSV) kars1 antiviral
aktiviteleri degerlendirilmistir. Bu biyokonjugatlardan; di-O-triptofanilfenilalanin
kurkumin ve di-O-dekanoil kurkuminin VSV, FIPV/FPV viriislerine kars1 belirgin bir

antiviral etkisinin oldugu goriilmiistiir (228).

Hatamie ve dig. tarafindan gerceklestirilen bir calismada; Co nanopartikiilleri-
kurkumin kompleksinin  Escherichia coli bakterisine karst antimikrobiyal
aktivitesinin, Co nanopartikiilleri ve kurkuminin tek bagina gosterdikleri aktiviteden
daha fazla oldugu, bir baska galismada ise kurkumin-Cu*? kompleksinin vajinal viral

enfeksiyon formiilasyonlarinda kullanilabilecegi belirlenmistir (229,230).

2.18. MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) Yontemi
MTT yontemi Mosmann tarafindan, 1983 yilinda, memeli hiicrelerinin canlilik
ve ¢ogalmasinin tespitinde kullanilan, hizli, kesin, kantitatif kolorimetrik bir yontem

olarak ifade edilmistir (231).

Yontemin temeli tetrazolyum tuzlarinin indirgenme {iriinii olarak renkli ve
¢ozlinmeyen formazan kristallerini olugturmasina dayanir (232). Bir monotetrazolyum
tuzu olan MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir) canli

hiicrelerdeki mitokondriyal enzim siiksinat dehidrogenaz tarafindan menekse renkli,
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suda ¢oOziinmeyen formazanlara doniistiiriilir. Meydana gelen formazan miktar
spektrofotometrik yontemle dlgiildiigiinde elde edilen absorbans degerleri canli hiicre
sayisiyla orantili olarak degerlendirilir (232-235). MTT’nin formazan kristallerine
rediiksiyon mekanizmasinda non-mitokondriyal enzimlerin, endozom ve lizozomlarin

da yer aldigina dair ¢alismalar bulunmaktadir (236).

Yontem uygun maliyetli ve kolay uygulanabilir olmas1 sebebiyle; parcalanmis
hiicrelerden °'Cr salinnminin veya hiicre DNA’sma [3H]-timidin katiliminin

gozlenmesi gibi yontemlere iyi bir alternatiftir (234).

2.19. Tek Hiicre Jel Elektroforez (COMET) Yontemi
Tek hiicre jel elektroforez ya da COMET yontemi; basit, duyarli ve cok amaglt
bir in vivo/in vitro yontem olarak okaryotik hiicrelerdeki DNA hasarini belirlemek

amaciyla genotoksisite testleri, DNA hasar ve onarim mekanizmalarinin incelenmesi

gibi alanlarda kullanilmaktadir (237-240).

Rydberg ve Johanson tarafindan (1978) insan lenfositlerinin agaroz jel iginde
hazirlanmas1 ve akridin oranj ile degerlendirme yapilmasi yontemine, Ostling ve
Johanson tarafindan (1984) elektroforez ve etidiyum bromiir ile boyama asamalari
eklenerek yontem gelistirilmistir. Singh ve dig. tarafindan (1988) uygulanan alkali
ortamda elektroforez teknigi ile DNA’nin agaroz jelde uygun sekilde hareket etmesi
ve RNA degradasyonu saglanmis, yontem yapilan degisikliklerle giiniimiize kadar

gelmistir (241).

Tek hiicre jel elektroforez yonteminde; agaroz jel icinde mikroskop lamina
yayilan hiicrelere siiperkoil DNA molekiillerini i¢eren niikleoidleri olusturmak tizere
hiicre membranini pargalayan lizis islemi uygulanir (242,243). Siiperkoil DNA
molekiillerinin tasidiklar1 zincir kiriklart alkali elektroforez sonrast DNA sarmalinin
gevsemesine ve serbest kalan DNA kiriklarinin anoda dogru hareket ederek kuyruklu
yildiz goériiniimiiniin (comet) olusmasina neden olur (244). Elektroforez sonrasi
etidiyum bromiir, propidyum iyodiir gibi DNA ya 6zgii floresan bir boya kullanilarak
floresan mikroskop altinda degerlendirme yapilir (242). Boylece, oksitlenmis
pirimidin ve piirinler, pirimidin dimerleri ve alkillenmis bazlarin tespiti saglanir (243).
Baz oksidasyonlariin belirlenmesinde belli hasarlar1 taniyan ve bu hasart COMET

yonteminde degerlendirilebilecek DNA hasar1 haline doniistliren, bakteri kaynakli
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formamidopirimidin DNA glikozilaz (oksitlenmis piirinler), endoniikleaz III

(oksitlenmis pirimidinler) gibi DNA hasarina 6zgili enzimler kullanilmaktadir (245).

Elde edilen “comet” goriintiisiiniin degerlendirilmesinde gorsel olarak;
hiicrelerin hi¢ kuyruk tasimayan (az hasarli-0) gruptan DNA’nin ¢ogunlukla kuyruk
kisminda yer aldigi (¢ok hasarli-4) gruba kadar 0-4 arasinda degisen bir
derecelendirme yapilabilmektedir (246). Gilinimiizde goérsel degerlendirme yerine
hiicredeki DNA hasarini; kuyruk yogunlugu, kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti gibi
parametrelerle tespit eden programlar kullanilmaktadir (244).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Boron Nitrit Nanotiipleri
Deoksiriboniikleaz I
Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Diisiik Erime Noktali Agar (LMPA)

Etidiyum Bromiir (EtBr)
Etil Alkol

Etilen Diamin Tetraasetik Asit, Disodyum Tuzu
(Na2EDTA)

Fetal Sigir Serumu (FBS)
Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS) tablet

HeLa (Insan Serviks Adenokarsinoma) Hiicre Hatti

Hidrojen Peroksit (%30)

Hidroklorik Asit (%37)

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)
Insan kemik iligi CD34* kok hiicresi
Interldkin-3

Interlokin-6

Kok Hiicre Faktorii (SCF)

Kurkumin

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum

bromiir)

Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma

Boehringer

Mannheim
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Merck

Sigma
Sigma

Americal Type

Culture Collection

Merck
Sigma
Lonza
Lonza
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma
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N-Lauril Sarkosinat Sodyum Tuzu

Penisilin-Streptomisin

Normal Erime Noktali Agar (NMPA)

RPMI 1640 Vasati

Sodyum Hidroksit (NaOH)
Sodyum Kloriir (NaCl)
Tripan Mavisi
Tripsin-EDTA

Tris

Triton x-100

Yenidogan Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS)

3.2.  Kullamlan Arac¢ ve Gerecler

Biyogiivenlik Kabini
Buzdolab1
Cam pastor pipeti

Comet Bilgisayarli Goriintiilleme Sistemi

Derin Dondurucu (-20°C)
Derin Dondurucu (-80°C)

Distile Su Cihaz1

Sigma

Biological

Industries

Sigma

Biological

Industries
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

Holten
Hotpoint
Interlab

Comet Analysis
Software, version 3.0
Kinetic Imaging

Ariston
Revco

MES ultrapure
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Elektroforez
Elektroforez Gii¢ Kaynagi
Etiiv

Floresan Mikroskop

Hiicre kiiltiirii uyumlu flask (25/75 cm?), pipet (1- 25 ml),

santriflyj tiipi (15, 50 ml)

Hiicre Kiiltiir Plagi (6/12/96-kuyucuklu)
Isitict

Inverted Mikroskop

Inkiibator (CO2’li)

Karistirici-Isitici

Kirik Buz Makinasi

Lam (26x76mm)

Lamel (24x60mm)

Laminar Flow

Manyetik Karistirict

Membran Filtre (0,2 um por ¢apli)
Mikrodalga Firin

Mikrofiltre

Mikropipet (8 kanallr)

Mikropipetler
(0.5-1pl, 1-5ul, 5-10ul, 10-200ul, 200-1000ul, 1-5ml)

Mikrosantrifiij

Mikrosantrifiij tiipti (1.5ml)

Biometra Analitik
Power Pack P 25
Dedeoglu

Leica

Corning

Corning

Multi-Blok, Lab-Line
Leica

Heraeus Instruments

Jankel&Kunkel,

Ikamag
Scotsman AF100
Marienfeld
Marienfeld
Heraeus
Stuart Scientific
Brand
Vestel
Millipore® Merck
Eppendorf, Capp

Finnpipette, Gilson,

Discovery Confort
Hettich Micro 12-24

Eppendorf



Neubauer Cami (Hiicre sayim cami)

Otoklav

pH metre

Pipet ucu, 0.5-10, 10-200, 100-1000u1’lik
Santrifiij

Spektrofotometre

Steril enjektor (2 ml)

Su Banyosu

Terazi
Ultrasonik Banyo
Ultrasonik Prob

Vorteks

Marienfeld

Rodwell Monarch MP
24

Cyberscan
Eppendorf
Heraeus, Hettich
SpektraMax M2
Beybi

Termal® Laboratory
Tools

Schimadzu Libror
Transsonic 460/H
Bandelin Sonoplus

Heidolph Reax 2000

Yatay calkalayici Edmund Biihler

3.3.  Kullanilan Cozeltiler

3.3.1. Yapilan Analizlerde Kullanilan Boron Nitrit Nanotiip Cozeltileri

10 mg Boron Nitrit nanotiipii 10 ml steril distile suda ve 2 mg Boron Nitrit
nanotlipli 1 ml steril distile suda dagitildi. Homojen dagilimi saglamak amaciyla
ultrasonik prob ve ultrasonik banyo kullanilarak 1 mg/ml ile 2 mg/ml Boron Nitrit
nanotlip ana stok cozeltileri hazirlandi. Elde edilen ana stok ¢ozeltilerinden steril
distile su ile seyreltilerek MTT yontemi ve COMET yonteminde kullanilmak tizere 10,
20, 50, 100, 200, 400 ve 600 pg/ml konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlandi.

3.3.2. Yapilan Analizlerde Kullanilan Kurkumin Cozeltileri

1 mg kurkumin 100 pl DMSO’da (son DMSO konsantrasyonu %21 olacak

sekilde) ¢oziildiikten sonra ¢ozelti hacmi distile su ile 1 ml’ye tamamlandi. 1.5 mg
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kurkumin 100 pl DMSO’da ¢oziildiikten sonra ¢ozelti hacmi distile su ile 1 ml’ye
tamamlandi. Deney giinii taze hazirlandi. (-20 °C’de alikotlanarak 1 aya kadar
muhafaza edilebilir.) Elde edilen ana stok ¢ozeltilerinden (1 mg/ml ve 1.5 mg/ml)
MTT ve COMET yontemlerinde kullanilmak iizere distile su ile 10, 20, 50, 100, 200,
400 ve 600 pg/ml konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlandi.

3.3.3. 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)

Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Besi Ortamm

HeLa hiicrelerinin ¢cogalmasinda kullanilacak besi ortami i¢in; 500 ml RPMI
1640 (L-Glutamin igeren RPMI 1640 vasati) tizerine 50 ml FBS (%10) ve 5 ml
penisilin/streptomisin (% 1) eklendi. +4°C’de saklandi.

Cozme Cozeltisi

Dimetil Silfoksit

3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Cozeltisi

50 mg MTT 10 ml Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik igersinde
¢oziildii. Hazirlanan ¢6zelti membran filtreden 151k gegirmeyen, steril bir tiipe siiziildii.
Hazirlanan MTT c¢ozeltisi 1giktan korunarak, 4°C’de sakland1 (Uzun siire saklanmasi

gerekiyorsa -20°C’de saklanabilir).
20 uM Sisplatin Cozeltisi

10 mg/20 ml konsantrasyonundaki enjeksiyonluk sisplatin preparatindan 600,6
ul alindi, son hacim kiiltiir vasat1 ile 1 ml’ye tamamlandi. Elde edilen 1 mM’lik
¢ozeltiden 20 pl alinds, hiicre kiiltiir vasati ile son hacim 1 ml’ye tamamlanarak 20 pM

sisplatin ¢ozeltisi hazirlandi.

3.3.4. Tek Hiicre Jel Elektroforez (COMET) Yontemi ile Genotoksisite

Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Besi Ortam

Insan kemik iligi CD34" kék hiicrelerinin kiiltiirii i¢in; 400 ml IMDM {izerine
60 ml (%15) FBS, 4 ml (%]1) penisilin/streptomisin, 10 pg (25 ng/ml) SCF, 4 pg (10
ng/ml) In-6 ve 4 png (10 ng/ml) In-3 ilave edildi. + 4 °C’de saklandi.
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200 mM Disodyum Etilendiamin Tetraasetik Asit (Na2EDTA) Cozeltisi
14.89 g Na2EDTA 200 ml distile suda ¢oziildii. pH 10’a ayarlandi. Oda

sicakliginda saklandi.
Diisiik Erime Noktah Agar (LMPA) Cozeltisi

312.5 mg LMPA sicak su banyosu kullanilarak 25 ml PBS i¢erisinde ¢oziildii.
Kiiciik hacimler halinde buzdolabinda saklandi.

Elektroforez Tampon Cozeltisi

1705 ml soguk distile su, 52.8 ml 10 N NaOH ve 8.8 ml 200 mM EDTA

cozeltisi karistirildi. Deney giinii taze hazirlandi.
Etanol Cozeltisi (%50)

%99.8°1lik mutlak etanol ¢ozeltisinden 150.3 ml alindi, son hacim distile suyla

300 ml’ye tamamlandi.
Etanol Cozeltisi (%75)

%99.8°1lik mutlak etanol ¢ozeltisinden 225.5 ml alindi, son hacim distile suyla

300 ml’ye tamamlandi.
Etidiyum Bromiir (EtBr) Cozeltisi

10 mg EtBr 50 ml distile suda ¢oziilerek 200 pg/ml’lik stok EtBr ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu stok ¢6zeltiden boyama sirasinda 1 ml alinip, distile suyla 10 ml’ye

tamamlanarak 20 pg/ml’lik EtBr ¢6zeltisi hazirlandi. Oda sicakliginda saklandi.
Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi (PBS)

1 PBS tableti 200 ml distile suda ¢6ziildii. 4 °C’de sakland.
Hidrojen Peroksit (H202) Cozeltisi

%30’luk H202 ¢ozeltisinden 11.3 ul alindi, 988,7 ul distile su ile 1 ml’ye
tamamlanarak 0.1 M H2O- ¢6zeltisi hazirlandi. 1 hafta siiresince 4°C’de saklanabilen
¢ozeltiden deney giinii 20 pl alinip 1980 ul PBS ilave edilerek 1 mM H20:z ¢ozeltisi ve
50 pul I mM H2Ozlizerine 950 ul PBS ilave edilerek 50 uM H2O> ¢6zeltisi hazirlandi.
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10 N NaOH
200 g NaOH 500 ml distile suda ¢oziildii. Oda sicakliginda saklandi.
Normal Erime Noktali Agar (NMPA) Cozeltisi

625 mg NMPA sicak su banyosu kullanilarak 50 ml PBS igerisinde ¢oziildii.
Kiiciik hacimler halinde 4°C’de saklandi.

Notralizasyon Tampon Cozeltisi

48.5 mg Tris 750 ml distile suda ¢oziilip ¢ozelti pH’s1 7.5’a ayarlandi.

Cozeltinin son hacmi distile su ile 750 ml’ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.
Stok Lizis Cozeltisi

146.1 g NaCl, 37.2 g Na;EDTA, 1.2 g Tris 500 ml distile suda ¢oziildii. 10 g
NaOH eklenip ¢ozelti pH’s1 10°a ayarlandi. 10 g N-Lauril sarkosinat sodyum tuzu
eklendi. Cozeltinin son hacmi distile su ile 890 ml’ye tamamlanip maddeler
¢Oziiniinceye kadar karistirilarak stok lizis ¢oOzeltisi hazirlandi. Cozelti oda

sicakliginda saklandi.
Lizis Cozeltisi

178 ml stok lizis ¢6zeltisi, 2 ml Triton X-100 ve 20 ml DMSO karistirildi.
Cozelti deney giinii taze hazirlandi, kullanilacagi zamana kadar 4°C’de bekletildi ve

deney sirasinda soguk ¢ozelti kullanildi.

3.4. Yontemler
3.4.1. HelLa Hiicrelerinde 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Yontemi ile Sitotoksisitenin
Belirlenmesi

1. %10 DMSO igeren besiyerinde ve -80°C’de saklanan HeLa hiicreleri 37°C’lik
su banyosunda 1 dakika bekletilerek oda sicakligina getirildi. Hiicre kiiltiirii
stiresince yapilan tiim islemlerin hiicre kiiltiir kabini icerisinde ve steril
kosullarda olmasina dikkat edildi.

2. Cozdiiriilen 1 ml hacmindeki hiicreler steril bir tiip igerisinde 1 ml hiicre ve 9

ml besiyeri olacak sekilde karistirildiktan sonra 1200 rpm’de 5 dakika
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santrifiijleme yapilarak siipernatant kismi atildi. Boylece hiicre dondurma
karigiminda yer alan DMSO uzaklastirilmis oldu.

Tiipte kalan hiicre pelleti, uygun hacimdeki besiyeri ile karistirilarak 25 cm?’lik
yatay kiiltiir kaplari icerisine aktarildi.

Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin inkiibator icerisinde uygun araliklarla hiicre
besiyeri degistirilerek yeterli doygunluga ulagsmalar1 saglandi.

Yeterli doygunluga ulasan hiicreler, zemine tutunarak tiim kiiltiir ortamini
kapladiklarinda 2-3 kez 5 ml 37°C’lik PBS ile yikandi.

Kiiltiir kaplarindaki hiicrelerin iizerine 2 ml Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek
3-5 dakika siireyle inkiibatorde bekletildi. Hiicrelerin tutunduklari kiiltiir
kabmin zemininden uzaklagmalar1 saglandiktan sonra ortama 4 ml besiyeri
ilave edildi ve hiicre siispandesi steril bir tiipe aktarildi.

Hiicre siispansiyonu 25°C’de 1200 devir/dakika hizda 5 dakika boyunca
santrifiij edilerek silipernatant kismi uzaklastirildi. Tiipiin dibinde toplanan
hiicre pelleti 2 ml besiyeri ile siispande edildi.

Elde edilen hiicre siispansyonundan 10 pl alinarak steril bir ependorf tiipe
aktarild1 ve tizerine 90 pl tripan mavisi ¢ozeltisi (% 0.4) eklenerek siispande
edildi.

Hiicre siispansiyonu (10 pl) Neubauer hiicre sayim lami (hemasitometre)
tizerinde 151k mikroskobu altinda incelendi. Neubauer sayim lamin1 olusturan
dort karenin kenar ¢izgileri harig tizerlerindeki parlak ve renksiz olarak goriilen
hiicreler (canli hiicreler) soldan saga ve yukaridan asagiya gidilerek sayildi.
Hiicre sayiminin dogru ve kesin bir sekilde yapilabilmesi i¢in ideal olarak her
islemde 200 ve flzeri hiicre sayildi. Canli hiicrelerin konsantrasyonunu

hesaplamak i¢in asagidaki Formiil 3.1 kullanildi:

Toplam hiicre sayist
4

ml'deki canli hiicre sayist = x10.000x10 (3.2)

Canl1 hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan sonra hiicre siispansiyonu, yeterli
miktarda besiyeri ile seyreltildi.

Her bir kuyucukta 10000 hiicre olacak sekilde 200 pl hacim igerisinde 96
kuyucuklu plaga hiicre ekimi yapildi.
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Hiicrelerin 24 saat inkiibasyon siiresince kuyucuklar i¢inde tutunarak
cogalmalar1 saglandu.

Steril sartlarda besiyeri uzaklastirildiktan sonra, hiicreler 0.5-600 pg/ml
konsantrasyon araliginda boron nitrit nanotiipleri, kurkumin ve ikisini birarada
iceren besiyeri icerisinde 24 saat inkiibe edildi.

Negatif kontrol olarak, hiicreler %1 DMSO igeren besiyeri ve pozitif kontrol
olarak 20 uM sisplatin igeren besiyeri ile 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda madde ¢ozeltileri atilarak her bir kuyucuga 90 pl
besi ortam1 ve hazirlanan 5 mg/ml MTT ¢ozeltisinden 10 pl eklendi ve 4 saat
inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda MTT c¢ozeltisi uzaklastirildi. Kuyucuklarda
olusan formazan kristallerini ¢6zmek tizere her bir kuyucuga 100 pl ¢6zme
cozeltisi (DMSO) eklendi. Plak yatay calkalayicida 1-2 dakika siireyle
calkaland.

Spektrofotometrede (570 nm) drneklerin absorbans degerleri ol¢iildii.

Boya 151kta bozuldugu icin, deneyin her asamast miimkiin oldugunca karanlikta
yapildi.

Boron nitrit nanotiipleri ve kurkuminin her bir konsantrasyonu i¢in elde edilen
absorbans degerinin kontrol absorbans degerine oran1 100 ile ¢arpilarak %
hiicre canlilig1 ve ICso degerleri hesaplandi.

Calismalar ii¢ kez tekrarland1 ve sonuglar bu ¢aligmalarin ortalamasi olarak

hesaplandi.

3.4.2. Insan Kemik iligi CD34* Hematopoetik Progenitor Hiicrelerinde Tek
Hiicre Jel Elektroforez (COMET) Yontemi ile Genotoksisitenin

Belirlenmesi

insan Kemik iligi CD34* Hematopoetik Progenitor Hiicrelerinin
Coziilmesi

Insan kemik iligi CD34* hematopoetik progenitdr hiicrelerinin ¢dziilmesinde
gerekli olan vasat su banyosunda 1sitildi. IMDM vasat1 %10 FBS ve 20 U/ml
DNase I icerecek sekilde hazirlandi. (50 ml vasat icin; 5 ml FBS + 625 pg

DNase I, 50 ml ‘ye tamamlanir.)
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Azot tankinda donmus halde bulunan hiicreler 37 °C ‘de su banyosunda
¢oziildii. Hiicre viyalinin dis kism1 %70’lik etanol ile silindi.

Aseptik kosullarda 2 ml’lik hiicre slispansiyonu 15 ml’lik konik tiipe aktarildi.
Hiicre viyali 1 ml vasat ile yikandi. Yikama vasatinda bulunan hiicreler, damla
damla ve hiicrelerin bulundugu tiip yavasca dondiiriilerek yaklagsik 1 dakikay1
gecmeyecek siire icinde tlipteki hiicrelere ilave edildi.

Tiipteki toplam vasat hacmi 5 ml olana kadar damla damla vasat ilavesi,
yaklasik 3 dakikay1 gegmeyecek siire icinde ve her birka¢ damla ilaveden sonra
tiip yavasea dondiiriilerek karigtirma iglemiyle yapildu.

Toplam vasat ilave siiresi 5-10 dakikay1 gegmeyecek sekilde, 1-2 ml vasat
damla damla ilave edilerek ve her ilaveden sonra yavasca dondiirtilerek toplam
vasat hacmi 15 ml’ye tamamlandi.

Hiicre siispansiyonu oda sicakliginda, 200 g’de, 15 dakika santrifiij edildi.
Ust faz, hiicre pelleti iizerinde birka¢ ml vasat birakacak sekilde baska bir tiipe
aktarildi. Hiicre pelleti, lizerinde birakilan vasatla yavasca slispande edildi.
Toplam vasat hacmi, yavas¢a 1-2 ml vasat ilavesi ve her ilaveden sonra tiip
dondiiriilerek karistirma saglama iglemiyle 15 ml’ye tamamlandi.

Hiicre siispansiyonu oda sicakliginda, 200 g’de, 15 dakika santrifiij edildi.
Ust faz, hiicre pelleti iizerinde 2 ml vasat birakacak sekilde baska bir tiipe
aktarildi. Hiicre pelleti, lizerinde kalan vasatla yavasca stispande edildi. (Hiicre
sayist beklenenin altinda oldugunda ayrilan {ist fazlar daha yiliksek hizda
santrifiij edilip sayildi, tiipteki hiicreler ile birlestirildi.)

Hiicreler 37 °C ve %5 COg2 kosullarinda (inkiibatérde) 1 saat bekletildi ve

sayilarak kiiltiire ekilmek tizere hazir hale getirildi.

3.4.3. Boron Nitrit Nanotiipleri ve Kurkuminin Insan Kemik iligi CD34*
Hematopoetik Progenitor Hiicrelerindeki DNA Hasarmna Etkilerinin Tek
Hiicre Jel Elektroforez (COMET) Yéntemi ile incelenmesi

Insan kemik iligi CD34" hematopoetik progenitdr hiicrelerinin ¢dziilmesi
bashigr altinda anlatildig1 sekilde elde edilen hiicreler sayildiktan sonra 96
kuyucuklu plaga 2500 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilip 24 saat siireyle
37°C ve %5 CO:2 kosullarinda kiiltiir ortamma uyum saglamalar1 igin

inkiibasyona birakildi.
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Plaktaki hiicreler 200 g’de, 15 dakika santrifiij edilerek hiicre {izerinde 50 pl
vasat kalacak sekilde besi ortam1 degisimi saglandi. Boron nitrit nanotiipleri ve
kurkumin ¢6zeltilerinden son konsantrasyonlar 100 pg/ml, 50 pug/ml, 20 pg/ml,
10 pg/ml, 5 pg/ml, 1 pg/ml, 0.5 pg/ml olacak sekilde son hacim 200 pl olacak
sekilde kuyucuklara eklenerek CD34" hematopoetik progenitor hiicrelerinin
DNA’s1 tizerine etkileri incelendi.

Negatif kontrol olarak %1 DMSO, pozitif kontrol olarak 50 uM H20:
kullanildi.

Hiicreler boron nitrit nanotiipleri ve kurkumin ¢ozeltileri ile 37+0.5°C’de 30
dakika ve 24 saat bekletilerek inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda hiicreler 200 g’de 15 dakika siireyle santrifiij edildi.
Stipernatan 50 pl hiicre hacmi kalacak sekilde atildi.

Boron nitrit nanottiplerinin CD34" hiicrelerinde H20; ile indiiklenen DNA
hasarina kars1 etkilerinin incelenmesi i¢in boron nitrit nanotiipleri ve kurkumin
ile inkiibe edilmis hiicrelere +4°C’de 950 pl PBS ve 50 pul 1 mM H20:
cozeltisinden ilave edildi. Hiicreler 5 dakika buz banyosunda bekletildi. Bu
stirenin sonunda hiicre siispansiyonu +4°C’de 200 g’de 15 dakika siireyle
santrifiij edildi. Stipernatan 50 pl hiicre hacmi kalacak sekilde atildi. +4°C ve
200 g’de 950 pul PBS ile 15 dakika siireyle santrifiij edilerek hiicreler yikandi.
Stipernatan 50 pl hiicre hacmi kalacak sekilde atildi.

Insan kemik iligi CD34* hematopoetik progenitdr hiicreleri her bir lamda 5.000
hiicre olacak sekilde 37°C + 0.5°C’de eritilmis 100 pl % 1.25’lik LMPA, 50 pl
hiicre silispansiyonu ile karistirildiktan sonra, onceden % 1.25’lik NMPA
cozeltisine daldirilip agar ile kaplanmig lamlara yayildi ve tizerine lamel
kapatildi.

Lamlar buzlu yiizey iizerinde 5 dakika bekletilerek agarin katilagmasi saglandi.
Agarn katilagmasinin ardindan lam iizerindeki lamel zedelenmeden alindi.
Lamlar daha 6nceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizis ¢ozeltisine
daldirilip en az 1 giin siireyle buzdolabinda bekletildi. H,O2 uygulanan gruplar
ve normal doz gruplari ayr1 ayri salelerde 1 giin siireyle lizise birakildi.

Siire sonunda lam iizerindeki lameller alindi, lamlar tanka dizildi.

Elektroforez islemi i¢in tank soguk elektroforez ¢dzeltisi ile dolduruldu.
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Lizis isleminin ardindan lamelleri alinmis lamlar aralik kalmayacak ve agar
yayilan kisimlar iiste gelecek sekilde elektroforez tankinin igine yerlestirildi.
Elektroforez kiivetinin igerisinde lamlar akim uygulamadan 20 dakika
bekletildi.

Ardindan 25 V ve 300 mA akim uygulayarak 20 dakika elektroforez uygulandi.
Elektroforez islemi bittikten sonra alinan lamlar 5 dakika distile suda, takiben
lamlar 15 dakika nétralizasyon tampon ¢6zeltisinde bekletildi.

15 dakika sonunda lamlar sirasiyla 5’er dakika % 50°lik, % 75°lik ve %99’luk
etanol ¢ozeltisinde tutuldu ve okuma 6ncesinde kurumalari i¢in en az 1 giin
bekletildi.

Okuma sirasinda lamlarin lizerine 60 pl 20pg/ml etidiyum bromiir ¢ozeltisi
ilave edildi.

Her lamda 100 hiicre, floresan mikroskobunda bilgisayar programi yardimiyla
degerlendirilerek DNA hasar derecesi kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momenti olarak degerlendirildi.

Tiim bu islemler ek bir DNA hasarin1 6nlemek iizere karanlikta yapildi.

Caligmalar tiger kez tekrarlandi.

istatistiksel Yontemler

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi. SPSS 10.5 for Windows

programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmorog-Smirnov testiyle
degerlendirildi. Grup farkliliklar1 tek yolii varyans alanizi (ANOVA), LSD test ile

belirlendi. p<0.05, istatistiksel anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Boron Nitrit Nanotiipleri ve Kurkuminin MTT Yontemi ile

Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

4.1.1. Boron Nitrit Nanotiiplerinin HeLa Hiicrelerinde MTT Yontemi ile

Sitotoksisitesinin Belirlenmesine iliskin Bulgular

HelLa hiicrelerinde yapilan MTT deneyi sonucunda boron nitrit nanotiiplerinin
10-600 pg/ml konsantrasyon araliginda, negatif kontrol (%1 DMSO) ile
kiyaslandiginda, HeLa hiicrelerinin  %50’sini  Oldiirecek etki olusturmadigi
saptanmigtir. Boron nitrit nanotiiplerinin 10-50 pg/ml konsantrasyon araliginda HeLa
hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etki olusturmadigi, 50-100 pg/ml konsantrasyon
araliginda hiicre canliliginda artisa neden oldugu; ancak 100-400 png/ml konsantrasyon
araliginda hiicre canliligini %80 oranina disirdigii gézlenmistir. Boron nitrit
nanotiiplerinin 10-600 pg/ml konsantrasyon araliginda, HeLa hiicrelerinde 24 saatlik
inkiibasyon sonrasi, MTT yontemi ile dl¢iilen hiicre canlilig1 iizerine etkileri Tablo 4.1

ve Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. insan serviks kanser (HeLa) hiicre canliligi iizerinde boron nitrit

nanotiiplerinin etkisi. *

*Ug bagimsiz deneyden elde edilen sonuglar hiicre canlilig1 olarak ifade edilmistir.
Hiicre canliligr negatif kontrole (Boron nitrit nanotiipleri uygulanmayan grup i¢in hiicre
canliligt %100 alinmistir) gére degerlendirilmistir. BN: Boron nitrit nanotiipleri. Sonuglar,
ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Negatif kontrol olarak % 1 DMSO ve pozitif

kontrol olarak 20 uM sisplatin uygulanmustir.
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Tablo 4.1. insan serviks kanser (HeLa) hiicre canhiligi iizerine boron nitrit

nanotiiplerinin etkisi. *

Canh Hiicre Ortalama | Canh Hiicre
Absorbans Degerleri Yiizdeleri (%)
(£standart sapma)
1 | (-) Kontrol (%1 DMSO) 1.709+0.009 100.00
2 | (+) Kontrol (20 uM 0.854+0.004 +++ | 50.00
Sisplatin)
3 | 10 pg/ml Boron Nitrit 1.841+0.080 *** 1107.80
Nanotiipleri
4 | 20 pg/ml Boron Nitrit 1.819+0.056 *** 1106.50
Nanotiipleri
5 | 50 pg/ml Boron Nitrit 1,645+0.012 ***196.30
Nanotiipleri
6 | 100 pg/ml Boron Nitrit 2.131£0.076 +++*** | 124.70
Nanotiipleri
7 | 200 pg/ml Boron Nitrit 1.909+0.040  +,*** | 111.70
Nanotiipleri
8 | 400 pg/ml Boron Nitrit 1.398+0.061 +++,*** | 81.80
Nanotiipleri
9 | 600 pg/ml Boron Nitrit 1.685+0.032 *** 1 98.60
Nanotiipleri

*Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilig1 negatif kontrole gore
degerlendirilmistir (Boron nitrit nanotiipleri uygulanmayan grup i¢in hiicre canliligi %100
alimmustir). Negatif kontrol olarak %1 DMSO ve pozitif kontrol olarak 20 puM sisplatin
uygulanmustir. (+p<0.05, ++p<0.01, +++p<0.001, negatif kontrol [DMSO (%1)] ile
kiyaslanmigtir. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, pozitif kontrol (20 uM Sisplatin) ile

kiyaslanmistir).
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4.1.2. Kurkuminin HeLa Hiicrelerinde MTT Yontemi ile Sitotoksisitesinin

Belirlenmesine iliskin Bulgular

10-600 pg/ml konsantrasyon araliginda kurkuminin HeLa hiicrelerinde yapilan

MTT deneyi sonucunda, negatif kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslandiginda 10-20 pg/ml

konsantrasyon araliginda 6nemli bir sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 20-50 pug/ml

konsantrasyon araliginda belirgin bir sitotoksik etki gosterdigi, bu etkinin 50-600

ug/ml konsantrasyon araliginda da devam ettigi goézlenmistir. Kurkuminin 10-600

ug/ml konsantrasyon araliginda HeLa hiicrelerinde 24 saat inkiibasyon sonrast MTT

yontemi ile degerlendirilen hiicre canlilig1 lizerine etkileri Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de

verilmigtir.
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Sekil 4.2. Insan serviks kanser (HeLa) hiicre canlilig1 {izerinde kurkuminin etkisi. *

*U¢ bagimsiz deneyden elde edilen sonuglar hiicre canlihig: olarak ifade edilmistir.

Hiicre canliligr negatif kontrole (Kurkumin uygulanmayan grup i¢in hiicre canlilign %100

almmustir) gore degerlendirilmistir. Cur: Kurkumin. Sonuglar, ortalama + standart sapma

olarak verilmistir. Negatif kontrol olarak % 1 DMSO ve pozitif kontrol olarak 20 pM sisplatin

uygulanmstir.
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Tablo 4.2. Insan serviks kanser (HeLa) hiicre canlilig iizerine kurkuminin etkisi. *

Canh Hiicre Ortalama Canh Hiicre
Absorbans Degerleri Yiizdeleri
(xstandart sapma) (%)
1| (-) Kontrol 1.709+0.009 100.00
(%1 DMSO)
2 | (+) Kontrol 0.854+0.004 +++ | 50.00
(20 uM Sisplatin)
3 | 10 pg/ml Kurkumin 1.993+0.068  +++ *** 116.70
4 | 20 pg/ml Kurkumin 1.955+0.187 ++ X% 111440
5| 50 pg/ml Kurkumin 1,647+0.025 **x196.40
6 | 100 pg/ml Kurkumin 1.676+0.086 **%108.10
7| 200 pg/ml Kurkumin 1.616+£0.104 *x%194.60
8 | 400 pg/ml Kurkumin 1.405+0.093 +++*** | 82.20
9 | 600 pg/ml Kurkumin 1.097+0.049 +++** | 64.20

*Sonugclar, ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilig1 negatif kontrole gore
degerlendirilmistir (Kurkumin uygulanmayan grup i¢in hiicre canliligit %100 alinmistir).
Negatif kontrol olarak % 1 DMSO ve pozitif kontrol olarak 20 uM sisplatin uygulanmistir.
(+p<0.05, ++p<0.01, +++p<0.001, negatif kontrol [DMSO(%]1)] ile kiyaslanmistir. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, pozitif kontrol (20 uM Sisplatin) ile kiyaslanmistir.)
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4.1.3. Boron Nitrit Nanotiipleri ve Kurkuminin HeLa Hiicrelerinde MTT

Yontemi ile Sitotoksisitesinin Belirlenmesine fliskin Bulgular

Boron nitrit nanotiipleri ve kurkuminin 10-600 pg/ml konsantrasyon araliginda
birlikte uygulanmasi ile HeLa hiicrelerinde yapilan MTT deneyi sonucu, negatif
kontrol (%1 DMSO) ile kiyaslandiginda, bu uygulamanin 50-100 pg/ml
konsantrasyon araliginda HeLa hiicrelerinin canlilifinda artisa neden oldugu, ancak
10-50 pug/ml ve 100-600 ug/ml konsantrasyon araliginda belirgin bir sitotoksik etki
gosterdigi gozlenmistir. HeLa hiicrelerinde, 10-600 pg/ml konsantrasyon araliginda
boron nitrit + kurkuminin 24 saat inkiibasyonu sonrasi MTT yontemi ile

degerlendirilen hiicre canliligi iizerine etkiler Tablo 4.3 ve Sekil 4.3’de verilmistir.
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10pug/mL  20pug/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 400 ug/mL 600 pg/mL
BN+Cur BN+Cur BN+Cur BN+Cur BN+Cur BN+Cur BN+Cur

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 4.3. Insan serviks kanser (HeLa) hiicre canlilig1 iizerinde boron nitrit nanotiipleri

ve kurkuminin etkisi. *

*Ug bagimsiz deneyden elde edilen sonuglar hiicre canlilig1 olarak ifade edilmistir.
Hiicre canlilig1 negatif kontrole (Kurkumin uygulanmayan grup ig¢in hiicre canliligi %100
alind1) gore degerlendirilmistir. BN: Boron nitrit nanotiipleri. Cur: Kurkumin. Sonuglar,
ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Negatif kontrol olarak % 1 DMSO ve pozitif

kontrol olarak 20 uM sisplatin uygulanmustir.
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Tablo 4.3. insan serviks kanser (HeLa) hiicre canliligi iizerinde boron nitrit

nanotiipleri ve kurkuminin etkisi. *

Canh Hiicre Ortalama Canh Hiicre
Absorbans Degerleri Yiizdeleri
(+standart sapma) (%)
1 | (-) Kontrol (%1 DMSO) 1.709+0.009 100.00
2 | (+) Kontrol 0.854+0.004 +++ | 50.00
3 | 10 pg/ml Boron Nitrit 1.931+0.135 +Fx* 113.00
Nanotiipleri +Kurkumin
4 | 20 pg/ml Boron Nitrit 1.774+0.209 folekal 103.80
Nanotiipleri +Kurkumin
5 | 50 pg/ml Boron Nitrit 1,228+0.050 +++*** |1 71.90
Nanotiipleri +Kurkumin
6 | 100 pg/ml Boron Nitrit 1.744+0.099 **%1102.00
Nanotiipleri +Kurkumin
7 | 200 pg/ml Boron Nitrit 1.466+0.084  ++*** | 8580
Nanotiipleri +Kurkumin
8 | 400 pg/ml Boron Nitrit 0.940+0.042 +++ | 55.00
Nanotiipleri +Kurkumin
9 | 600 ng/ml Boron Nitrit 0.631+0.152  +++** | 36.90
Nanotiipleri +Kurkumin

*Sonuglar, ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilig1 negatif kontrole gore
degerlendirilmistir (Boron nitrit nanotiipleri ve Kurkumin uygulanmayan grup i¢in hiicre
canliligi %100 alinmistir). Negatif kontrol olarak % 1 DMSO ve pozitif kontrol olarak 20 uM
sisplatin uygulanmustir. (+p<0.05, ++p<0.01, +++p<0.001, negatif kontrol [DMSO(%1)] ile
kiyaslanmigtir. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, pozitif kontrol (20 uM Sisplatin) ile

kiyaslanmstir) .
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4.2.  Boron Nitrit Nanotiipleri ve Kurkuminin Genotoksisitesinin COMET

Yontemi ile Belirlenmesi

4.2.1. Boron Nitrit Nanotiipleri ve Kurkuminin insan Kemik iligi CD34*
Hematopoetik Progenitor Hiicrelerinde 30 Dakikahk Inkiibasyon Siiresi
Sonundaki Genotoksisitesinin ve H202 ile indiiklenen DNA Hasarina

Kars1 Etkisinin Comet Yontemi ile Belirlenmesi

Boron nitrit nanotiipleri ve kurkuminin sitotoksik etki gostermedigi 0.5, 1, 5,
10, 20, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda, 30 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda
insan kemik iligi CD34" hematopoetik progenitor hiicrelerinde olusturdugu DNA
hasarina iligkin 3 ayr1 deneyin sonuglar1 Tablo 4.4.de gdsterilmistir. Tabloda, toplam
hiicre sayis1 iizerinden degerlendirilen ortalama kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti

ile bunlarin standart hatalar1 verilmistir (Tablo 4.4) (Sekil 4.4).

Boron nitrit nanotiiplerinin negatif kontrol ile kiyaslandiginda 0.5 ve 1 pg/ml
konsantrasyonlarinda insan kemik iligi CD34* hematopoetik progenitor hiicrelerindeki
kuyruk yogunlugu cinsinden DNA hasarin1 artirdigi, ancak diger konsantrasyonlarda
azalttig1, bu azalisin 10 pg/ml ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda negatif kontrole
kiyasla anlamli oldugu gozlenmistir (p<<0.01). Uygulanan tiim konsantrasyonlarda
meydana gelen DNA hasarinin pozitif kontrol ile karsilastirildiginda belirgin sekilde
azaldig1 belirlenmistir (p<<0.001).

DNA hasar1 kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde ise, boron nitrit
nanotiiplerinin 0.5 ve 1 pg/ml konsantrasyonlarinda insan kemik iligi CD34"
hematopoetik progenitor hiicrelerindeki kuyruk momenti cinsinden DNA hasarinin
anlaml olarak arttig1 (swrasiyla p<0.01, p<0.05), ancak diger konsantrasyonlarda
azaldig1 gozlenmistir. Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda, uygulanan tiim
konsantrasyonlarda, meydana gelen DNA hasarinda 6nemli azalma saptanmistir
(p<0.001).
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Kurkuminin 0.5 pg/ml konsantrasyonunda, insan kemik iligi CD34"
hematopoetik progenitdr hiicrelerinde olusturdugu kuyruk yogunlugu cinsinden DNA
hasarmin negatif kontrol ile kiyaslandiginda anlamli olarak arttig1 (p<0.001), ancak
diger tiim konsantrasyonlarda olusan DNA hasariin azaldigi, bu azalisin 5, 10, 20 ve
100 pg/ml konsantrasyonlarinda anlamli oldugu gézlenmistir (5, 20 pg/ml i¢in p<0.01;
10, 100 pg/ml igin p<0.05). Pozitif kontrol ile karsilagtirildiginda, uygulanan tiim
konsantrasyonlarda, meydana gelen DNA hasarinda onemli azalma saptanmistir
(p<0.001).

DNA hasar1 kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde ise, kurkuminin
0.5 pg/ml konsantrasyonu hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda negatif kontrole kiyasla
DNA hasarmin azaldigi, ancak 0.5 pg/ml konsantrasyonunda olusan DNA hasarinin
anlamli sekilde arttig1 goriilmiistiir (p<0.001). Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda,
uygulanan tiim konsantrasyonlarda, meydana gelen DNA hasarinda 6nemli azalma

saptanmistir (p<0.001).

Boron  nitrit  nanotiipleri ve  kurkuminin  birlikte  uygulandig
konsantrasyonlardaki DNA hasar1 kuyruk yogunlugu cinsinden degerlendirildiginde,
negatif kontrole kiyasla DNA hasarinin 1 pg/ml konsantrasyonunda anlamli sekilde
arttig1 (p<0.05), ancak diger konsantrasyonlarda azaldigi, bu azalisin 10 pg/ml ve 50
png/ml konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmistir (sirasiyla
p<0.01, p<0.05). Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda, uygulanan tiim
konsantrasyonlarda, meydana gelen DNA hasarinda 6nemli azalma saptanmigtir
(p<0.001).

DNA hasar1 kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde ise, negatif
kontrole kiyasla DNA hasarinin 1 pg/ml konsantrasyonunda anlamli sekilde arttig1
(p<0.001), ancak diger konsantrasyonlarda azaldigi goézlenmistir. Pozitif kontrol ile
karsilastirildiginda, uygulanan tiim konsantrasyonlarda, meydana gelen DNA

hasarinda 6nemli azalma saptanmustir (p<0.001).
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Tablo 4.4. Boron nitrit nanotiipleri (BN) ve kurkuminin (Cur) insan kemik iligi CD34"

hematopoetik progenitdr hiicrelerinde 30 dakikalik inkiibasyon siiresi

sonundaki DNA hasarina etkisine iliskin bulgular. *

Konsantrasyon Kuyruk Yogunlugu Kuyruk Momenti
Coziicii kontrol 14.69 + 8.15 1.58 +1.03

50 uM H20: 5491+27.59 +++ 11.78 +5.88 +++
0,5 pg/ml BN 21.85+1.05 ook 437+£0.23 A+ F**
1 ug/ml BN 18.33 £1.34 oAk 3.57£0.31 4, ok
5 pg/ml BN 7.71 £1.09 oAk 0.88+0.13 ook
10 pg/ml BN 1.03£0.30 44 *** 0.06 +0.02 ikl
20 pg/ml BN 6.70 +£2.49 ook 0.78 £0.29 otk
50 pg/ml BN 0.31+£0.07  ++¥** 0.04 £ 0.007 otk
100 pg/ml BN 8.84 +0.66 xRk 1.34+0.13 otk
0,5 pg/ml BN + Cur 453+ 1.72 oAk 0.58 +0.30 ek
1 ug/ml BN + Cur 2486+ 1.11  +*** 505+0.26 +++F**
5 ng/ml BN + Cur 5.99 +2.75 ok 0.51+0.26 ook
10 pg/ml BN + Cur 2.02+0.23  HFEX 0.15+0.01 ok
20 pg/ml BN + Cur 425+1.17 otk 0.61£0.15 otk
50 pg/ml BN + Cur 2.65+0.28 4, HoHk 0.31+0.03 otk
100 pg/ml BN + Cur 7.12+£1.42 *oxk 1.04 £0.25 ook
0,5 pg/ml Cur 3558+ 1.27  +++** 7.86+0.32 +++F**
1 pg/ml Cur 7.38 £0.75 ¥k 11.12+£0.12 *oxk
5 pg/ml Cur 1.97+0.26 ++,%*% 10.14 £ 0.02 koA
10 pg/ml Cur 1.62+0.54 +,%*%% 1 0.15+0.05 oAk
20 pg/ml Cur 1.01 £0.11 ++,**%10.17+0.01 ok
50 pg/ml Cur 7.00 £ 0.81 Rk 10.87£0.11 koxk
100 pg/ml Cur 2.38+£0.49 +,*¥*¥*% 10.14+0.03 otk

*Sonuglar, i¢ ¢alismanin ortalama degeridir ve sonuglar ortalama + standart hata olarak
verilmistir.

+p<0.05, ++p<0.01, +++p<0.001, negatif kontrol [DMSO(%1)] ile kiyaslanmustir.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, pozitif kontrol (50 uM H0,) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.4. Boron nitrit nanotiipleri (BN) ve kurkuminin (Cur) insan kemik iligi CD34*
hematopoetik progenitdr hiicrelerinde 30 dakikalik inkiibasyon siiresi

sonunda DNA hasarina etkisi. *

*DNA hasar1; DNA kuyruk yogunlugu (A), DNA kuyruk momenti (B) olarak verilmistir.
Sonuglar, ii¢ calismanin ortalamasi olarak ortalama + standart hata olarak verilmistir.
+p<0.05, ++p<0.01, +++p<0.001, negatif kontrol [DMSO(%]1)] ile kiyaslanmustir.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, pozitif kontrol (50 uM H»0y) ile kiyaslanmuistir.
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4.2.2. Boron Nitrit Nanotiipleri ve Kurkuminin insan Kemik iligi CD34*
Hematopoetik Progenitor Hiicrelerinde 24 Saatlik Inkiibasyon Siiresi
Sonundaki Genotoksisitesinin ve H202 ile indiiklenen DNA Hasarina

Kars1 Etkisinin Comet Yontemi ile Belirlenmesi

Boron nitrit nanotiipleri ve kurkuminin sitotoksik etki gostermedigi 0.5, 1, 5,
10, 20, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
insan kemik iligi CD34" hematopoetik progenitor hiicrelerinde olusturdugu DNA
hasarina iligkin 3 ayr1 deneyin sonuglar1 Tablo 4.4.’de gosterilmistir. Tabloda, toplam
hiicre sayis1 iizerinden degerlendirilen ortalama kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti

ile bunlarin standart hatalar1 verilmistir (Tablo 4.5) (Sekil 4.5).

Boron nitrit nanotiiplerinin, negatif kontrol ile kiyaslandiginda, 0.5, 1, 10 ve
100 pg/ml konsantrasyonlarinda, insan kemik iligi CD34" hematopoetik progenitor
hiicrelerindeki kuyruk yogunlugu cinsinden DNA hasarint artirdigi, ancak diger
konsantrasyonlarda azalttigi, bu azalisin 5 pg/ml ve 50 ug/ml konsantrasyonlarinda
negatif kontrole kiyasla anlamli oldugu gézlenmistir (p<0.05). Pozitif kontrol ile
karsilastirildiginda, uygulanan tim konsantrasyonlarda, meydana gelen DNA

hasarinda 6nemli azalma saptanmstir (p<0.001).

DNA hasar1 kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde ise, boron nitrit
nanotiiplerinin 0.5, 1, 10 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda insan kemik iligi CD34*
hematopoetik progenitor hiicrelerindeki kuyruk momenti cinsinden DNA hasarinin
arttigi, ancak diger konsantrasyonlarda azaldigi goézlenmistir. Pozitif kontrol ile
karsilastirildiginda, uygulanan tiim konsantrasyonlarda, meydana gelen DNA

hasarinda 6nemli azalma saptanmustir (p<0.001).

Kurkuminin 50 pg/ml konsantrasyonunda, insan kemik iligi CD34"
hematopoetik progenitor hiicrelerinde kuyruk yogunlugu cinsinden olusturdugu DNA
hasarmin negatif kontrol ile kiyaslandiginda azaldigi, ancak diger tiim
konsantrasyonlarda arttigi gozlenmistir. Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda,
uygulanan tiim konsantrasyonlarda, meydana gelen DNA hasarinda énemli azalma

saptanmigtir (p<0.001).
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DNA hasar1 kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde ise, negatif
kontrole kiyasla kurkuminin 50 pg/ml konsantrasyonu hari¢ diger tiim
konsantrasyonlarda DNA hasarmin arttig1, ancak 50 ng/ml konsantrasyonunda olusan
DNA hasarinin azaldigi gériilmiistiir. Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda, uygulanan
tiim konsantrasyonlarda, meydana gelen DNA hasarinda 6nemli azalma saptanmistir

(p<0.001).

Boron  nitrit  nanotiipleri ve  kurkuminin  birlikte  uygulandig
konsantrasyonlarda DNA hasar1 kuyruk yogunlugu cinsinden degerlendirildiginde,
negatif kontrole kiyasla DNA hasarinin 5, 20 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda
anlamli sekilde azaldigi (p<0.05), ancak diger konsantrasyonlarda arttig
belirlenmigstir.  Pozitif  kontrol ile karsilastirildiginda, uygulanan tiim
konsantrasyonlarda, meydana gelen DNA hasarinda 6nemli azalma saptanmistir
(p<0.001).

DNA hasar1 kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde ise, negatif
kontrole kiyasla DNA hasarinin 5, 20 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda azaldigi,
ancak diger konsantrasyonlarda arttigi gbzlenmistir. Pozitif kontrol ile
karsilastirildiginda, uygulanan tim konsantrasyonlarda, meydana gelen DNA

hasarinda 6nemli azalma saptanmustir (p<0.001).
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Tablo 4.5. Boron nitrit nanotiipleri (BN) ve kurkuminin (Cur) insan kemik iligi

CD34" hematopoetik progenitor hiicrelerinde, 24 saatlik inkiibasyon

stiresi sonunda DNA hasarina etkisine iligskin bulgular. *

Konsantrasyon

Kuyruk Yogunlugu

Kuyruk Momenti

Coziicii kontrol

5.70 £2.08

0.62 +0.20

50 uM H202

55.58+£27.92 +++

12.11 £ 6.05 +++

0,5 pg/ml BN

5.99+041 falale

0.63 +£0.05 otk

1 pg/ml BN

10.21 £0.70 otk

1.36 £0.11 otk

5 pg/ml BN

3.65+1.32 4 ***

0.59+0.25 otk

10 pg/ml BN

10.54 £ 0.99 otk

1.42+0.15 otk

20 pg/ml BN

4.24+1.15 ok

0.40+0.12 folekal

50 pg/ml BN

4.62+093 4 x**

0.45+0.09 otk

100 pg/ml BN

8.84+£0.78 otk

1.17+0.12 otk

0,5 pg/ml BN + Cur

7.71 £0.49 otk

0.93 +£0.07 otk

1 pg/ml BN + Cur

13.20 £ 1.04 otk

2.00+0.18 otk

5 ng/ml BN + Cur

0.41 £0.003 +,***

0.01 £0.00001  ***

10 pg/ml BN + Cur

7.91 +0.82 ok

0.94+0.11 otk

20 pg/ml BN + Cur

259+£1.29 k%

0.33+0.21 otk

50 pg/ml BN + Cur

515+0.48  +7**

0.49+0.05 otk

0,5 pg/ml Cur

7.66 £ 0.69 ook

0.92 +£0.09 ook

1 pg/ml Cur

10.32 +£0.49  wk*

1.35+0.07 ok

10 pg/ml Cur

11.19+0.89  ***

1.43+0.12 otk

20 pg/ml Cur

13.62 +£2.04 ok

1.98 £0.30 otk

50 pg/ml Cur

5.24+£0.96 ook

0.55+0.12 otk

100 pg/ml Cur

15.66 +£5.93 ook

2.02+0.75 ook

*Sonuglar, li¢ ¢alismanin ortalama degeridir ve sonuglar ortalama + standart hata olarak
verilmistir.

+p<0.05, ++p<0.01, +++p<0.001, negatif kontrol [DMSO(%1)] ile kiyaslanmustir.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, pozitif kontrol (50 uM H0,) ile kiyaslanmustir.
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Sekil 4.5. Boron nitrit nanotiipleri (BN) ve kurkuminin (Cur) insan kemik iligi CD34*
hematopoetik progenitor hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon siiresi

sonundaki DNA hasarina etkisi. *

*DNA hasari; DNA kuyruk yogunlugu (A), DNA kuyruk momenti (B) olarak verilmistir.
Sonuglar, ii¢ calismanin ortalamasi olarak ortalama + standart hata olarak verilmistir.
+p<0.05, ++p<0.01, +++p<0.001, negatif kontrol [DMSO(%]1)] ile kiyaslanmustir.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, pozitif kontrol (50 uM H>Oy) ile kiyaslanmustir.
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5. TARTISMA

Kok hiicreler, kendilerini yenileme ve farklilasma o6zellikleri nedeniyle
yenileyici tedavi (kemoterapi, doku onarimi, dis hekimligi, estetik cerrahi), ilag
gelistirme ¢alismalari, toksisite testleri, kok hiicre kaynakli hastaliklar ve hiicre
fonksiyonlarinin diizenlenmesi gibi alanlarda ¢esitli amaglarla kullanilmaktadir
(3,247).

Insan hayatinda 6nemli bir yere sahip olan ksenobiyotiklerin olasi toksik
etkilerinin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan hayvan modellerine
alternatif bulunmasi ve toksisite mekanizmalarinin detayli incelenmesi i¢in kok hiicre
potansiyel bir alandir. Kok hiicre kullanimina dayanan toksikoloji arastirmalari,
toksikanlarin farklilagma siireci ve farklilasmis (olgun) hiicre fonksiyonlar izerindeki
etkilerinin belirlenmesine olanak saglar (1,2). Ayrica, tlirler arasi farkliliktan
kaynaklanan toksisite degisimlerini de ortadan kaldirir (248).

Hematopoezden sorumlu olan ve ¢esitli hiicre hatlarina farklilasabilen kemik
iligi hematopoetik kok hiicreleri, bu hiicrelerin tedavide kullanimlari ve toksisite test
modellerinin gelistirilmesi agisindan dnemlidir (48,72). Genotoksik ajanlarin kemik
iligi kok hiicrelerindeki kanser, anemi ve hiicre yaslanmasi seklinde sonuglanabilen
etkileri uzun Omiirlii hematopoetik kok hiicreler araciligiyla kalict olabilmekte, bu
nedenle hematopoetik kok hiicrelerinin sitotoksisite ve genotoksisite agisindan
degerlendirilmesi gerekmektedir (5).

Boron nitrit nanotiipleri, istenmeyen kosullara dayanikliliklari, biyolojik inert
olmalar1, manyetik ve piezoelektrik ozellikleri nedeniyle pek ¢ok alanda ve klinik
uygulamalarda nanovektor olarak kullanilma potansiyeline sahiptir (10,158).

Geleneksel tip uygulamalarinda uzun zamandir kullanilan ve antikanser,
antioksidan, antiinflamatuvar etkileriyle dikkat c¢ekici bir fenolik bilesik olan
kurkuminin biyoyararlanimini artirmak amaciyla ¢esitli formiilasyonlar (nanopartikiil,
mukoadhesif, lipozom) kullanilmaktadir (179,249,250). Bu agidan boron nitrit
nanotiipleri nanovektor olarak uygun bir formiilasyon maddesi olabilir. Ancak, boron
nitrit nanotiiplerinin ve kurkuminin toksisitesi hakkinda farkli bulgular bulunmaktadir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda toksisite test ¢aligmalarinda hayvan deneylerine
uygun bir alternatif olabilecek ve klinik uygulamalarda kullanilan kemik iligi kok

hiicrelerinde, boron nitrit nanotiipleri ile kurkuminin sitotoksik ve genotoksik
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etkilerinin incelenmesi, olas1 maruziyet etkilerinin ya da tedavi amacl kullanimlarinin
degerlendirilmesi amaglanmistir.

Kemik iligi kok hiicrelerindeki genotoksisite ve sitotoksisite ¢alismalarinda
kemik iligi mezenkimal ve hematopoetik kok hiicreleri kullanilmaktadir. Bu tez
caligmasinda ise, CD34" hematopoetik progenitor hiicrelerindeki boron nitrit
nanotiiplerinin ve bir fenolik bilesik olan kurkuminin genotoksik etkileri incelenmistir.
Calisilan boron nitrit nanotiipleri ve kurkuminin genis doz araligindaki (10-600 pg/ml)
sitotoksik etkileri ise MTT yontemiyle HelLa (insan serviks kanser) hiicrelerinde
degerlendirilmistir.

Calismamizda boron nitrit nanotiiplerinin HeLa hiicrelerindeki sitotoksik
etkileri incelendiginde 10-600 pg/ml doz araliginda ICso degeri saptanamamuistir.
Boron nitrit nanotiiplerinin, 10-50 pg/ml konsantrasyon araliginda HeLa hiicrelerinde
onemli bir sitotoksik etki olusturmadigi, 50-100 pg/ml ve 400-600 pg/ml
konsantrasyon araliginda hiicre canliliginda artisa neden oldugu; ancak 100-400 pg/ml
konsantrasyon araliginda daha fazla sitotoksik etki olusturarak hiicre canliligin1 %80
seviyesine diisiirdiigii gozlenmistir. Benzer bir calisma Ciofani ve dig. tarafindan insan
ndroblastoma hiicrelerinde polietilenimin ve glikol-kitosan kapli boron nitrit
nanotiipleri ile yapilmis, sirasiyla 5 pg/ml ve 100 pg/ml dozuna kadar hiicre
canliligimin olumsuz etkilenmedigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada MTT ve WST-1
sitotoksisite testlerinde farkli sonuglar elde edilmis, bu durum karbon nanotiipleri gibi
boron nitrit nanotiiplerinin de formazan kristallerine baglanarak ¢6kmesine,
¢oziiclinlin etkisiyle beklenen renk degisiminin gozlenememesine baglanmistir
(102,153,251).

Ferreira ve dig. tarafindan yapilmig bir calismada glukozamin, kitosan ve
polietilen-glikol ile kaplanmis boron nitrit nanotiiplerinin insan fetal akciger fibroblast
(MRC-5) hiicrelerindeki sitotoksisitesi degerlendirildiginde 50 pg/ml dozuna kadar
hiicre canlilig1 izerinde olumsuz etkisi gdzlenmemis, kitosan ve polietilen-glikol kaplh
boron nitrit nanotiiplerinin belirgin sitotoksik etkileri ise 100 pg/ml dozunda
gozlenmistir (252). Horvath ve dig. tarafindan gergeklestirilen bir bagka ¢alismada
tween 80 kapli boron nitrit nanotiiplerinin akciger epitel hiicreleri (A549), alveoler
makrofaj hiicreleri (RAW 264.7), insan embriyonik bobrek hiicreleri (HEK293) ve
fibroblast (3T3-L1) hiicrelerindeki sitotoksik etkileri incelenmis ve 2 pg/ml boron
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nitrit nanotiip dozunun tiim hiicre tiirlerinde belirgin sitotoksik etkileri oldugu
belirlenmigtir. Diisilk dozda gozlenen sitotoksik etkinin kullanilan dispersiyon
ajanindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir (158). Boron nitrit nanotiiplerinin HEK293
hiicrelerinde 100 pg/ml konsantrasyonunda sitotoksik olmadigini bildiren ¢alisma da
bulunmaktadir (253).

Hidroksillenmis (h-BNNT) ve karbonhidrat bagli (m-BNNT) boron nitrit
nanotiipleri  5-200 pg/ml doz araliginda insan dermal fibroblast (HDF) hiicre
canliligmm etkilemezken, A549 hiicrelerinin canliligimi 100-200 pg/ml dozlarinda
%40-60 oraninda azaltmistir (80). Ferreira ve dig. tarafindan NIH/3T3 ve A549
hiicrelerinde yapilan calismada ise boron nitrit nanotiiplerinin 62,5 pg/ml doz
seviyesine kadar hiicre canliligini olumsuz etkilemedigi (IC50=62,5-125 pg/ml)
belirlenmistir (254).

Boron nitrit nanotiiplerinin insan osteoblast ve fare makrofaj hiicreleri igin,
sitotoksik olmadigi (151), insan glioblastoma, insan diseti fibroblast hiicrelerinin,
insan damar endotel hiicrelerinin morfolojik ve canlilik 6zelliklerini etkilemedigi
gorilmiistiir (152,154,159,255,256).

Transferrin bagli boron nitrit nanotiiplerinin insan umbilikal damar endotel
hiicrelerinin ve NIH/3T3 fibroblast hiicrelerinin ise 100 pg/ml doz seviyesinde hiicre
canliligini %15 ve %16 azalttig1 belirlenmistir (257,258).

Li ve dig. tarafindan, mezenkimal kok hiicrelerinde yapilmis diger bir
caligmada, boron nitrit nanotiiplerinin 0-25 pg/ml doz araliginda hiicrelerin alkalen
fosfataz (2 pg/ml BNNT) diizeyini artirarak osteoblastik farklilagmay1 indiikledigi ve
5 ng/ml BNNT konsantrasyonuna kadar hiicre proliferasyonunu artirdigi, 5-25 pg/ml
doz araliginda ise hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu belirlenmistir (259).
Boron nitrit nanotiipleriyle yapilmis ¢aligmalar degerlendirildiginde, kaplama ya da
modifikasyon gibi islemlerin ve ¢alisilan hiicre tiiriinlin boron nitrit nanotiiplerinin
sitotoksik ozellikleri konusunda belirgin farkliliklara neden oldugu goériilmiistiir.

Bu ¢alismada kurkuminin 10-600 pg/ml konsantrasyon araliginda 24 saatlik
inkiibasyon sonundaki HeLa hiicrelerinin canlilig1 iizerindeki etkileri MTT yontemiyle
degerlendirildiginde, uygulanan doz araliginda ICso degeri saptanamamistir. Benzer
bir ¢aligma Kumar ve dig. tarafindan yapilmistir. Kurkuminin Hela hiicrelerinin

canlilif1 tizerindeki etkileri MTT yontemiyle degerlendirildiginde, ICso degeri 16.52
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uM olarak, bir baska ¢aligmada ise 25-50 uM arasinda belirlenmistir (260,261).
Strasser ve dig. tarafindan insan myelomonositik U937 hiicrelerinde yapilan bir
caligmada 20 umol/L konsantrasyonunda uygulanan kurkuminin hiicre canliligini %84
azaltt1g1 tespit edilmistir (262). Insan papiller tiroid karsinoma hiicrelerinin canlilik
diizeyinde de uygulanan 12,5-25 uM kurkumin etkisiyle belirgin azalma saptanmigtir
(263). Feokromositoma PC12 sigan hiicrelerindeki ICso degeri 64-128 pg/ml arasinda
bulunmustur (264).

Bu ¢alismada, boron nitrit nanotilipleri ve kurkuminin birlikte uygulandig
dozlardaki hiicre canliligi ile tek basina uygulandiklarindaki hiicre canlilig
kiyaslandiginda; boron nitrit nanotiiplerinin sadece 10 pg/ml dozunda kurkumin ile
birlikte uygulanmasinin boron nitritin tek basina uygulandigi duruma gore (her doz
gurubu kendi i¢inde kiyaslandiginda) hiicre canliligini artirdigi, 20-600 pg/ml
araliginda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttig1 tespit edilmistir
(p<0.001). Bu kiyaslama kurkuminin tek basina uygulamas: temel alinarak
yapildiginda ise 100 pg/ml dozunda boron nitrit nanotiiplerinin ilavesiyle hiicre
canliliginda artis meydana geldigi, diger doz gruplarinda ise canlilikta azalma oldugu
belirlenmistir (20 pg/ml ve 600 pg/ml dozlarinda p<0.05; 50 ve 400 pg/ml dozlarinda
p<0.001).

Kurkuminin nanoformiilasyonlarda kullanilmak t{izere incelendigi ¢alismalarda
tek duvarl karbon nanotiipleri ve poli (laktik-ko-glikolid) ic¢eren nanokurkuminin
antikanser ve antitimor aktivitelerinin arttigi belirlenmistir (261,271). Boron nitrit
nanotiiplerinin de, kemik iligi CD34" hematopoetik progenitor kok hiicreleri igin 100

png/ml konsantrasyonda uygun bir kurkumin tasiyicist olabilecegi diisiiniilebilir.

Literatiirde kemik iligi CD34" hiicrelerinde boron nitrit nanotiipleri veya
kurkuminin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin incelendigi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Calismamiz, CD34" hiicrelerinde, boron nitrit nanotiipleri ve
kurkuminin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin arastirildigr ilk g¢alismadir. Bu
hiicrelerde yapilmis genotoksite ve sitotoksisite ¢alismalarinda UV radyasyon, gama
radyasyon, 1,4-benzokinon ve endojen aldehitlerin etkileri arastiritlmistir. Radyasyon
etkisinin incelendigi ¢caligmalarda DNA tek ve ¢ift zincir kiriklar1 Comet yontemi ile

degerlendirilmistir. UV radyasyon etkisinin incelendigi ¢alismada CD34" hiicrelerinin
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CD34 hiicrelerine gére DNA tek zincir kiriklarinin onariminda daha etkili oldugu,
gama radyasyon etkisinin incelendigi ¢calismada ise meydana gelen DNA hasarinin 3
saat icinde onarildigi belirlenmistir. Bununla birlikte, CD34" hiicrelerinin
etilnitroziirenin yol actigi DNA tek zincir kiriklarinin onariminda CD19*, CD34" ve
CD33" hiicrelerine gore yetersiz kaldigi goriilmiistiir. Abernethy ve dig. tarafindan
yapilan ¢aligmada; 1,4-benzokinonun CD34" hiicrelerinde meydana getirdigi DNA
hasarinda p53 yolaginin gorev aldigi belirlenmistir (80,83,266,267).

Bu calismada boron nitrit nanotiipleri ve kurkuminin 0.5-100 pg/ml
konsantrasyon araliginda CD34" hematopoetik progenitor hiicrelerindeki DNA
hasarma etkileri Comet yontemiyle degerlendirildiginde, boron nitrit nanotiiplerinin
30 dakikalik inkiibasyon sonunda 0.5 ve 1 pg/ml konsantrasyonlarinda insan kemik
iligi CD34" hematopoetik progenitér hiicrelerindeki kuyruk yogunlugu ve kuyruk
momenti cinsinden DNA hasarimi artirdigi, ancak diger konsantrasyonlarda azalttigi,

gozlenmistir (p<0.01).

Boron nitrit nanotiiplerinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise, 0.5, 1, 10
ve 100 ug/ml konsantrasyonlarinda, insan kemik iligi CD34* hematopoetik progenitor
hiicrelerindeki kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti cinsinden DNA hasarin1 negatif
kontrol 1ile kiyaslandiginda artirdigi, ancak diger konsantrasyonlarda azalttig:

gbzlenmistir (p<0.05).

Boron nitrit nanotiiplerinin 30 dakika ve 24 saatlik inkiibasyon siirelerinin
sonundaki DNA hasar1, her doz grubu kendi i¢inde kiyaslandiginda ise, meydana gelen
DNA hasarinin 24 saatin sonunda 30 dakikalik inkiibasyon stiresine gore 0.5, 1, 5, 20
ng/ml konsantrasyonlarinda azaldigi (0.5 ve 1 pg/ml; p<0.001), 10, 50 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarinda artt1g1 (10 pg/ml, p<0.001; 50 pg/ml, p<0.05) belirlenmistir. Bu
durum 10-20 pg/ml nin altindaki konsantrasyonlarda boron nitrit nanotiiplerine maruz
kalan CD34" kok hiicrelerinde olusan DNA hasar1 24 saat sonra onarilirken, 10-20
pg/ml nin iistiindeki konsantrasyonlarda boron nitrit nanotiiplerine maruz kalan CD34*
kok hiicrelerinde olusan DNA hasarmin 24 saat sonra onarillamadigini

diistindiirmektedir.
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Boron nitrit nanotiiplerinin 50 pg/ml dozuna kadar akciger fibroblast
hiicrelerinde kromozom hasar1 olusturmadigi bu dozun iizerinde ROS (reaktif oksijen
tiirleri) artisina bagl olarak hiicrede hasara yol agt1g1 belirlenmistir (252). insan dermal
fibroblast hiicreleri ve alveoler bazal epitel hiicrelerinde yapilan ¢alismada da 100-200
ng/ml konsantrasyonlarindaki boron nitrit nanotiiplerinin DNA hasarina neden oldugu
gozlenmistir (268). Yiiksek doz gruplarinda 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki

DNA hasar1 artisinin ROS olusumuna bagli oldugu diistiniilebilir.

Kurkuminin 30 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda, 0.5 pg/ml
konsantrasyonunda insan kemik iligi CD34" hematopoetik progenitor hiicrelerindeki
kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti cinsinden DNA hasarin1 negatif kontrol ile
kiyaslandiginda anlamli  olarak artirdigit  (p<0.001), ancak diger tiim

konsantrasyonlarda DNA hasarini azalttigi gézlenmistir.

Kurkuminin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki, 50 pg/ml
konsantrasyonunda insan kemik iligi CD34" hematopoetik progenitor hiicrelerindeki
kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti cinsinden DNA hasarin1 negatif kontrol ile
kiyaslandiginda azalttig1, ancak diger tiim konsantrasyonlarda DNA hasarini artirdigi

gozlenmistir.

Kurkuminin 30 dakika ve 24 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda meydana
getirdigit DNA hasar kiyaslandiginda ise, 24 saatin sonundaki DNA hasarinin 0.5
pug/ml  konsantrasyonunda azalirkken (p<0.001), 1, 10 ve 20 pg/ml
konsantrasyonlarinda arttig1 tespit edilmistir (1 pg/ml, p<0.01; 10 ve 20 pug/ml,
p<0.001). Kurkuminin genotoksik etkilerinin incelendigi ¢alismalarda, reaktif oksijen
tiirlerinin meydana gelen DNA hasarindan sorumlu olabilecegi goriilmiistiir. Bu
durum 0.5 pug/ml konsantrasyonda kurkumine maruz kalan CD34" kok hiicrelerinde
olusan DNA hasari 24 saat sonra onarilirken, 1, 10 ve 20 pg/ml konsantrasyonlarda
kurkumine maruz kalan CD34" kok hiicrelerinde olusan DNA hasarinin 24 saat sonra

onarilamadigini diislindiirmektedir.

Boron  nitrit  nanotiipleri ve  kurkuminin  birlikte  uygulandig
konsantrasyonlarda 30 dakikalik inkiibasyon stiresi sonundaki DNA hasar1 kuyruk

yogunlugu ve kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde, DNA hasarinin 1 pg/ml
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konsantrasyonunda negatif kontrole kiyasla anlamli sekilde arttigi (p<0.05), ancak

diger konsantrasyonlarda azaldig1 gézlenmistir.

Boron  nitrit  nanotiipleri ve  kurkuminin  birlikte  uygulandig:
konsantrasyonlarda 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki DNA hasar1 kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde ise, DNA hasarinin
negatif kontrole kiyasla 5, 20 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda anlamli sekilde

azaldig1 (p<0.05), ancak diger konsantrasyonlarda arttig1 belirlenmistir.

Boron  nitrit  nanotiipleri ve  kurkuminin  birlikte  uygulandigi
konsantrasyonlarda 30 dakika ve 24 saatlik inkiibasyon siireleri kiyaslandiginda ise,
24 saatin sonundaki DNA hasarinin 30 dakikalik inkiibasyon siiresine gore 1, 5 ve 20
pg/ml konsantrasyonlarinda azaldigit (1 pg/ml, p<0.001), 10 ve 50 pg/ml
konsantrasyonlarinda arttig1 tespit edilmistir (10 pug/ml, p<0.001; 50 pg/ml, p<0.05).
Bu durum 10-20 pg/ml nin altindaki konsantrasyonlarda boron nitrit nanotiipleri ve
kurkumine birlikte maruz kalan CD34" kok hiicrelerinde olusan DNA hasar1 24 saat
sonra onarilirken, 10-20 pg/ml nin istiindeki konsantrasyonlarda boron nitrit
nanotiipleri ve kurkumine birlikte maruz kalan CD34" kok hiicrelerinde olusan DNA

hasarinin 24 saat sonra onarilamadigini diistindiirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Kok hiicreler; uzun siire boliinebilme, kendilerini yenileme ve farklilagma
ozellikleri nedeniyle toksisite test yontemlerinde potansiyel bir alternatiftir. Kan
hiicrelerine kaynaklik eden hematopoetik kok hiicreler ile osteosit, adiposit gibi
hiicrelere farklilasan mezenkimal kok hiicrelerinin bu c¢alismalarda kullanimlar test

materyalinin farklilasma siirecine etkilerinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir.

Calismamizda kimyasal stabilitesi, oksidasyon direnci, gerilim dayaniklilig
gibi kimyasal ve fiziksel 6zellikleri sayesinde genis kullanim alanina sahip boron nitrit
nanotiipleri ile antioksidan, antiinflamatuvar, antikanser 6zellikleri nedeniyle dikkat
cekici bir fenolik bilesik olan kurkuminin sitotoksik ve genotoksik etkileri
degerlendirilmistir. Boron nitrit nanotiipleri ve kurkuminin biyolojik sivilarda ¢oziiniir
olmamasi biyomedikal uygulamarda kullanimina engel olabilecek bir 6zelliktir. Bu
nedenle boron nitrit nanotiipleri ve kurkuminin ¢oziiniirliiglinii artirmak amaciyla
gelistirilmis farkli formiilasyonlar bulunmaktadir. Inert yapidaki boron nitrit
nanotiiplerinin kurkumin i¢in uygun bir nanovektor olabilecegi diisiiniildiiglinde bu
maddelerin kemik iligi kok hiicrelerindeki etkilerinin bilinmesi tedavi amagh

kullaniminin degerlendirilmesi agisindan 6nemlidir.

Boron nitrit nanotiiplerinin yer aldig1 c¢alismalar ¢ogunlukla ¢oziiniirlitk
problemine yoneliktir ve biyolojik etkilerine dair yeterli bilgi bulunmamaktadir.
Kurkuminin yer aldig1 ¢alismalarda ise doza bagli antioksidan-prooksidan, antikanser
ya da Kkarsinojen Ozellikleri, antikoagiilan ilaglarla etkilesme potansiyeli
incelendiginde bu bilesigin kullanilan tedavi dozu ve hastalik tiirti konusunda dikkatli
olunmasi gerektigi goriilmektedir. Boron nitrit nanotiipleri ve kurkuminin kemik iligi
kok hiicrelerinin morfolojik, canlilik ve DNA biitiinliigii tizerindeki etkilerinin, etki
mekanizmalariin degerlendirilmesi konusunda olasi hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavi

yontemlerinin gelistirilmesi agisindan ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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