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OZET
T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

Giimiis Nanopartikiiliiniin Boyut ve Doz Bagimh Olarak Karacigere Etkisinin
Arastirilmasi

Mehmet Enes SOZEN
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
DOKTORA TEZi/ KONYA-2017
Nanopartikiillerin benzersiz fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerine bagl
olarak kullanimlar1 giderek artmaktadir. Giimiis nanopartikiilii en genis kullanim
alanina sahip olan nanopartikiildiir. Nanogiimiisiin antimikrobiyal 6zellikleri tiiketici
tiriinlerinde ve saglik iirlinlerinde yogun kullanim alani bulmasiyla sonuglanmaistir.
Bu yogun kullanima bagl olarak ¢evreye ve insan sagligina olasi etkileri ile ilgili
siipheler ortaya cikarmistir; bu ylizden nanogiimiisiin biyolojik etkilesimi ve

potansiyel toksisitesinin mekanizmasinin daha iyi anlasilmasi ihtiyact olusmustur.

35 Wistar Albino si¢an her grupta 5 sigan olacak sekilde 7 gruba ayrilmistir.
Kontrol Grubu (Grup 1) ¢esme suyu, Grup 2 20 nm 50 mg/kg, Grup 3 20 nm 300
mg/kg, Grup 4 80-100 nm 50 mg/kg, Grup 5 80-100 nm 300 mg/kg nanogiimiis 10

giin boyunca 24 saat araliklarla oral olarak uygulanmistir.

Viicut agirliklart ¢alismanin baglangicinda ve sonunda kaydedilmistir. TAS,
TOS, ALT, AST, ALP, GGT seviyeleri ol¢iilmiis ve OSI degeri hesaplanmustir.
Parafin kesitler hematoksilen&eozin ile boyanmis ve alinmis olan diger kesitler
polylisin kapli lamlara yerlestirilmistir. CD68 ve TUNEL boyama gergeklestirilip
degerlendirilmistir. Apoptotik indeks TUNEL boyama ile belirlenmistir.

Gruplarm vuciit agirliginda istatistik olarak anlamli fark gézlenmemistir. Her
ne kadar bazilari istatistiki olarak anlamli fark gostermese de TAS, TOS, OSI
degerleri diisen boyut ve artan doz ile artis gostermislerdir. Serum ALT seviyeleri
farklilik gostermemistir. Serum ALP ve AST seviyeleri azalan boyut ve artan doz ile
artis gostermistir. Sicanlarin karacigerinin H&E boyanmasi ile yapilan histopatolojik
degerlendirmede konjesyon, lenfosit infiltrasyonu, nekroz, pleomorfik niikleus ve
siniizoidlerde dilatasyon gozlenmistir. TUNEL boyama apoptozisin azalan boyut ve

artan doz ile arttigin1 gostermistir.
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Bu calismanin sonuglar1 giimiis nanopartikiiliiniin viicutta oksidatif stresi ve
karacigerde toksisiteyi yiiksek dozlarda ve kiiglik boyutlarda olusturdugunu
gostermistir. Farkli boyutlarda ve yiiksek dozlarda nanogiimiis kullanirken dikkatli

olunmalidir.

Anahtar Kelimeler, Gimiis; histopatoloji; karaciger; nanopartikiil; TUNEL.
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ABSTRACT
UNIVERSITY OF NECMETTIN ERBAKAN
INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES

Investigation of The Size and Dose Dependent Effect of Silver Nanoparticle on
Liver

Mehmet Enes SOZEN
Departmant of Histology Embryology

THE DOCTOR OF PHILOSOPHY OF THESIS / KONYA-2017

Nanoparticles are increasingly used because of their unique physicochemical
and biological properties. Silver nanoparticle is one of the most commonly used
nanoparticle. The antimicrobial properties of silver nanoparticles have resulted in
their extensive application in consumer and health care products. This extensive
application is leading to concerns about the potential environmental and human
health impacts, so it is becoming necessary for a better understanding of the
mechanisms of silver nanoparticles’ biological interactions and their potential

toxicity.

35 Wistar Albino rats were randomly divided into five groups of 7 rats each.
In this experiment Control Group (Group 1) tap water; Group 2 20 nm 50 mg/kg;
Group 3 20 nm 300 mg/kg; Group 4 80-100 nm 50 mg/kg; Group 5 80-100 nm 300

mg/kg anosilver received via gavage for 10 days at 24 hour interval.

The body weights recorded in the beginning and at the end of the experiment.
Blood serum TAS, TOS, ALT, AST, ALP, GGT levels were determined and OSI
parameters were calculated. Paraffin blocks were stained with hematoxylin&eosin.
Staining with CD 68 and TUNEL was performed and evaluation was done.

Apoptotic index was evaluated with TUNEL.

There were no statistically significant differences in the body weight of the
groups. Even some of them did not show statistically significant difference, serum
TAS, TOS and OSI values showed increase with the decreased size and increased
dose. Serum ALT levels were not showed differences. Serum ALP and AST levels
were increased with the decreased size and increased dose. Congestion, lymphocyte

infiltration, necrosis, pleomorphic nucleus, dilation in sinusoids were visualized by

XVi



histopathologic examination of rats’ liver by H&E staining. TUNEL staining showed
that apoptosis increased with the decreased size and increased dose.

These results of present study showed silver nanoparticle may have oxidative
stress in the body and toxicity in the liver at high doses and small sizes. Attention

must be paid when using different sizes and high doses of nanosilver.

Key Words, Histopathology; Liver; Nanoparticle; Silver; TUNEL.
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1. GIRIS

2. GENEL BIiLGILER
2.1. KARACIGER
2.1.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger viicudumuzun en biiylik i¢ organi olup yetiskindeki agirligr 1,5-2
kilogram (kg) kadardir ve toplam viicut agirhgmin %2-%3’linii olusturur;
yenidoganda ise viicut agirliginin %10 kadarini olusturur. Karin boslugunun sag tist
kadraninda diyaframin hemen altinda bulunmaktadir (Yildirnrm 2004). Karaciger
yarim elipsoid sekilli ve kirmizi-kahverengi renklidir. Karaciger yumusak yapiya
sahip bir organdir ve bunun da etkisiyle viicutta dalaktan sonra en riiptiirabl ikinci
organ olarak degerlendirilmektedir. Karacigerin iist yilizii diyaframin sekline uyar ve
facies diaphragmatica ismini alir. Alt yiizii ise ¢esitli karin igi yapilarla temas eder
ve facies visceralis olarak adlandirilmaktadir. Karaciger viseral yiizdeki yarik ve
oluklara bagli olarak anatomik olarak dort loba ayrilmistir, bunlar sagda lobus
hepatis dexter, solda lobus hepatis sinister, onde lobus quadratus, arkada lobus
caudatus olarak yerlesmistir. Karaciger kanlanma ve safra drenajina gore ise sekiz
segmente ayrilmaktadir ve cerrahi miidahalelerde bu siniflandirma gz Oniinde

tutulmaktadir (Yildirim 2014).

Karacigerin diyafragmatik yiizde diyafram ile temas ettigi alanlar (Yildirim
2004) ve viseral yiizde safra kesesi, porta hepatis ve vena cava inferior ile temas
ettigi alanlar disindaki kisimlar1 periton ile sarilmistir ve dolayisiyla karaciger
intraperitoneal bir organdir (Sarsilmaz 2000). Peritonun altinda karacigeri ¢epegevre
saran bag dokusundan kuvvetli fibroz kapsiil bulunmaktadir ve buna Glisson kapsiili
ad1 verilmektedir. Glisson kapsiilii karaciger parankimi icerisine tam olmayan
uzantilar gdndererek hem karacigerin seklini korur hem de karacigeri lob ve lobiillere

ayirir (Sancak ve Cumhur 2008).

Karacigerin alt yliziinde loblarin arasinda karacigere giris c¢ikis yapan

yapilarin gectigi alan porta hepatis bulunur. Porta hepatiste 6n solda arteria



hepatica propria, 6n sagda ductus hepaticus communis, arkada vena porta ve daginik
olarak pleksus hepaticus ve lenf damarlar1 bulunmaktadir (Sarsilmaz 2000).

Karaciger torasik kanal araciligi ile lenf sivisi iiretiminin %25-50’sinden
sorumludur. Karacigerdeki lenf 6ncelikli olarak hepatik siniizoidlerden ve daha az
olarak da peribilier pleksustan kaynaklanmaktadir. Stvi buradan perilobiiler Mall
araligina girmeden Once siniizoidlerin digina Disse araligina ve sonra portal yollarin
interstisyel alanina, sublobiiler venler ya da hepatik kapsiile gecer. Karacigerden
ekstrahepatik lenf nodlarina lenfatik drenaj kompleks ve Ongoriillemezdir ancak
genellikle yiizeysel ve derin lenfatik yollar olarak gruplandirilabilirler (Yong ve ark.
2016).

2.1.2. Karaciger Histolojisi

Karacigerin yapisal ve fonksiyonel birimleri karaciger lobiilleridir ve ii¢ farkl

karaciger lobiilii vardir.

Klasik Karaciger Lobiili: Koselerinde portal alan, ortasinda santral ven
bulunan altigen seklindeki lobiildiir. Santral venden baslayarak tek sira halinde
diziler olusturan ve birbiri ile anastomozlasan karaciger kordonlarina hepatik
kordonlar adi verilir. Portal triad ad1 da verilen portal alanlar bir hepatik arter, bir

portal ven, bir safra kanali, lenf damarlarini ve sinirleri igerir.

Portal lobiil: Komsu ii¢ santral venin birlesmesiyle olusan ortasinda portal
alanin bulundugu {iiggen sekilli lobiildiir. Ayni portal alana safra sentezleyen

hepatositleri ¢cevreleyen alandir.

Karaciger Asinusu: Iki portal alan ile iki santral venin birlesmesiyle olusan
lobiildiir. Asinus ii¢ zondan olugsmaktadir, iki portal alan arasindaki bolgeye yakin
alan 1. zon, santral ven etrafindaki bolum 3. zon ve arada kalan alan 2. zon olarak
isimlendirilir. Farkli zondaki hiicreler birbirinden farkli aktiviteye sahiptir ve
birbirinden farkli etkilere maruz kalir ve dolayisiyla birbirinden farkli organel
dagilimi vardir. Bunlara bagli olarak zararli etmenlerden de farkli oranda etkilenirler

(Esrefoglu 2016).

Karacigere gelen kanin dortte {i¢ii portal ven ile gelir ve bu kan besince

zengin, oksijen (O,)’ce fakirdir, kanin dortte biri ise hepatik arter ile gelir ve bu kan

2



O’ce zengindir. Karacigere gelen kan portal alandaki hepatik arter ve portal venden
siniizoidlere ve oradan da santral vene gecer, safra akimi ise bu akima ters yondedir.
Siniizoidler kesintili bazal laminaya sahip pencereli endotel hiicreleri ile
cevrelenmistir ve buna bagli olarak plazma siniizoidlerin disina, Disse araligina gecer
ve bu aralikta hepatositlerin mikrovilluslar1 ile retikiiler liflerden olusmus bag
dokusu bulunmaktadir. Hepatositlerin mikrovilluslari hepatositlerle plazma arasinda
dogrudan madde aligverisine olanak saglar. Siniizoidlerde ayrica Kupffer hiicresi adi
verilen yildiz bicimli makrofajlar da yer almaktadir. Disse araliginda Ito hiicreleri de
denilen yag ve yagda ¢oziinen vitaminleri depolayan hepatik yildiz (stellat) hiicreleri

bulunur (Mescher 2015).

Safra kanalikiilii komsu karaciger hiicre membranlarinin kivrilmasiyla olugan
safra akigiin gerceklestigi kiiciik kanalciklardir. Safra kanalikiilii safrayr safra
kanallarina (Hering kanallar1) iletir. Hering kanallarin1 algak kiibik kolanjiositler
dosemektedir. Hering kanallar1 safray1 portal bolgedeki safra kanallarina iletir. Safra
kanallar1 tek kathi kiibik sekilli, ¢ok sayida mikrovillus iceren kolanjiositlerle
cevrilidir. Safra kanallar1 birleserek hepatik kanallar1 olusturur. Hepatik kanallar

yassi kolanjiositlerden olusan bir epitel ile gevrilidir (Leslie P. Gartner 2016).
2.1.2.1. Hepatositler

Hepatositler =~ karacigerin ~ parankimal  hiicreleridir =~ ve  karaciger
fonksiyonlarmin bir¢ogundan sorumludur ve toplam karaciger hacminin %80’ini
olustururlar. Parankimal olmayan karaciger hiicreleri ise toplam karaciger hacminin
sadece %6,5’unu olusturmalarina ragmen toplam hiicre sayisinin %40’ 11

olusturmaktadirlar (Kmiec 2001).

Hepatositler polihedral sekilli, merkezi biiylik yuvarlak c¢ekirdekli,
mitokondriden zengin, eozinofilik sitoplazmali, zaman zaman ¢ift ¢ekirdekli olabilen
hiicrelerdir (Mescher 2015). Hepatositlerde olduk¢a fazla miktarda granilli
endoplazmik retikulum (GER) ve graniilsiiz endoplazmik retikulum (AGER) vardir,
yine fazla sayida lizozom, lipid damlacig1 ve glikojen icerirler (Leslie P. Gartner
2016).



2.1.2.2. Hepatik Stellat Hiicreleri

Hepatik stellat hiicreleri (vitamin A depolayan hiicreler, lipositler, yag
depolayan hiicreler, ito Hiicreleri olarak da adlandirilir) hepatik lobiildeki siniizoidal
endotel hiicreleri ile parankimal hiicreleri arasindaki boslukta bulunur ve
sitoplazmasindaki lipid damlalar1 icerisinde retinil palmitat olarak tiim viicuttaki A
vitamininin %80’ini depolar. Vitamin A depolamas1 periportal zonda baslar, orta
zonda pik yapar ve santral zonda giderek azalir. Bu hiicreler fizyolojik kosullarda
vitamin A hemostazinin diizenlenmesinde esas rolii iistlenmektedir. Bu hiicreler
ayrica karaciger yenilenmesinde de onemli rol oynamaktadirlar. Karaciger fibrozu
gibi patolojik kosullarda hepatik stellat hiicreleri A vitaminini kaybeder ve kollajen,
proteoglikan ve adeziv proteinler dahil ekstraseliiler matriks bilesenlerini ¢ok yiliksek
miktarlarda sentezlerler. Ekstraseliiler matriks bilesiminin ii¢ boyutlu yapisinin geri
doniislii olarak hepatik stellat hiicrelerinin morfolojisini, proliferasyonunu ve

fonksiyonlarimi diizenledigi bulunmustur (Senoo ve ark. 2017).
2.1.2.3. Kupffer Hiicreleri

Kupfter hiicreleri siniizoidlerin i¢ine yerlesmis, belirgin endositik ve fagositik
kapasiteleri olan doku makrofajlaridir. Kupffer hiicreleri yaslanmis ve hasarlanmis
eritrositlerin temizlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica Kupffer hiicreleri ¢ok
sayida enzim ve sitokinin salinmasindan da sorumludur (Kmiec 2001). Kupffer
hiicreleri toplam karaciger hiicre sayisinin %10’unu olusturmaktadir. Karaciger
sinlizoidlerindeki yerlesimine bagli olarak Kupffer hiicrelerinin popiilasyon
yogunlugu, morfolojik karakteri ve fizyolojik fonksiyonlar1 degismektedir. Genis
Kupffer hiicreleri periportal zonda bulunmaktadir ve santral zon ile orta zondaki
kiiclik Kupffer hiicrelerine gore daha fazla fagositoz, lizozomal proteaz aktivitesi ve
biyolojik aktivite mediatorlerinin {iretimini gerceklestirmektedir (Baffy 2009).
Kupffer hiicreleri salgiladiklari proinflamatuar sitokin interlokin-6 (IL-6) ile
hepatositlerden akut faz proteinlerinin iiretimini de tetiklemektedir (Abdullah ve
Knolle 2017). Kupffer hiicrelerinin degisik ¢ap ve uzunlukta sitoplazmik uzantilari
vardir ve bu uzantilar liimeni gegmektedir ve endotel hiicrelerine dogru ya da Disse
araligina uzanabilmektedir. Uzantilar kan akimi ile dogrudan temasi saglamaktadir.
Her hiicrede sadece bir tane g¢ekirdek bulunmaktadir. Kupffer hiicre sitoplazmasi

cesitli cap, yogunluk ve sekilde vakuoller icermektedir (Wisse 1974).



2.1.2.4. Pit Hiicreleri

Pit hiicreleri karacigere 6zgii natural killer hiicrelerdir ve sinilizoid liimeninde
bulunmaktadir. Pit hiicreleri major doku uygunluk kompleksi (MHC) bagimsiz
olarak tiimor hiicrelerini kendi kendilerine 6ldiiriirler ve bu anti-timor aktivitesi
interferon gama (IFNy) sekresyonu ile gii¢lendirilir (Kmiec 2001). Pit hiicreleri ¢ok
sayida kiigiik graniil icermektedir. Bu graniiller yuvarlak sekillidir ve igerigi elektron
yogundur, merkezi ise daha da yogundur. Sitoplazmanin kalan kisminda ise
endoplazmik retikulum, kiiciik bir Golgi aparati, serbest ribozomlar ve kiigiik
mitokondriler gibi birkag organel vardir. Pit hiicreleri de Kupffer hiicreleri gibi ¢esitli
ve degisken sekillere sahiptir. Pit hiicrelerinin yerlesimi Kupffer hiicrelerininkine
benzerdir. Kupffer hiicrelerinin ziddina Pit hiicrelerinin fagositik ve endositik

fonksiyonu yoktur (Peng ve ark. 2016).
2.2. NANOPARTIKULLER

Nano on eki bir seyin 10°da biri anlamina gelmektedir ve dogasi sonrasinda
gelen kelime ile belirlenir (International Organization for Standardization 2015).
Nano 6n eki Yunanca nanos (ciice) tanimindan gelmektedir (Niska ve ark. 2017).
Ornek olarak metreyi ele alirsak 1 nanometre (nm)=10" metredir (Standardization
2017). Nanoskala yaklasik olarak 1 nm ile 100 nm uzunlugu arasindaki 6lgektir
(International Organization for Standardization 2015). Bir Deoksiribo Niikleik Asit
(DNA) cift iplik¢igi 2 nm (Kessler 2011), standart insan sa¢1 100 um kalinhigindadir
bu 100 nm kalinligindan 1000 kat daha fazladir, su molekiiliiniin biiytikligi ise 0,1
nm’dir (Niska ve ark. 2017). Bakteriler yaklagik 500 nm, kirmizi kan hiicreleri 6000-
8000 nm c¢apinda, makrofajlar 15000-25000 nm, ndtrofiller 12000-14000 nm
capindadir (Kim ve ark. 2011), tiim bunlar disiiniildiigiinde bu biiyiikliik birimi daha

iyl anlasilmaktadir.

Nanobilim tek atomlar veya molekiiller ya da ayn1 malzemelerin daha biiyiik
boyutlu hallerinden farkli olarak boyuta ve yapiya bagli 6zelliklerin nano Slgeginde
maddenin aragtirilmasi, kesfi ve anlasilmasidir. Nanoteknoloji biiyiikliige ve yapiya
bagl ozellikleri kullanmak ic¢in nano Olgekte maddeyi manipiile ve kontrol etmek

icin bilimsel bilginin kullanilmasidir. Nano materyal herhangi dis boyutu nano



Olcekte olan ya da igyapist veya yiizey yapisi nano Olgekte olan malzemelerdir

(International Organization for Standardization 2017).

Nano olgekte bir veya daha fazla dis boyuta sahip cisimlerin, onlar1

geleneksel hallerinden farkli kilan kilit bilesenler haline getiren 6zellikleri vardir.

Ultrafine pargaciklar aerodinamik ¢ap1 100 nm’den az olan pargaciklardir,
fine parcgaciklar aerodinamik ¢ap1 2,5 pm’den kiiglik parcaciklar, coarse parcaciklar

aerodinamik ¢ap1 10 pm’den kiiciik pargaciklari tanimlamak i¢in kullanilir.

Nanopartikiil her li¢ dis boyutu da nano 6lgekte olan pargaciklardir. Nanofiber
iki boyutu nano Ol¢ekte olan, kalan diger boyutu ise daha biiyilkk olan nano-
nesnelerdir. Nanoplate bir boyutu nano 6lgekte olan, diger iki boyutu ise daha biiyiik
olan nano-nesnelerdir. Nanotiipler i¢i bos nanofiberlerdir (International Organization
for Standardization 2017).

2.2.1. Tarihge

Nanometre kavrami ilk olarak 1925°te Nobel o6diiliinii kazanan kimyaci
Richard Zsigmondy tarafindan ortaya konuldu. Parcacik boyutunu ifade etmek icin
nm kavramini agikc¢a ortaya koydu ayrica mikroskop kullanarak altin kolloidi gibi
parcacik boyutunu 6l¢en ilk kisiydi (Hulla ve ark. 2015).

Kaliforniya Teknoloji Enstitiisiinde profesér olan Nobel odiilli fizikei
Richard P. Feynman’in Amerikan Fizik Derneginin yillik toplantisinda 29 Aralik
1959 yilinda ‘Asagida Cok Yer Var Fizigin Yeni Alanina Davet’ konferansi
nanoteknolojinin baglangi¢ noktasi kabul edilmektedir. R. P. Feynman bu

konusmasinda maddeleri atomik seviyede manipiile etme kavramini ortaya atmistir.

Nanoteknoloji terim olarak ilk defa Japon bilim adami Norio Taniguchi’nin
‘Nanoteknolojinin Temel Konsepti Uzerine’ adli makalesinde 1974 yilinda

kullanilmastir.

1981 yilinda Heinrich Rohrer ve Gerd Karl Binning tarafindan Tarama Tiinel

Mikroskobu kesfedilmistir.



1986 yilinda; G. Binnig, C. F. Quate ve Ch. Gerber Atomik Kuvvet
Mikroskobunu kesfetmislerdir ve bu kesif sebebi ile fizik alaninda Nobel odiilii

kazanmislardir.

1990 yilinda IBM’de ¢alisan Don Eigler ve Erhard Schweizer isimli bilim
adamlar;, 35 Xenon atomunu isleyerek nikel bir ylizeye “IBM” logosunu
yazmiglardir. Bu logonun climle sonuna konulan nokta isaretinin kapladigi alana

yaklasik 350 milyon kez sigabilecegi aciklanmistir.

1991 yilinda Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde National Scientific
Fund ilk nanoteknoloji programini faaliyete gecirmistir. 2000 yilinda nanoteknoloji
konusunda 6nemli bir adim olarak nitelendirilen Ulusal Nanoteknoloji Inisiyatifi,
dénemin ABD Baskani Bill Clinton’un direktifleriyle olusturulmustur. Bu tarihten

itibaren diinyada bircok {ilke kendi inisiyatiflerini olusturmaya baslamislardir

(Fanfair ve ark. 2007, Tolochko 2009).
2.2.2. Nanopartikiillerin Ozellikleri

Nanomateryallerin baz1 06zellikleri (molekiil yapisi, ylizey alani, partikiil
boyutu ve morfolojisi, ylizey kimyasi, aglomerasyon/agregasyon durumu, kristal
yapisl) tiim nano materyallere uygulanabilirken, bazi ozellikleri (yogunluk ve
gozeneklilik gibi) ise uygulanamaz, nano materyallerin 6zellikleri incelenirken tiim
nanomateryallere uygulanabilenlerine bakilmaktadir (Stefaniak ve ark. 2013).
Nanopartikiiller biiylik boyuttaki materyallere gore olduk¢a degisik ozelliklere
sahiptirler. Ornegin 5 nm altin nanopartikiilleri (AuNP) 15181 giiglii bir sekilde
absorbe ederken 520 nm altin yigini 15181 geri yansitir. Titanyum dioksit (TiOy)
partikiili 50 nm altindaki boyutlarda beyaz rengini kaybeder. Bakir normalde 15181
gecirmezken nano boyutta saydam bir hal alir. Aliiminyum normal boyutta yanici
degilken nano boyuttaki aliminyum yanicidir (Klien ve Godnic-Cvar 2012). Sam
celigi 3. ve 7. ylizyillarda Giiney Asya ve Ortadogu kili¢ endiistrisinde; etkileyici
giicli, kirilmaya kars1 dayanikliligi ve son derece keskin kenarlar1 ile 6nemli yer
edinmistir. Bu ¢eligin nanoteller ve karbon nanotiipler igceren yapist ile
giiclendirildigi bilinmektedir (Reibold ve ark. 2006). Lycurgus kupasi 4. yiizyilda
tretilmis giimiis altin alagim nanopartikiilleri iceren ve bu nanopartikiillere bagh

olarak 151k icinden gegctiginde yakut kirmizisi goriinen, 15181 yansittiginda ise yesil



goriinen tarihi nanopartikiil oOrneklerindendir (Barber ve Freestone 1990).
Nanopartikiillerin dikkat c¢ekici degisik davranislart bu nanomateryallerin canli
organizma ile temas edince saglik lizerine yan etkiye sebep olabilecegi siiphesini
ortaya ¢ikardi (Klien ve Godnic-Cvar 2012). Yogun maruziyete de bagl olarak
nanopartikiillerin toksisitesinin ve bu toksisitenin nanopartikiil 6zelliklerinden nasil

etkilendiginin arastirilmasi ihtiyaci ortaya ¢ikti.
2.2.2.1. Boyut

Nanopartikiiliin boyutu kii¢iildiikge kiitle basina diisen nanopartikiil adedi
artar. Yiizey alanindaki artig ayrica partikiiliin yiizeyindeki atom sayisini da artirir,
bu da biyolojik reaktivite artisina ve ayni materyali igeren daha biiylik partikiillere
gore asir1 derecede degisik davranislara yol agar (Klien ve Godnic-Cvar 2012).
Nanopartikiiller kiiciik ebatlar1 ve genis reaktif yiizeyleri ile daha iyi doku
penetrasyonuna sahiptirler (Abdelhalim ve ark. 2015). Nanopartikiil boyutu
nanopartikiiliin hiicreye girisinde olduk¢a Onemli rol oynar daha kiigiik
nanopartikiiller genel olarak daha biiyiiklere gore hiicreye daha fazla girmekle
birlikte bu giriste optimal bir nanopartikiil boyutu vardir ancak bu boyutun ne oldugu
ile ilgili literatiirde farkli degerlendirmeler vardir (Beddoes ve ark. 2015).

Yapilan bir ¢alismada 10, 20 ve 50 nm boyutundaki AuNP’leri, 3 ve 7 giinliik
stireler ile 50 ve 100 mikrolitre uygulanmistir ve bunun sonucu olarak uygulama
stiresinin ve uygulanan miktar 6nemli olmakla birlikte asil énemli olanin boyut
oldugu bulunmustur. AuNP’iniin uygulanmas1 ile Kuppfer hiicreleri daha
belirginlesmis ve sayica artmistir. Bu durum en kiiclik boyut olarak kullanilan 10 nm
olan grupta daha fazladir. Baz1 sismis hepatositlerde yagl dejenerasyon gozlenmistir
ve bu da 10 nm boyutlu AuNP’iinde daha fazladir. Iyi tanimlanmis sporadik benekli
nekrozis 10 nm boyutlu AuNP’ii uygulananlarda 20 nm boyutlu AuNP uygulananlara
gore daha fazla miktarda saptanmis ancak 50 nm boyutlu AuNP uygulananlarda
nekroz goriilmemistir. Tlim bunlar kii¢iik boyutlu nanopartikiillerin daha fazla hasara

neden oldugunu gostermistir (Abdelhalim ve Jarrar 2012).

Memeli tlimorlerindeki anormal damarlar1 vaskiiler endotelyal biiyiime faktor
reseptorii-2’y1  bloke ederek tamir etmek, 12 nm capindaki gibi kiiciik
nanopartikiillerin  dagilimm  arttirirken, 125 nm  capindaki  gibi  biiyiik



nanopartikiillerin dagilimina engel olmaktadir. Bu ylizden kanser terapisi i¢in daha
iyl timor penetrasyonu ile kiiclik nanopartikiillerin kullaniminin daha dogru oldugu

diistiniilmektedir (Chauhan ve ark. 2012).

AuNP’lerinin organ dagilimi, nanopartikiilin boyutuna bagli olarak
degismektedir; kiiclik boyutlu AuNP’lerinin (5-15 nm) biiyiik boyutlu olanlara (50-
100 nm) gore daha genis bir organ dagilimi vardir (Abdelhalim ve ark. 2015).

70-100 nm gibi daha genis ¢aptaki nanotiipler, 30 nm ¢apindaki daha kii¢iik
nanotiiplere  gore  sitoskeletal stres ve osteoblasta benzer hiicrelere

diferansiyasyonunu segici sekilde destekler (Kshitiz ve ark. 2012).

15 nm captaki glimiis nanopartikiiliiniin ex vivo rat derisinden 102 ve 198

nm’lik glimiis nanopartikiillerine oranla daha iyi penetre oldugu rapor edilmistir.

Yapilan bir c¢alismada 6 nm boyutundaki daha kiigiikk molekiillerin
hayvanlardan renal ekskresyon ile temizlendigini gostermislerdir. Ayrica 30 nm’den
daha biiyiik nanopartikiillerin karacigerde tutulumunu gostermislerdir (Kumar ve ark.
2010). Terapotik nanopartikiillerin tasarimi yapilirken ¢oziinemeyen partikiillerin
boyutunun renal temizlenme i¢in 6 nm’den kiiciik olmasi gerektigi akilda

tutulmalidir (DeLouise 2012).

Nanopartikiillerin ~ sigan  bdbreginden  ekskrete  edilebilmesi  icin
nanopartikiillerin son hidrodinamik boyutunun 65,5 nm’den kiicliik olmasi
gerekmektedir. Daha biiyiikk AuNP’leri ise idrar ile atilamaz; kandan
retikiiloendotelyal sistem araciligi ile temizlenerek karaciger ve dalakta birikir
(Abdelhalim ve ark. 2015). Renal glomeriiler bazal membranin ¢ap1 43 nm, kapiller

porlar 5,5 nm, niikkleer porlar 9 nm civarindadir (Kim ve ark. 2011).

Yapilan bir ¢caligmada AuNP’ii 3 ve 7 giinliik siirelerde 50 ile 100 mikrolitre
uygulanmistir. Glomeriiler degisikliklerin 7 giinliik siire ile uygulanan 10 ve 20
nm’lik partikiillerde goriildiigii ancak 50 nm’lik partikiilde goriilmedigi bildirilmistir.
Renal hiicrelerdeki vakuolar dejenerasyon 100 mikrolitre uygulanan 10 ve 20
nm’liklerde belirginken 50 nm’likte ya daha az belirgindir ya da belirgin degildir. Bu
degisiklikler boyuta baghdir, kiigiik olan nanopartikiiller daha fazla zarar verir ve bu

zarar uygulama zamani ile de iliskilidir (Abdelhalim ve Jarrar 2011).



20 nm’den kiiciik demir oksit nanopartikiillerinin elektronlar1 tek yonde
donerken, 20 nm’den biiytikler her iki yonde de donmektedir. Bu ylizden Manyetik
Rezonans Goriintiileme (MR) yonteminde ayni sinyali olusturmak i¢in 20 nm’den
kiiglik partikiillerin ¢ok daha az miktar1 gerekmektedir, bu da daha az toksiste
anlamina gelmektedir (Kim ve ark. 2011).

2.2.2.2. Kaplama

Boyuta ilave olarak nanopartikiillerin kaplamasi da hiicresel toksisite ve
genotoksisite i¢cin ¢ok Onemlidir. Cesitli kaplamalar yapilarak nanopartikiillere
stvilarda ¢Oziiniirlik artisi, daha yiiksek biyo-uyumluluk ve daha az toksisite
kazandirilmaya calisilir. Bu kaplamalar partikiil ylizeyini modifiye ettigi igin
partikiiliin genotoksisite ve inflamatuar etkileri de kaplamaya gore degisir. 25 nm
polisakkarit kapli nanogiimiis fare hiicrelerinde DNA tamir proteinlerinin miktarini
arttirir ve timor supresdr pS3 proteinlerini upregiile ederken, ayni boyuttaki
kaplanmamis nanogiimiis ise protein ekspresyonunda degisimle sonuglanmamuistir.
Yazar nanopartikiilleri polisakkarit ile kaplamanin aglomerasyona egilimi
engelledigini, bunun da ylizey alan artist ile sonuclandigini ve hiicre membrani ile

temasi kolaylastirdigini 6ne siirmiistiir (Klien ve Godnic-Cvar 2012).

Slica ile kaplanmig ve kaplanmamis kobalt ferrit (CoFe;0,4) nanopartikiilii
intravendz olarak injekte edilince karacigerde toplanmis, sadece kapsiz olan
CoFe204 DNA hasar ve onariminin, karsinogenezisin, hiicre Sliimiiniin, biiyiime
durmasinin, oksidatif stresin ve inflamasyon genlerinin ekspresyonunun artmasina

neden olmustur (Klien ve Godnic-Cvar 2012).

Serum medyumu ile inkubasyonun nanopartikiillerin boyutunu serum
proteinlerinin nanopartikiile baglanmasi nedeniyle 15 nm’den daha fazla arttirdig

gozlenmistir (Kumar ve ark. 2010).

Pratap C. Naha ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada test ettikleri AuNP’lerinin
cogunun yiiksek oranda uyumlu oldugunu, sadece bir nanorod ve DNA kaph
nanokiirenin uyumsuz oldugunu gostermislerdir. inductively Coupled Plasma Optik
Emisyon Spektroskopisi (ICP-OES), Bilgisarli Tomografi (BT), Transmisyon
Elektron Mikroskopisi (TEM) ile bazi AuNP’lerinin hizla hiicrelere girdigini ve

lizozom/endozomlarda lokalize oldugunu goézlemlemislerdir. Arastirilan AuNP’leri
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icinde hiicreye alinan miktarinin partikiil boyutundan ve uygulama dozundan ziyade

yiizey kaplama materyaline bagli oldugunu gdstermislerdir.
2.2.2.3. Yiizey Alan

Nanomateryaller ayni maddenin daha biiyiik haline gore ¢cok daha fazla ylizey
alanina sahiptir. Ornegin 1 miligram (mg) 10 pum capl karbon partikiilii yaklasik
olarak 270 m? yiizey alanina sahipken; ayni kiitledeki 10 nm gapli partikiil 270.000
m? yiizey alanina sahiptir (Maynard ve ark. 2011).

National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH), ABD’nin
TiOz’e yaklasimi toksisitenin kristal yapisindan ya da partikiil iizerindeki
kaplamadan ciddi anlamda etkilenmedigi bulgusuna dayanmaktadir, buna gére nano
TiOy’in toksisitesinde asil faktor partikiiliin yiizey alanidir (van Broekhuizen ve ark.
2012).

Nanopartikiillerin ~ genotoksik etkileri sadece boyuta degil, yiizey
modifikasyonlarina, maruziyet sekline ve maruziyet siiresine de baghdir (Klien ve

Godnic-Cvar 2012).
2.2.2.4. Sekil

Sekillerine bagli olarak nanopartikiiller kendilerine 6zgli 6zelliklere sahip
oldugu i¢in giiniimiizde artan oranda iretilmektedirler. Nanopartikiillerin hiicreye
penetrasyonunda sekilleri 6nemlidir. Sferosilindir seklindekiler, konik, kiibik veya
piramidal seklindekilere gore daha efektif sekilde hiicreye girer (Beddoes ve ark.
2015).

Kiibik nanozeolit partikiilleri kiiresel veya yar1 kiibik morfolojidekilere gore
acikca daha fazla toksisite gosterir. Keskin kenarli nanozeolit partikiillerinden hiicre

membran biitlinliigline zarar vererek hiicre 6liimiine yol agmasi beklenir (Kihara ve
ark. 2011).

HEK293T ve HeLa hiicre serileri ile yapilan bir ¢calismada Au nanokiire ve
nanorodlarin konsantrasyon ve zamana bagli olarak sitotoksisite gosterdigi
gbzlenmistir. Au nanogicekler, nanoprizma, nanoyildizlarin HeLa hiicre serisine

uygulanan nanopartikiil dozlarinda gorece olarak zararsiz oldugu gosterilmistir.
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Sadece en yiiksek doz uygulanan nanogigeklerin en uzun maruziyet sonucunda

oliimciil oldugu gosterilmistir (Wozniak ve Malankowska 2017).
2.2.2.5. Yiik

Yiizey yiikiindeki degisimler nanopartikiillerin biyodistribiisyonunu ciddi

anlamda etkilemektedir (Kumar ve ark. 2010).

Pozitif yiiklii nanopartikiiller negatif yiiklii ve yiiksliz nanopartikiillere gore
membrani gegmede daha etkilidirler (Beddoes ve ark. 2015).

Pozitif yiiklii nanopartikiiller negatif yiiklii olanlara gore katyonik ylizeyin
negatif yiikli hiicre membranina giiclii afinitesine bagli olarak daha toksiktirler.
Buna ragmen yiizey yiikii ile nanozeolit sitotoksik etkisi arasinda korelasyon
gbézlenmemistir. Bu nanozeolitlerin yiiklerinin sitotoksisite i¢in anahtar rol

oynamadigini gostermektedir (Kihara ve ark. 2011).
2.2.2.6. Protein Korona

Nanopartikiiller viicuda bir kez girdiklerinde biyolojik ¢evreyle etkilesime
girerler ve protein korona ile c¢evrelenirler. Bu da immiin yanit olugsmasina neden
olabilir ve nanopartikiil toksisitesini etkileyebilir. Yani nanopartikiillerin tiim
ozellikleri, viicut sivilarinda kendilerini kaplayan protein koronadan etkilenir. Protein
korona siki ve gevsek olmak {lizere ikiye ayrilir. Siki protein korona nanopartikiil
yiizeyine sikica baglanirken gevsek protein korona ise nanopartikiil ylizeyine
baglanmis olan siki protein korona ile zayif protein-protein etkilesimi ile baglanir.
Ozellikle spesifik reseptorler ile etkilesmesi igin nanopartikiil yiizeyinde
fonksiyonilize edilmis molekiillerin protein korona ile kaplanmasi hiicre hedeflemesi
i¢cin 6nemli problem olusturmaktadir. Yani sonug olarak protein korona nanopartikiil

hiicre iligkisini etkilemektedir (Corbo ve ark. 2016).

Farkl1 boyutlarda ve farkli yiizey kaplamasina sahip AuNP’lerin hepatositlere
alim1 ve daha sonra burada olusturacaklar sitotoksisite, protein koronaya yiiksek
oranda baghidir. Insan Serum Albiimini ile olusturulan protein koronanm hem

hiicrelere alim1 hem de biyolojik etkileri diislirdiigii bulunmustur (Choi ve ark. 2017).
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Protein koronanin igeriginin belirlenmesinde sadece partikiil maddesi, boyutu
ve yiizey Ozellikleri degil, ayrica maruziyet siiresi ve nanopartikiil dagilimindaki
fizyolojik sivinin gorece orani da rol oynamaktadir. Farkli fizyolojik sivilarla
etkilesmesine bagli olarak farkli uygulama yollar1 da protein korona
kompozisyonunu etkilemektedir. Henliz protein korona ile ilgili kesinlesmis kurallar

bulunmamaktadir (Westmeier ve ark. 2016).
2.2.2.7.Nanopartikiillerle Ilgili Diger Ozellikler

Agregasyon  miktarinin  artmast  nanoglimiisiin  emilim  miktarini
etkilemektedir ¢iinkii agregasyon miktar1 artinca nanogiimiisiin boyutu artmaktadir
ve buna bagli olarak da nanogiimiisiin emilimi degismektedir (Loeschner ve ark.
2011).

Uretilmis nanopartikiillerin artan sekilde kullanimi hiikiimet yetkililerini,
endistriyel organizasyonlar1 ve sivil toplum orgiitlerini risk yonetimi igin tedbir
prensiplerinin uygulamasinin savunucusu yapti, endiistriyel olarak iretilen
nanomateryaller genellikle risk verisindeki eksikliklerle karakterizedir, bu yiizden

giivenli maruziyet seviyeleri belirlenememektedir (van Broekhuizen ve ark. 2012).

Nanopartikiil boyut ve seklinin birbirinden ayr1 etkilerinin hiicre tipi ile

yakindan baglantili oldugu diistiniilmektedir (Di Bucchianico ve ark. 2013).

Partikiil boyutu nano boyuttaki materyallerin ¢evresel, saglik ve giivenlik
halinin degerlendirmesinde kritik bir parametredir. Aslinda boyuttaki degisimlerin
diger ozellikleri de degistirmesine bagli olarak bu iliskinin matematiksel olarak
tahmin edilebilir olmasina yol agmaktadir. Biyolojik sistemler genellikle su igerir, bu
partikiil boyutunda artis1 destekler, ayrica biyosiirfaktanlar: da igerir ki bu da partikiil
topluluklarmin  dagilmadigim1  destekler.  Nanopartikiillerin  fizikokimyasal
Ozelliklerinin biyolojik etkileri hakkinda hala bir¢ok ¢eliski mevcuttur (Di
Bucchianico ve ark. 2013).

Wozniak ve ark. (2017) yaptiklari ¢alismada elde ettikleri sonuglardan farkli
boyut ve sekillerdeki AuNP’lerinin belirli konsantrasyon ve uygulama kosullarinda
biyo-uyumluluk gosterebilecegine dolayisiyla bu sartlarda tibbi uygulamalarda

kullanilabilecegi kanisina ulagmislardir.
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2.2.3. Nanopartikiil Maruziyeti

Insanlar her zaman kiiciik partikiillere kum firtinalari, volkanik kiiller ve
dogal siirecler yoluyla maruz kalmislardir. Bunlar1 her nefesimizle inhale edip, her
yudumumuzla i¢migizdir. Aslinda Diinyadaki her organizma devamli olarak nm

boyutundaki pargaciklarla karsilasir (Buzea ve ark. 2007).

Nanopartikiillerin laboratuvarlardan kliniklere basarili bir sekilde taginmasi
nanopartikiillerin in vivo biyomedikal uygulamalardan biyo-distribiisyon, temizlenme
ve biyo-uyumluluklarina uzanan ¢ok yorucu ve Ozenli ¢alisma gerektirmektedir.
Biyo-distriblisyon c¢aligmalart nanopartikiillerin karaciger, dalak ve midede
birikiminin bobrek, kalp ve akcigere gore daha fazla oldugunu gostermektedir

(Kumar ve ark. 2010).

Birgok gidada ve gida ile temas eden iiriinlerde nanomateryaller
bulunmaktadir. Yiizlerce yildir gidalar dogal olarak olusan nanogida malzemeleri
icermektedir. Buna 6rnek olarak mayonez verilebilir. Bircok nanogida malzemeleri
cok sayida diyet takviyelerinde gida ilavesi olarak {retilmis nanogidalar
bulunmaktadir. Bu nanogidalar yiyecegin goriiniisiinli, rengini, lezzetini, tatli/eksi
algisini, kokusunu degistirmek, gida koruyucusu olmak, absorbsiyonu azaltmak veya

artirmak gibi ¢esitli amaglar i¢in kullanilabilmektedirler (Hobson ve ark. 2016).

Nanopartikiiller ile biyolojik maddelerin, 6zellikle hiicrenin arasindaki iligkiyi
anlamak, nanopartikiillerin tipta ve diger alanlarda kullaniminin artmasina baglh

olarak giderek artan oranda 6nem kazanmaktadir (Beddoes ve ark. 2015).

Kozmetikte metal ve metal oksit nanopartikiilleri kremlerde, deodorantlarda,
sabunlarda ve sampuanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Nanoteknolojinin
giizellik endiistrisinin ve giincel anti-aging programlarinin gelecegi oldugu

diistiniilmektedir (Niska ve ark. 2017).

Uretilmis nanomateryallere maruz kalan insanlar sadece nano iiriinlerin
kullanicilar1 degildir, ayrica bu materyalin sentez siirecinde, ileri islemlerinde,
taginmasti sirasinda ve uygulamasi siiresince bu materyale maruz kalan nanoteknoloji

alaninda ¢aligsan insanlardir (Brouwer 2010).
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2.2.4. Nanopartikiillerin Uygulamalar

Nanotip tani, tedavi ve hastaliklarin engellenmesi i¢in nano yapili
malzemelerin uygulamalarinin arastirilmasidir (Singh ve ark. 2017). Nanopartikiiller
ilag tasimak icin, goriintiileme ajani olarak, hastaliklarin tan1 ve tedavisi igin

terapotik olarak iiretilmektedirler (DeLouise 2012).

Nanopartikiillerin medikal uygulamalarinda hiicrelere alinan ve baglanan
medikal olarak etkili nanopartikiiller uygulamanin etkinliginin belirlenmesinde ve

nanopartikiiliin toksisitesinde de 6nemlidir (Ivask ve ark. 2017).

TiO, nanopartikiilii giines kremlerinin 6nemli bilesenlerinden biridir ve
ultraviyole (UV) 1sinlar1 absorbe ederek deriyi zararli UV 151n maruziyetinden korur.

Ayrica bir¢ok kozmetik iirliniinde de kullanilmaktadir.

Silika dioksit (SiO,) viskoziteyi diistirmek ve asitligi diizenlemek igin

gidalara ilave olarak siklikla kullanilmaktadir.

Diisik agirligmma bagli olarak karbon nanotiipler spor malzemelerinde

kendisine genis kullanim alan1 bulmaktadirlar (Shin ve ark. 2015).

Bircok hasta 6liimciil beyin tiimorii hastaligina yakalanmis durumdadir ve
ilaglarin  beyine gecisi kan-beyin bariyeri yiizinden istenilen seviyede
olamamaktadir. Bu da beyin tiimorlerinin etkin tedavisi i¢in en dnemli sorunlarin
basinda gelmektedir. Nanopartikiiller beyin kapiller endotelindeki spesifik
reseptorleri hedefleyen sistemler olarak iiretilerek bu sorun asilmaya calisilmaktadir,
boylece nanopartikiiller beyin tiimorlerinde ¢esitli ilaglarin tasiyicilar1 olarak beyin

tiimorlerinin tedavisinde gelecek vadetmektedirler (Sun ve ark. 2017).

Manyetik hipertermi tedavisi (manyetik 1sitma tedavisi): Alternatif manyetik
alan tedavisi ile hedeflenebilir manyetik nanopartikiiller kullanarak tiimor
hiicrelerinin 1sitilmasiyla olusan bir kanser tedavi yontemidir. Mekanizmas1 tam
olarak anlagilamamis olsa da artmus 1s1 ile irreversibl protein denaturasyonu, DNA
hasar1 ve sonucta da apoptozisin tetiklenmesi seklinde oldugu diisiintilmektedir.
Manyetik nanopartikiiller ilaglar1 hedef bolgeye gotiirmek igin bir tasiyicit gorevi
gorebilmektedirler. Ozellikle kok hiicre tedavilerinin uygulamasmin artmasi ile

birlikte  kok  hiicreleri  takip etmek i¢in  manyetik  nanopartikiiller

15



kullanilabilmektedirler. Ayrica manyetik nanopartikiiller tan1 amagl kullanilan MR
goriintiileme yonteminde kontrast ajan olarak da kullanilmaktadirlar. AuNP X-ray

goriintiileme yonteminde kontrast ajani olarak kullanilabilmektedir (Kim ve Jeong
2017).

Aterosklerotik plagin erken belirlenmesi hastaligin ilerleyisi agisindan
onemlidir ve bu amagla MR sik kullanilan bir yontemdir. Demiroksit nanopartikiilii
bu amagla yapilan MR da kontrast ajani olarak kullanilmaktadir (Montiel Schneider
ve Lassalle 2017).

Nanopartikiillerin akut koroner sendrom ve inme vakalarinda tani siiresini
kisaltma ve riskli aterosklerotik plaklarin taninmasinda dogruluk oranlarini artirmak
amactyla kullanimina yoénelik ¢alismalar devam etmektedir. Ayrica iskeminin erken
isaretlerinin belirlenmesi ve hiicre hasarini engellemek i¢in nanomateryal gelistirmek
amaci da yine onceliklerdendir. Infarkt gerceklesmisse bile nanopartikiiller iskemi
debrisinin temizlenmesinde gorevlendirilmek {iizere iretilebilirler (Kim ve ark.
2011).

Lipid kaynakli nanopartikiillerin herhangi terapdtik etkisi yoktur ve kurkumin
ile kuersetin gibi ilaglar1 tasima kapasitelerinden dolayr yogun olarak

kullanilmaktadirlar (Berthet ve ark. 2017).

Seramik nanopartikiiller intrinsik iyilestirme siirecine katilirlar ve kurkumin
gibi antioksidan, antiinflamatuvar, antienfektif 6zellikleri olan ilaglar1 tasiyabilirler
(Berthet ve ark. 2017).

Nanoasilar geleneksel asilara gore birgok avantaj sunmaktadir c¢linki
geleneksel agilarin kisitlamalarinin (zayif immiinojenite, in vivo kararsizlik, toksisite
ve multipl uygulama ihtiyaci) iistiinden gelmektedir. Fagositik hiicrelerce alinimin
artmasima bagl olarak hiimoral ve hiicresel immiin yanit daha fazla ortaya cikar.
Nanopartikiillerin yiizey modifikasyonlar1 ¢esitli immiin hiicrelerin yiizeyindeki
spesifik reseptorleri hedefleyerek spesifik ve sec¢ici immiin yanit ortaya
cikarmaktadir. Ayrica nanopartikiiller, antijenlerin ve adjuvanlarin yavas ve stirekli
salmmmina olanak saglamaktadir. Ayrica nanaoasilar soguk transfer zinciri ve

depolama ihtiyacini ortadan kaldirabilir (Singh ve ark. 2017).
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Metal ve metal oksit nanopartikiilleri dermatoloji ve kozmetikte 6zellikle de
bakteriyel ve fungal enfeksiyonlarin Onlenmesi ve tedavisinde, giinesin zararl
etkilerinden korunmada ve deri hiicrelerinin onarim siirecini hizlandirarak skarlarin
goriiniirliigiinii azaltmada giderek artan oranda kullanilmaktadir (Niska ve ark.
2017).

2.2.5. Nanopartikiiliin Viicuttaki Dagilimi

Nanoskalada partikiillerin inhalasyonu, gastrointestinal absorbsiyonu, kan ve
lenf damarlariyla dagilimi, hiicrelere alinimi, hiicre iginde hareketi, hiicre

cekirdegine girisi biiylik partikiillere gore ¢ok daha kolaydir (Hobson ve ark. 2016).

Nanopartikiillerin diger materyallere ve daha biiyiik partikiillere gore
organizmada ¢ok daha fazla dagilma potansiyeli bulunmaktadir. Nanopartikiillerin
stvilarla, hiicrelerle ve doku ile gesitli etkilesimleri, giris yoluna ve sonrasinda da

dagilim yolu gbz Oniine alinarak diistiniilmelidir (Maynard ve ark. 2011).

Nanopartikiiller viicuda dermal, inhalasyon ve oral yolla girebilmektedirler.
Gastrointestinal yolla alinan nanopartikiiller ¢evrelerinde nanopartikiil 6zelliklerini
etkileyebilecek bircok degisiklikle karsilagirlar. pH, gastrointestinal sivilarin
kompozisyonu, mikroflora ve alinmis besinlerin igerigi gibi etmenler bu degisimlere
sebep olan farkliliklara ©Ornek olarak gosterilebilirler. Nanopartikiillerin

gastrointestinal yoldan alinimi pasif ya da aktif olarak gerceklesebilir (Hobson ve
ark. 2016).

Nanopartikiiller viicuda girip organlara dagildiktan sonra hiicrelerle
etkilesime gireceklerdir. Bu etkilesim nanopartikiiliin ¢esitli endositoz formlariyla
hiicre i¢ine alinmasiyla olusabilecegi gibi nanopartikiiliin dogrudan hiicre yiizeyi ile
etkilesmesi seklinde de gerceklesebilmektedir. Her ne kadar bu nanopartikiillerin
biyolojik bariyerleri ge¢mesi terapdtik uygulamalar agisindan faydali olsa da
potansiyel yan etkileri diistiniildiigiinde endiseye sebep olmaktadir (lvask ve ark.
2017).

20 nm’ye kadar nanopartikiillerin potansiyel olarak hem saglam hem de

hasarl1 deriden gecebildigi, 21-45 nm aras1 nanopartikiillerin sadece hasarli deriden
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gecebildigi, 45 nm’den biiyiik nanopartikiillerin ise deriyi gegemedigi bildirilmistir
(Niska ve ark. 2017).

2.2.6. Nanopartikiil Toksisitesi

Nanopartikiillerin insan sagligi iizerine olan yan etkileri; genetik, kisinin
mevcut hastaliklar1 gibi kisisel faktorlerin yani1 sira nanopartikiil maruziyetine,
nanopartikiilin  kimyasina, boyutuna, sekline, aglomerasyon durumuna ve
elektromanyetik Ozelliklerine bagli olarak degisir. Yapilan hayvan ve insan
caligmalari, inhale edilen nanopartikiillerin daha biiyiik partikiillere gore
makrofajlarca akcigerlerde daha zor temizlendigi ve akciger hasarina yol acgtigi ve
nanopartikiillerin sirkiilasyonla lenfatik ve sinir sistemi ile beyin de dahil bir¢cok
doku ve organa gittigini gdstermistir. Nanopartikiillerin toksisitesini anlamak icin
anahtar nokta, onlarin kiiciiciik boyutunun hiicreye ve hiicre organellerine penetre
olmasina ve onlarin normal fonksiyonlarini bozmasina olanak vermesidir (Buzea ve

ark. 2007).

Toksik etkilerinin 6rne8i olarak doku inflamasyonu, hiicresel redoks
balansinin oksidasyon yoniinde degismesi, anormal foksiyon ve hiicre olimi
gosterilebilir (Buzea ve ark. 2007). Nanopartikiiller alisilmisin  disindaki
fizikokimyasal 6zelliklerine bagl olarak yan etkilerini organ, doku, hiicre, subseliiler

ve protein diizeyinde olusturabilirler (Abdelhalim ve Jarrar 2012).

Yapilan in vivo c¢alismalar tiim nanopartikiiller igin yiiksek dozlarda
sitotoksik etkilerin, doz ve zaman bagimli olarak ortaya c¢iktigini gostermektedir

(Kihara ve ark. 2011).

AuNP uygulamasindan sonra yapilan incelemede hiicreye alinan AuNP’iiniin

miktarinin dogrudan toksisiteyle uyumlu olmadigi gosterilmistir (Naha ve ark. 2015).

Bu materyallerin neredeyse sinirsiz ¢esitliligine bagl olarak bir kismi toksik,
bir kism1 gdrece olarak iyi, digerleri ise sagliga yardimcidir. Ornegin fonksiyonize

fulleren kimyasallar1 antioksidan gibi davranir (Buzea ve ark. 2007).

Viicuda alinan nanopartikiiller genellikle daha ileri eliminasyon i¢in endozom

ve lizozomlara alinirlar ve bu siiregte bu nanopartikiillerin endozomlardan kagisi
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gerceklesebilir, bu da radikal oksidan tiirevlerinin (ROS) iiretimi ve mitokondriyal

hasar yoluyla sitotoksiteye neden olur (Shin ve ark. 2015).

ROS iiretiminin ii¢ ana yolu oldugu diisiiniilmektedir. Bunlar: 1. Ozellikle
metal temelli nanopartikiillerde nanopartikiil yiizeyinde aktif redoks dongiisii, 2.
nanopartikil iizerinde fonksiyonilize olan oksidatif gruplar ve 3. Nanopartikiil hiicre
etkilesimidir. ROS’un fazla {iretimi oksidatif strese karsi proinflamatuvar sinyal
siirecinin  gostergesi olan tiimor nekrosis faktér-a (TNF-a), interlokin (IL)

upregulasyonu ve sitokinlerin aktivasyonuyla sonuglanir (Aydin ve ark. 2012).

Nanopartikiillerin toksik profillerini hiicreler tarafindan alinan ve hiicrenin
eksternal yiizeyine baglanan nanopartikiil miktar1 belirlemektedir (lvask ve ark.
2017).

2.3. NANOGUMUS

Glimiis uzun yillardir yiyecek ve igecek depolamak i¢in antimikrobiyal ajan
olarak kullanilmaktadir. Eski zamanlarda su ve sarap glimiis kaplarda depolanirdi,
gezginler i¢in giimiis kasik ya da bozuk para, su ya da siit gibi icecekleri korumak

i¢in sisenin dibine yerlestirilirdi (Bumbudsanpharoke ve ark. 2015).

Glimiis ¢cok uzun yillardir antimikrobiyal 6zelliklerine bagh olarak ¢ok genis
kullanim alanlarina sahip olmustur. Bunlardan bazilari su aritma, yara bakimi, kemik
protezleri, kardiyak aletler, ameliyat malzemeleri, kateterler ve de antibiyotik olarak
kullanimdir. Bakterilerin ve mantarlarin giimiise karsi hassas olmalarinin sebebi
onlarin 6nemli proteinleri ile glimiisiin yogun etkilesime ge¢mesidir (Lansdown
2006).

Nanogiimiis dogada kendiliginden olusumunun yani sira endiistride de
tiretilebildigi gibi birgok endiistriyel {iretim siirecinde de yan {iriin olarak
olusabilmektir. Bu iiretim siirecleri arasinda miirekkep hazirlama, boyama, reaktor

temizleme ve zimparalama gibi 6rnekler vardir (Debia ve ark. 2016).

Woodrow Wilson International Center for Scolars ve Project on Emerging
Nanotechnology, Nanotechnology Consumer Product Inventory’i 2005 yilinda 54

tirtin ile kurdu. Listedeki {iriin sayis1 yildan yila giderek artmaya devam etmektedir.
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Gilinimiizde bu listede toplam 1827 iiriin bulunmaktadir ve bu iirinlerden 442 adedi

nanogiimiis igermektedir (Woodrow Wilson Database 2017).

Nanogiimiisler, TiO, ve ¢inko oksit (ZnO) nanomateryalleri ile birlikte en
fazla oral yolla alinan nanomateryallerdir ¢ilinkii saglik iirlinlerinin iginde yer
aldiklar1 gibi yiyeceklerde ve iceceklerde ilave katki maddesi olarak da
kullanilmaktadirlar. Nanogiimiis ayrica yiyecek paketlemede kullanilmakta ve sigir
etine antimikrobiyal olarak ilave edilmektedir. Plastik ¢antalardan ve tekrar
kullanilabilir yiyecek konteynerlerinden gecebilmektedir. Atik sularda biriken glimiis

yine baliklar yoluyla da insanlara ulasabilmektedir (Frohlich ve Frohlich 2016).

Nanogilimiis bakteri gelisimini 6nledigi, yiyecegi daha uzun siire giivende,
taze ve lezzetli tuttugu i¢in konteynerlerde kullanilmaktadir. Ayrica nanogiimiisiin
yiyeceklerin ambalaj filmlerinde de yogun kullanimi vardir ve bunlara bagl olarak
alman besinlerle bu ambalajin temasina bagli olarak yiyeceklere gegmekte ve
sonugta insanlara sindirim yoluyla ulagsmaktadir. Ayrica bu yiyeceklerdeki orani
yiyecek ile temas siiresi ve sicaklikla birlikte artis gdstermektedir

(Bumbudsanpharoke ve ark. 2015).

Organik boyalar yerine nanogiimiis kullanim1 pamuk kumaslarin1 ¢ok gesitli
renklerde gilivenle boyamanin yani sira boyanmis pamuk kumaslara salinan giimiis

iyonlarina bagli antibakteriyel 6zellik de kazandirmaktadir (Wu ve ark. 2016).
2.3.1. Nanogiimiisiin Medikal Uygulamalar:

Nanogilimiisiin farkli sekilleri kendilerine bir¢ok biyomedikal uygulama alani
bulmaktadir. Bunlardan baslicalari; kozmetik topikal iiriinleri, as1 antijenleri icin
tastyici, hiicresel ve humoral immiin yaniti giiglendirme, kanser tedavisinde segiCi
isaretleyiciler olarak kullanilma, fototerapi tedavilerinde segici hedefleyici, gen
tasiyici, ilag tasiyici, kanser icin isaretleyici, niikleik asit tastyici, kanser tanisinda,

timor gorintiilemede, seker 6lgme cihazlarinda kullanimlaridir (Aziz ve ark. 2017).
2.3.1.1. Antimikrobiyal Uygulamalar

Glimiis antimikrobiyal olarak ¢ok uzun zamandir kullaniliyor olsa da ilk
olarak bu etkinligin tanimlanmasi 19. yiizyillda gerceklesmistir. Penisilinin 1940

yilinda kesfiyle birlikte glimiis antimikrobiyal olarak kullanim alanini kaybetmistir,
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ancak 1960 yilindan itibaren yanik tedavisine geri donmiis ve 1968 yilindan itibaren
de genis spektrumlu antibiyotik olarak siilfanamid antibiyotigi ile kombine hali olan
glimiis stilfadiazin ismiyle yanik tedavisindeki yerini almistir. Antibiyotiklere direng
gelisiminin bulunmasiyla birlikte degisik oranlarda nanogiimiis igeren pansuman
yontemleri klinisyenlerce yogun olarak kullanilmaktadir (Chopra 2007). Giimiisiin
bu kullanimdaki en biiylik avantaji bakterilerin 4 milyar yildir glimiise kars1 direng
gelistirememis olmasidir, oysa antibiyotiklere karsi sadece 70 yilda ¢ok yiiksek
oranlarda diren¢ gelismistir, bu da giimiisiin gelecekte daha da ¢ok oranlarda

antibiyotik icerigi olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Percival ve ark. 2005).

Glmiis iyonu gram negatif bakterileri gram pozitiflere gore daha ¢ok
etkilemektedir. Bunun sebebi gram pozitif bakterilerin duvarinin, gram negatif

bakterilerin duvarindan daha kalin olmasidir (Feng ve ark. 2000).

Glimiis nanopartikiilii uygulanan Escherichia coli tizerine yapilan incelemede,
giimiistin bir kisminin hiicre igine girdigi, bir kisminin ise dogrudan hiicre duvari ile
etkilestigi belirlenmistir. Ayn1 calismada giimiis iyonu negatif yiikle yiiklenmis ve
buna ragmen negatif yiikli membranla etkilesim siirmiistiir bu da nanogiimiisiin
olusturdugu etkinin giimiisiin pozitif yiikiinden bagimsiz oldugunu gostermektedir

(Sondi ve Salopek-Sondi 2004).

Gilimiis iyonunun hiicre i¢ine giren kismi; DNA kondensasyonuna ve
dolaysiyla replikasyon oOzelliginin kaybina yol agtigi gibi proteinlerin de tiyol

gruplarina baglanip aktivasyonlarini sonlandirmaktadir (Feng ve ark. 2000).

Nanogiimiisiin  mikroorganizmalarda ¢ok genis molekiiler siireclerle
etkilesimi sonucunda ¢ogalmanin durmasindan, enfektifligin kaybedilmesine, ve
Olime kadar cok cesitli sonuclar olusturabilecegi bilinmektedir; tiim bunlar ise
nanoglimiisiin ~ sekline, konsantrasyonuna, boyutuna ve mikroorganizmanin

duyarliligina bagl olarak degismektedir (Lara ve ark. 2011).
2.3.1.2. Antiviral Uygulamalar

1-10 nm arasindaki boyutlara sahip nanogiimiisiin insan Bagisiklik Yetmezlik
Viriisit (HIV)-1 viriisii ile baglandigi mesafeler ve nanogiimiisiin disiilfit baglariyla

etkilendigi gergegi goz Oniine alininca, nanogiimiisiin HIV-1 viriisiiniin glikoprotein
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120 (gp 120)’si ile etkilestigi anlasilmaktadir. Gp 120’nin viriisiin konak hiicrelerine
tutunmasindan sorumlu kisim oldugu disiiniildiigiinde, nanogiimiisiin HIV-1
viriistiniin konak hiicrelerle etkilesimini engelledigi dolayisiyla hastalik olusumunu

engelleyebilecegi diisiiniilmektedir (Elechiguerra ve ark. 2005).

HepAD38 insan hepatoma hiicre kiiltiirii ile yapilan ¢alismada nanogiimiisiin
hepatitis B viriisii (HBV) iizerindeki antiviral etkisi gosterilmistir. Bu etki 10 nm
boyutundaki nanogiimiisin HBV viral pargalariyla etkilesmesi sonucunda
olmaktadir. Nanogiimiis HBV Ribo Niikleik Asit (RNA) ve ekstraseliiler virionlarin
tiretimini inhibe etmistir (Lu ve ark. 2008).

2.3.1.3. Uriner Kateterler

Nanogiimiis ile kaph iriner kateterin Staphylococcus epidermidis gibi
koagiilaz negatif stafilokoklar iizerine etkisi incelendiginde nanogiimiisiin
bakterilerin hiicre membran organizasyonlarini bozarak bakteriyel kolonizasyon ve

tutunmay1 engelledigi goriilmistiir (Thomas ve ark. 2015).
2.3.1.4. Dis Materyalleri

Nanogilimils iceren materyallerle birlestirilmis re¢ine karigiminin hem
Streptococcus mutansa karsi uzun siireli inhibitor etkisinin oldugu hem de diger
olumlu ozelliklerine bagli olarak kullaniminin uygun olabilecegi bildirilmistir

(YYoshida ve ark. 1999).

Nanogiimiis iceren karigimlar, geleneksel karisimlara gore daha sert yiizey
saglar, bakteri kolonizasyonunu yavaslatir ve bakteri adezyonunu azaltirken ayrica
nanogiimiis igeren karisim geleneksel karisimin fiziksel 06zelliklerinden taviz

vermeden enamel demineralizasyonunu da engeller (Ahn ve ark. 2009).
2.3.1.5. Yara, Yanik Sargi Uygulamasi

Glimiis nitrat ilk kez topikal olarak kronik yara tedavisinde kullanilmustir.
Derin yaniklarda yaranin ylizeyinde yasayan epitelyal doku bulunmadigi igin
iyilesme yara kenarindan epitelizasyon ve kontraksiyonla gerceklesmektedir, buna
bagli olarak da genis yaralar ve elverissiz yerlerde bulunan ve mikroorganizmalarin

kolonize oldugu yaralar daha gec iyilesmektedirler. Giimiis siilfadiazin krem
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kendisine kars1 bakteriyel direng gelismedigi icin Yyanmk tedavisinde topikal
antibakteriyel olarak kullanilmaktadir (Klasen 2000).

Nanogiimiis igeren sargilarin kolay degisim ve daha uzun siireli kullanim gibi
avantajlarina bagl olarak giimiis siilfadiazine gére daha az agrili bir tedavi yontemi
oldugu belirlenmistir (Muangman ve ark. 2006). Ayrica nanogiimiis igeren sargi
infekte yaralardan bakteriyel temizlenmeyi artirmis ve ortalama iyilesme siiresini de
3,35 giin disirmistir (Huang ve ark. 2007). Ama bu iyilesme artisinin sadece
yiizeyel yaniklarda ise yaradigi, derin yaniklarda ise yaramadigi bulunmustur (Chen
ve ark. 2006).

Nanogiimiis anti-inflamatuvar etkilerinin yan1 sira kollejen salinimini kontrol
ederek kollejen fibrillerinin dogru diizenlenmesi ile yara iyilesmesini hizlandirr,
klinik c¢aligmalar standart sargiya gore nanogiimiis sargisinin yiizeysel ve derin
yaniklarin tedavisinde diger iyilesme siireclerini etkilemeden re-epitelizasyon

stirecini hizlandirdigini gostermistir (Berthet ve ark. 2017).

Nanogilimiis sargisinin yaradaki bakterileri ve noétrofilik inflamasyonu

azaltarak kronik venoz bacak iilser tedavisinde iyilesmeyi hizlandirdig1 gosterilmistir

(Sibbald ve ark. 2007).
2.3.1.6. Dermatoloji ve Kozmetik

Nanogiimiis biyolojik etkinlikleri ve gorece olarak diigiik fiyat1 nedeniyle
cesitli dermatolojik triinlerde ve kozmetikte, fungal enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve

tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Niska ve ark. 2017).

Nanogiimiisiin kan glukoz seviyelerini diisiirdiigii, insiilin seviyelerini ve
ekspresyonunu artirdigi, glukokinaz aktivitesini ve ekspresyonunu artirdigi ve

GLUT-2 seviyelerini de artirdig1 gosterilmistir (Alkaladi ve ark. 2014).
2.3.2. Dagilim

Klinik uygulamadaki en onemli sorunlarin basinda nanogiimiisiin emilim,

birikim, metabolizma ve atilimu ile ilgili olanlart gelir (Kumar ve ark. 2010).
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Nanogiimiisiin birikimi oral uygulamalarindan sonra en ¢ok gastrointestinal
kanalin ince bagirsak ve mide kisimlarinda olmaktadir; gastrointestinal kanal disinda
en ¢ok birikim sirasiyla karaciger ve dalakta olmaktadir, onu da testis, bobrek, beyin
ve akcigerler takip etmektedir (van der Zande ve ark. 2012). Ancak disi siganlarda
yapilan bir calismada diger c¢aligmalardan farkli olarak organlar ve plazmadaki
giimiis dagiliminda farklilik bulunmamustir, yazar farklilik olmamasinin nedeninin
nanogiimiisiin dagiliminin hormonal etkilesime bagli degisim gdstermesi olarak

degerlendirmistir (Qin ve ark. 2017).

Etkili bir antibakteriyel aktivite i¢in iyi nanopartikiil dagilimi gerekmektedir.
Muhtemelen okside nanogiimiis agregasyonu nanopartikiiliin etkili yiizeyini ya da
hiicre ile etkilesebilecekleri alanin azalmasina Onciililk etmektedir. Her ne kadar
nanogiimiisler su ya da 50 mM sodyum Hepes gibi coziinmiis soliisyonlarda
antimikrobiyal aktivite gostermis olsalar da, parcaciklar yiiksek tuz iceren,
yogunlukla kullanilan kiiltiir medyumlarinda ve biyolojik tamponlarda agrege
olurlar. Giimiis nanopartikiillerinin yiiksek elektrolit igeren medyumlarda agrege
olmasi1 antibakteriyel 6zelliklerinde kayba sebep olur ancak alblimin ile kompleks
olusturmak nanopartikiilleri agregasyona karsi stabilize eder. Nanogiimiisiin
antibakteriyel aktivitesi ciddi olarak yiizey oksidasyonuna ve ideal partikiil

dagilimina baglhidir (Lok ve ark. 2007).

Nanogiimiisiin emiliminde her ne kadar kilogram (kg) basina dozlari,
boyutlari, sekilleri ve diger 6zellikleri ayn1 olsa da, intestinal flora ve bosaltim
zamani gibi c¢esitli faktorler ne kadar nanogiimiisiin emildiginde asil onemli etken

olabilmektedir (Loeschner ve ark. 2011).

Kiiciik boyutlu nanopartikiiller gastrointestinal kanaldan daha kolay absorbe
olurlar ve diger organlara dagilirlar. Kiigiik nanopartikiiller kan beyin bariyerinden
penetre olurlar ve bu bariyere hasar verirler. 100 nm’den kii¢iik nanoglimiise kars1
immiin yanit gelismesine ragmen, daha biiyilk boyutlu nanogiimiise (323) karsi

immiin yanit gelismemektedir (Park ve ark. 2010).

Biyokimyasal parametrelerde goreceli olarak diisiik toksisiteye ragmen,
sitokin {liretim artig1, B hiicre dagiliminda artis ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu gibi

inflamatuar yanit 14 giinliilk oral uygulamadan sonra Onemli artis gOstermistir.
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Yazarlar, bunun sebebinin kiiciik nanoglimiisiin hiicreye daha fazla alinmasi

olabilecegi yoniinde goriis belirtmiglerdir (Park ve ark. 2010).

Nanogiimiisiin HepG2 hiicrelerine girdikten sonra sitoplazma igindeki
endozom ve lizozomlarda ve niikleus i¢inde bulundugu gosterilmistir (Kim ve ark.
2009).

Uygulanan nanopartikiillerin ¢ogu 15 gilin iginde bobreklerden ya da
hepatobilier sistemden atilmaktadir (Kumar ve ark. 2010). Degisen yiikle birlikte
nanogiimiisiin proteinlerle etkilesimi degismektedir, buna bagli olarak da hepatobilier
bosaltimi degismektedir bu da nanogiimiisiin yiikiinii ayarlayarak viicutta kalma

sliresinin degistirilebilmesine olanak saglamaktadir (Souris ve ark. 2010).
2.3.3. Etki Mekanizmasi

Son yillarda nanometallerin bakterilerin  hiicre duvarini  olusturan
peptidoglikan  tabakasindaki tiol gruplart (-SH) ile birleserek bakterinin
inaktivasyonuna sebep oldugu anlasilmistir. iste buna bagli olarak da hiicre duvarmin
yikimt ve lizisi, mikrobiyal DNA replikasyonunun engellenmesi ve bakteriyel

fonksiyonlarin engellenmesi gibi faydalara sebep olmaktadir (Niska ve ark. 2017).

Nanogilimiisiin gii¢lii anti-inflamatuar etkinligi vardir; buna baglh olarak
interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6), interlokin-10 (IL-10) ve interferon-y (IFN-y)
gibi inflamatuar mediatorleri azaltarak yara iyilesmesini hizlandirir (Wong ve ark.
2009).

Nanogiimiise kars1 farkli hiicre tiirleri farkli yanit vermektedir yani hiicre tiirti

degisince nanogiimiise kars1 olan dayaniklilik da degismektedir (Huo ve ark. 2015).

Nanogiimiisiin toksisitesinin sadece Ag" iyonuna bagl olarak m1 yoksa hem
giimiis hem de nanogiimiisiin kendisinin mi etkili oldugu konusunda uzun siiren
farkl1 yaklasimlar sonucunda bu toksisitenin hem nanogiimiise bagli hem de Ag"

Iyonuna bagl olarak gerceklestigi diisiiniilmektedir (Kawata ve ark. 2009).

Song ve ark. (2012) yaptiklari ¢aligmada nanogiimiisiin partikiil formunda
tekil olarak ve aglomere olmus durumda sitoplazma bulundugunu ve dahasi

nanopartikiillerin ~ partikiill halinin HL-7702 hiicrelerinin niikleusunda da
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bulundugunu goézlemlemislerdir. Ancak mitokondri gibi organlarin iginde

nanogiimiis gdzlenmemistir.

In vitro yapilan ¢alismada HL-7702 hiicrelerinin nanogiimiis maruziyetinde

doz bagimli olarak hiicre canliligini azalttig1 gosterilmistir.

Nanogiimiisiin mitokondriyal fonksiyona hasar verdigi gosterilmistir. Ayrica
nanoglimiisiin hiicre dongiisiinii G2/M fazinda durdurdugu gosterilmistir (Song ve
ark 2012.).

Nanogiimiisiin hiicrelere yaygin aliminin ROS iiretimi ile baglatilan
proinflamatuar ve toksik aktivitelerini indiikledigi ile ilgili giicli kanitlar vardir
(Avalos ve ark 2014). ROS ile indiiklenen oksidatif stresin hiicrede apoptozun yani
stra DNA hasari, hiicre donglislinlin durmasi ve mitokondriyal disfonksiyonu

tetikledigine inanilmaktadir (Ahamed ve ark. 2008).

Nanogiimiis Caspaz-12’yi Caspaz-3’ten daha fazla arttirmaktadir bu da
nanogiimiisiin apoptozisi mitokondriyal yolaktan daha ¢ok endoplazmik retikulum

yolagi iizerinden gergeklestirdigini gostermektedir (Huo ve ark. 2015).

Gilimiis nanopartikiiliiniin antimikrobiyal 6zelligi boyutu ile dogrudan
iliskilidir. Totalde ayni kiitleyi olusturacak kadar farkli boyutlarda nanogiimiis
uygulamasindan sonra nanoglimiisiin daha kii¢lik boyutlarda daha biiyiik boyutlarda
olanlara gore daha yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. 62
nm nanogiimiisten, 9,2 nm nanogiimiisiin 9 kati kadar toplam nanoglimiis
uygulanirsa ancak ayni etkiyi olusturabilmistir. Farkli boyutlardaki nanogilimiisiin
antibakteriyel aktivitesindeki farkliliklar kimyasal olarak ¢dziinmiis Ag” iyonlarmin
miktarinin fakliligina bagl oldugu yolunda yorumlanabilir. Partikiiller kiigiildiik¢e
yiizey alami kiitle oran1 artar ve kimyasal olarak c¢oziinmiis Ag® iyon
konsantrasyonunu artirir (Lok ve ark. 2007). Boyut bagimli antibakteriyel aktivite
nanogiimiisiin bakteriye baglanma seviyelerindeki farkliliklarla da agiklanabilir.
Nanogiimiis yaklasik 1-10 nm capinda oldugu zaman bakteriyle tercihen direkt

baglanir (Morones ve ark. 2005).
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Kiigiik boyutlu nanopartikiillerin toksikolojik ve biyolojik yanit olugturmada
daha aktif oldugu ve tekrarlayan oral uygulamalardan sonra organ toksisitesi ve

inflamatuar yanit olusturdugu diistiniilmektedir (Park ve ark. 2010).

PVP kapli nanogilimiisiin sitrat kapli nanogiimiise gore daha yiiksek oksidatif
strese ve daha fazla inflamatuar yanita sebep oldugu gosterilmistir, bu da kaplamanin
nanogiimiisiin ve diger nanopartikiillerin etkileri lizerinde belirleyici faktorlerden

oldugunu gostermektedir (Prasad ve ark. 2013).

Nanogiimiisiin olusturacagi toksisitede hiicrenin tiirliniin de 6nemli oldugu
bulunmustur 6rnegin in vitro kosullarda nanoglimiise maruz kalan farkli hiicre tiirleri
icinde en fazla pulmoner fibroblastlarin, en az HepG2 hiicrelerinin etkilendigi

gosterilmistir (Avalos ve ark. 2015).

Nanogiimiisiin in vitro kosullarda toksisite olusturdugu, DNA’da kiriklara
sebep oldugu ve bunlarin sebebinin de oksidatif stres oldugu gosterilmistir (Avalos
ve ark. 2015).

Nanogilimiisiin  toksisitesinin ~ glimiis iyonlarindan  kaynaklanmadigi,
nanogiimiisiin kendisinden olustugu gosteren calismalar da mevcuttur. Nanogiimiis
toksisitesinin in vitro HepG2 hiicrelerinde oksidatif strese bagli olarak gerceklestigi
gosterilmistir (Kim ve ark. 2009).

Nanogilimiisiin insan hepatoblastoma hiicre serisi C3A’ya toksik etkisinin
bulundugu gosterilmistir, ancak 151k mikroskobik inceleme sonucunda herhangi bir
partikiil goriilmemistir; fakat elektron mikroskobu ile inceleme yapildiginda
sitoplazmada ve niikleusda kiiglik partikiil birikintileri gézlenmistir (Gaiser ve ark.
2013).

2.4. APOPTOZIS

Cogu hayvan hiicresi programli hiicre 6liimiiniin morfolojik sekillerinden biri
olan apoptozise giderek kendi kendini yok etme yetenegine sahiptir. Apoptozisin
dogru bir sekilde diizenlenmesi hem gelisim hem de doku homeostazisi agisindan
kritik Oneme sahiptir. Apoptozis organizmadan istenmeyen hiicreleri, islevsiz
hiicreleri, potansiyel olarak tehlikeli hiicreleri yok etmede gorevli bir kalite kontrol

yontemi olarak diistiniilebilir (Bergmann ve Steller 2010). Apoptozis genetik olarak
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kontrol edilen, hiicrenin biiziismesi, kromatinin kondensasyonu, DNA’nin
fragmentasyonu, hiicrenin biizlismesi ve membranin tomurcuklanmasi gibi
morfolojik 6zellikleri ve inflamasyonun olmamasiyla nekrozdan ayrilmaktadir.
Inflamasyon olmamasinin sebebi de apoptotik cisimciklerin hiicre membraniyla
cevrili olmasina bagl olarak ¢evredeki hiicrelerce fagosite edilmeleridir (Renehan ve
ark. 2001). Apoptozis fizyolojik kosullarda oldugu gibi patolojik kosullarda da
olusabilmektedir (Dasgupta ve ark. 2016).

2.4.1. Apoptozisin Tarihgesi

Apoptozis terimi Yunanca ayrisma anlamina gelen ‘apo’ ve diigme anlamina
gelen ‘ptosis’ den olusmaktadir, bu diisme genellikle yapraklarin agaglardan diismesi
olarak bilinmektedir. Apoptozis terimi genellikle programli hiicre 6limii olarak
adlandirilan siireci ifade etmek icin kullanilmaktadir. 1965 yilinda Lockshin bocek
metamorfozu siirecinde gozledigi hiicre oOliimiiniin hiicrenin kontrolii altinda
gerceklestigini tespit ederek ‘programli hiicre Olimii’ tanimini kazandirmistir
(Duque-Parra 2005). John Kerr (2002) karaciger tizerine yaptigi ¢caligmalarda normal
hiicre 6liimiinden daha farkli histolojide hiicre 6liimiinii goriintiilemistir ve histolojik
farkliliklarina bakarak buna biiziisme nekrozisi tanimini koymustur. John Kerr,
Andrew Wyllie ve A.R. Currie hiicrelerin 6limden sonra bazi 6zel paternler
gosterdigini bunlarin hiicrenin biiziismesi ve kiiclilmesi, kromatinin birlesmesi ve
marjinallesmesi ile hiicre ve ¢ekirdegin fragmantasyonu oldugunu bulup apoptozis
terimini  kullanmislardir (Lockshin ve Zakeri 2001). Daha sonra apoptozisin
interniikleozomal DNA degradasyonu ile izlenen 6zel bir paterni oldugu goézlemi
yapilmistir. 1976’da John Sulston ve H. Robert Horvitz embriyodaki somatik
hiicrelerin %13’iinlin gézlenmelerinin ardindan 6ldiigiinii gostermislerdir (Lockshin
ve Zakeri 2001), apoptozis o zamandan beri hiicrelerin genetik olarak belirlenmis
yok edilisini i¢eren programli hiicre 6liimiiniin tanimlanmis ve kabul edilmis 6nemli

bir bigimini olusturmaktadir (Elmore 2007).
2.4.2. Apoptozisin Mekanizmasi

Apoptozisin uygulanmasinda en énemli asamalardan biri sistein proteaz ailesi
olan kaspazlarin aktivasyonudur. Uygulayic1t kaspazlar aktive olduklar1 zaman

kaspaz-3 ve kaspaz-7 gibi cellat kaspazlarin aktivasyonuna yol agarlar (Bergmann ve
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Steller 2010). Kaspaz ailesi tiiyeleri inaktif olarak firetilirler ve bir uyaranla

aktiflesinceye kadar inaktif sekilde kalirlar (Dasgupta ve ark. 2016).

Memelilerde kaspaz 8 ve kaspaz 9 genellikle bircok dnemli sitoplazmik ve
niikleer proteini sindirecek olan efektor kaspazlarin aktivasyonuna yol agan
basamaklar dizisini baslatir yani bunlar baslatict kaspazlardir. Ayrica bu o6lim
dizisinin yapist kaspaz 9 aktivasyonu icin yerinden oynatilmasi gereken bir adaptor
protein apoptotik-proteaz aktive edici faktor-1 (APAF-1) ve erken ya da uygun
olmayan kaspaz kaskadinin durdurulmasini saglayan bir inhibit6r protein Bel-2 igerir

(Lockshin ve Zakeri 2001).

Apoptozisin iki ana yolagi mitokondri ya da intrinsik yolak ile hiicre yilizey

reseptorii ya da ekstrinsik yolaktir.
2.4.2.1. Mitokondri Yolag ya da Intrinsik Yolak

Bcl-2 ailesi proteinler mitokondriyal ya da intrinsik apoptotik yolagi kontrol
ederler ve diizenlerler. Bu yolak mitokondriyal dig membran permeabilitesini artirir
ve boylece sitokrom c gibi proapoptotik faktdrler mitokondriden sitozole geger
(Pena-Blanco ve Garcia-Saez 2017). Sitokrom c sitozolik protein olan Apaf-1’e ve
prokaspaz-9’a ve ATP’ye baglanip birlikte apoptozomu olustururlar. Prokaspaz-9
kaspaz-9 aktivasyonuna yol agar ve prokaspaz-9’da sitokrom-c bagimli kaspaz
kaskadini aktive eder sonra da kaspaz-3 aktive olur (Broughton ve ark 2009).
Mitokondriyal dis membran permeabilite artis1 genellikle apoptozisin geri doniigsiiz
noktasi olarak diisiiniilmektedir, bu asamadan sonra hiicre 6liimiine yol agacak olan

kaspaz aktivasyonu dakikalar i¢inde gergeklesir (Pena-Blanco ve Garcia-Saez 2017).
Bcl-2 ailesi en az 18 iiye igerir ve ii¢ grupta incelenir:

1. Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w gibi proteinleri igeren ve proapoptotik Bcl-2
proteinlerine baglanip onlar inaktive ederek antiapoptotik ozellik gosteren Bcl-2

ailesi;

2. Dogrudan mitokondriyal dis membran permeabilitesini destekleyen

proapoptotik efektor proteinler olan Bax ve Bak;
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3. Hiicredeki stresi algilayip apoptozisi baslatan heterojen bir grup protein.
Bunlar eger dogrudan Bax ve Bak ile etkilesip onlar1 aktive ederlerse ‘direkt
aktivatorler’ olarak adlandirilirlar; eger antiapoptotik proteinlere baglanip onlari
apoptotik proteinlerden ayirip aktiflesmelerine yardimci olurlarsa ‘duyarlilastiricilar’
olarak adlandirilirlar. Yani Bcl-2 protein ailesi apoptozisi kontrol etmek i¢in birbiri
ile etkilesirler ve kompleks iletisim ag1 olusturup, etkilesimleriyle hiicrenin yasayip

Olmesine karar verirler.

Bcl-2 ailesi etkisini mitokondride gostermektedir. Normal kosullarda Bax,
Bcl-x1 araciligi ile mitokondriden sitozole tasinir ve miktarinin ¢ogu da sitozolde
bulunmaktadir. Sitotoksik sartlar gelisince Bax mitokondride birikir ve mitokondri
dis membraninda kanal olusumuna sebep olur ve proapoptotik faktorlerin sitozole

gecmesine sebep olur (Pena-Blanco ve Garcia-Saez 2017).
2.4.2.2. Hiicre Oliim Reseptorii ya da Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik yolak sitokinin hiicre yiizey 6lim reseptoriine baglanmasi ile
baslar, hiicre yiizey oOlim reseptorii tiimoér nekroz faktdr reseptorii (TNFR)
siiperailesine aittir ve TNFR-1, Fas’1 igerir. Fas Ligand (Fas L) Fas reseptoriine
baglanir, Fas-bagimli 6lim bolgesi proteini (FADD) N-terminal ucunda ‘6liim
efektor bolgesi’ igerir ve bu da prokaspaz-8 ile etkileserek 6liim uyarici sinyal
kompleksi (DISC) olarak adlandirilan kompleksi olusturur. Bu kompleks prokaspaz-
8’in aktivasyonuyla kaspaz-8’in olusumunu saglar ve aktif kaspaz-8 de DISC
kompleksinden ayrilir ve sitoplazmaya gecerek kaspaz kaskadini baslatarak direkt
yada mitokondri-bagimli mekanizmayla kaspaz-3’ti olusturur. Bu da apoptoziste
cellat olarak gorev yapar (Broughton ve ark. 2009).

Apoptoziste gerceklesen hiicredeki degisiklikler hiicre seklinde degisim ve
hiicre boyutunda azalma, kii¢lik apoptotik cisimciklerin olusumu ve serbestlesmesi,
kromatinin kondensasyonu ve piknozis ile hiicre govdesinde vakuollerin goriiniir
olmasimi i¢ermektedir (Duque-Parra 2005). Kromatin niikleer zarfin altinda
kiimelenmektedir, ayrica apoptotik cisimcikler adi verilen icinde saglam sekilde
organellerin bulundugu ve zaman zaman da niikleer parcaciklarin oldugu
sitoplazmadan kaynaklanan tomurcuklanmalar gozlenmektedir. Bunlar g¢evredeki

hiicrelerce fagosite edilmektedirler (Kerr 2002).
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2.4.3. Apoptozisin Fizyolojik Rolii ve Hastaliklardaki Degisimi

Apoptozis normal gelisimde organlarin bosluklarinin ve sekillerinin olugmasi,
ayak ve ellerde parmaklar arasi bosluklarin olusmasi, immiin sistemde ve sinir
sisteminde yeterli sinaptik fonksiyon géremeyen ve 0Ozgil antijenleri
sentezleyemeyen hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda (Renehan ve ark. 2001) gorev
almaktadir. Yetiskin canlilarda hiicre dongiisiinde ve endokrin bagimli dokularda
hormonal kontrol altindadir, dokularin hem normal atrofisi hem de patolojik atrofisi

durumlarinda, 6nemli rol oynamaktadir (Kerr 2002).

AIDS’te; Alzheimer, Parkinson ve amiyotrofik lateral skleroz gibi
norodejeneratif hastaliklarda; miyokard infarktiisii sonrasi iskemide, inmede ve
reperfiizyonda; hepatit ve graft versus host hastaligi gibi otoimmiin hastaliklarda
apoptozis artmigtir. Malign tiimorlerde, sistemik lupus eritamatozus ve bazi viral
hastaliklarda azalmis ya da tamamen ortadan kalkmis apoptozis sorumludur. Ayrica
tim sitotoksik ilaglar ve radyoterapi programlari timor hiicrelerinde apoptozisi
indiiklemeye calismaktadir ve direng gelisimi de apoptozisin gergeklestirilememesi
ile ilgilidir ve ayrica bu ilaglarin yan etkileri de normal hiicrelerde apoptozisin
indiiklenmesine bagl olarak ger¢eklesmektedir (Renehan ve ark. 2001). Hungtington
hastaligt mutasyon sonucu gerceklesen bir hastaliktir ve mutasyon hastalarin
noronlarinda apoptozisi indiiklemektedir. Tiim bunlara ilave olarak iskemik
dokularda hiicre 6liimii nekroz ile gerceklesirken nekroze alani ¢evreleyen ve gorece
olarak daha 1yi kanlanan bolgede ise apoptozis ile hiicre 6liimleri gergeklesmektedir.
Bu baglamda tiim bu hastaliklarin tedavisinde apoptozisin diizenlenmesini
hedefleyen yontemler gelistirilmesi diistiniilmelidir (Gibson 2001). Apoptozisin
tetiklenmesi ile tedavide kemoterapi, radyoterapi ve iskemi olusturmak igin anti-
anjiyogenez faktorleri de apoptotik molekiillere eslik ederek kullanilmasi faydalidir,
unutulmamalidir ki bu faktorler de apoptozisi tetiklemektedirler (Sjostrom ve Bergh
2001).

2.4.4. Apoptozisin Degerlendirilmesi

Morfolojik degerlendirme apoptozisin taninmasinda ve dlciilmesinde standart
yontemdir. Diger yontemler kondanse niikleusu ya da hiicre yiizeyine ge¢cmis olan

fosfotidilserini boyamak i¢in floresan boyama ve terminal transferaz mediated
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dUDP-biotin nick end labeling (TUNEL) ile fragmante DNA’nin belirlenmesidir.
Dokudaki hiicre oliimii genellikle apoptotik indeks olarak degerlendirilmektedir

(Renehan ve ark. 2001).

Istk mikroskobuyla incelendiginde erken donem apoptotik hiicrelerin
kiigiilmiis oldugu, dolayisiyla sitoplazmanin yogunlastigt ve organellerin sikica
paketlendigi, sitoplazmanin yogun olarak boyandigi bir ya da birkag¢ hiicreden olugan
hiicre toplulugu seklinde goriintii elde edilmektedir. Apoptotik hiicre yuvarlak ya da
oval koyu eozinofilik sitoplazma ve koyu mor kromatin fragmantasyonu seklinde
gozlenmektedir. Elektron mikroskobuyla incelendigindeyse niikleer materyalin
karakteristik olarak niikleer membranin altinda periferik olarak yerlestigi

gozlenmektedir (EImore 2007).

Hiicredeki DNA’nin kirik uglarinin taninmasinda ise yarayan TUNEL
yontemi ayn1 zamanda nekrozda da fragmante olabilen DNA’dan dolay1 pozitif

boyanma gosterebilir (Gibson 2001).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali tarafindan Necmettin Erbakan Universitesi
KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezinde gergeklestirilmistir.
Doku 6rnekleri Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali ile Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda incelenmistir.
3.1. Etik Kurul ve Bilimsel Arastirma Proje Destegi

Calismanmiz Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nin Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan
incelenmis ve etik yonden uygunluguna 26.02.2016 tarihli ve 2016-005 no’lu karar
ile onay verilmistir. Proje Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinatorliigii'nce 161418004 no’lu karar ile desteklenmistir.
3.2. Deney Hayvanlar

Calismamizda Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip
Uygulama ve Arastirma Merkezinde agirliklar1 200-300 gr arasinda degisen 4 aylik
35 adet disi Wistar Albino tiirii sigan kullanildi. Sigcanlar standart diyet ve ¢cesme
suyu ile beslendiler. Calismada, 22 + 2 °C oda sicakligi, % 60 nem orani, 12 saat

aydinlik/12 saat karanlik ritmi olan ortam kullanildi.
3.3. Calisma Gruplar

Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve
Arastirma Merkezinden elde edilen siganlar; I. Grup ( n=7) Kontrol, Il. Grup (n=7)
20 nm 50 mg/kg nanogiimiis uygulanan, Ill. Grup (n=7) 20 nm 300 mg/kg
nanogiimiis uygulanan, IV. Grup (n=7) 80-100 nm 50 mg/kg nanogiimiis uygulanan,
V. Grup (n=7) 80-100 nm 300 mg/kg nanogiimiis uygulanan grup olmak iizere 4
gruba ayrildi.

I) Kontrol grubuna; 10 giin boyunca giinde bir kez ¢esme suyu viicut

agirliklarina gére hacmi hesaplanarak oral olarak verildi.
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II) 20 nm 50 mg/kg nanogiimiis grubuna; 10 giin boyunca gilinde bir kez
nanogiimiis 20 nm, 50 mg/kg olacak sekilde ¢esme suyu iginde karigtirilip oral olarak

verildi.

III: 20 nm 300 mg/kg nanogiimiis grubuna; 10 giin boyunca giinde bir kez
nanogiimiis 20 nm, 300 mg/kg olacak sekilde ¢cesme suyu icinde karistirilip oral
olarak verildi.

IV: 80-100 nm 50 mg/kg nanogiimiis grubuna; 10 giin boyunca giinde bir
kez nanogiimiis 80-100 nm, 50 mg/kg olacak sekilde ¢esme suyu iginde karigtirilip

oral olarak verildi.

V: 80-100 nm 300 mg/kg nanogiimiis grubuna; 10 giin boyunca giinde bir
kez nanogiimiis 80-100 nm, 300mg/kg olacak sekilde ¢esme suyu i¢inde karistirilip

oral olarak verildi.

Islemler on giin boyunca her giin ayni1 saatte uyguland1 ve higbir grupta deney
hayvani kayb1 yasanmadi. Deney sonunda si¢anlar, intraperitoneal olarak uygulanan
50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin anestezisi altindayken servikal dislokasyon

ile sakrifiye edildiler.

3.4 Nanogiimiis

Nanogiimiis Nanografi isimli firmanin NGO4EO0101 (Ag 99.99%, 80-100
nm) ve NG04EO0107 (Ag 99.99%, 20 nm) kodlu iirtinleri kullanilmigtir. Nanogiimiis
50 mg/kg ve 300 mg/kg dozlarinda verilmek iizere ¢cesme suyu ile hazirlanmigtir.
Hazirlama islemi her giin her bir uygulama grubu i¢in uygulamadan hemen 6nce ayri
ayr1 hazirlanmistir. Uygulamadan hemen 6nce 20 dakika boyunca Bandelin Sonopuls
HD 2070 markali ultrasonik sonikator ile karistirilarak hayvanlara hesaplanan

dozlarda verilmistir.
3.5. Viicut Agirhklarinin Olgiilmesi

Deneye baslamadan 6nce ve deney sonunda, sicanlarin viicut agirliklar
tartilarak kaydedildi ve gozlenen degisimler deney sonu viicut agirligr farki olarak

adlandirildi.
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3.6. Dokularin ve Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan tiim deney hayvanlari, ¢aligma sonunda agirliklar
kaydedildikten sonra derin anestezi (Ketamin-Ksilazin) altindayken servikal
dislokasyan ile sakrifiye edildi ve hayvanlarin kalplerinden alinan kan Ornekleri,
antikoagiilanl: steril tiiplere aktarilarak etiketlendi. Ornekler daha sonra 3500 rpm’de
10 dakika boyunca santrifiij edilerek serumlarin ayrilmasi saglandi. Ayrilmis olan
serumlar ependorf tiiplere alinarak ¢alisma zamanina kadar -80 °C’de saklandi. Daha
sonra hayvanlarin karin bolgeleri agilarak karacigerleri ¢ikarildi ve tespit edilmek
tizere noétral formaldehit sollisyonuna yerlestirildi, 48 saat fiksasyondan sonra

dokular takip islemine alindi.
3.7.1 Oksidatif Stres Parametreleri

Serumlar total oksidan statii ve total antioksidan statii ELISA kitleri ile
Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda
ireticinin talimatlarina uygun olarak 6l¢iildii. Bu 6l¢iimden sonra TOS ile TAS 1n
oranini gosteren ve oksidatif stres indeksi (OSI) adi verilen deger hesaplandi. Elde

edilen serumlardan ALT, AST, ALP, GGT seviyeleri incelendi.
OSI=TOS/TASX100

3.8. Histolojik Uygulamalar

3.8.1. Notral Formaldehit Tespit Soliisyonunun Hazirlanisi

Doku tespitinde kullanilan %10 nétral formaldehit soliisyonu Tablo 3.1. deki

maddeler ve miktarlar baz alinarak hazirlandi;

Maddeler Miktar
Na;HPOs 6,59
NaH:PO:H0 359
Formalin 100 ml
Distile su 900 ml

Tablo 3.1. Notral formaldehit soliisyonu hazirlamak i¢in kullanilan maddeler ve miktarlari

35



3.8.2. Isik Mikroskobu i¢in Dokularin Hazirlanmasi

Karaciger dokular1 48 saat %10 noétral formaldehit i¢inde tespit edildikten
sonra uygun biiyiikliikteki doku pargalar1 kesildi, daha sonra etiketlenerek kodlandi
ve kasetlere yerlestirildi ve olagan doku takibi siireci ile her hayvana ait parafin doku
bloklart hazirlandi. Parafin doku bloklarin1 hazirlamak icin kullanilan doku takip

yonteminin basamaklar1 asagidaki tabloda gosterilmistir.

Doku takip yontemine ait siireler Tablo 3.2. de saat cinsinden verilmistir.

Kimyasal Uygulama siiresi (saat)
%70 Alkol 1
%80 Alkol 1
%95 Alkol 1
%95 Alkol Il 1
%100 Alkol I 1
%100 Alkol 11 1
Ksilol | 1
Ksilol 11 1
%50 Parafin - %50 Ksilol 1
Parafin | 1
Parafin I 1
Parafin 111 1
Bloklama

Tablo 3.2. Doku takip yonteminde kullanilan uygulama siireleri

3.8.3. Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmasi

Takibin ardindan her bloktan Microm HM325 rotari mikrotom ile 4 um
kalinliginda seri kesitler alindi ve her lam {izerine 3 kesit gelecek sekilde dokular
lamlarin iizerine alinarak lamlar isimlendirildi. Karaciger dokusunda meydana gelen
degisiklikleri gozlemlemek icin her bir hayvanin karaciger kesitleri ayr1 ayri

Hematoksilen ve Eozin (H&E) ile boyandi.
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H&E boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri Tablo 3.3. de

verilmistir.
Kimyasal Madde Uygulama Siiresi (dk)
58 C etiivde 60
Ksilol | 15
Ksilol 11 15
%96 Alkol | 5
%96 Alkol I1 5
%90 Alkol 5
%80 Alkol 5
%70 Alkol 5
Distile Su 5
Hematoksilen 1
Cesme suyunda yikama Suyun rengi seffaflagsana kadar
Eozin 2
%70 Alkol 2
%80 Alkol 2
%90 Alkol 2
%96 Alkol | 2
%96 Alkol Il 2
Ksilol | 5
Ksilol 11 5

Lamlarin kapatilmasi

Tablo 3.3. H&E boyama yonteminin basamaklarina ait uygulamalar ve siireleri

H&E boyamasiyla hazirlanan preparatlar mikroskopta lenfosit infiltrasyonu,
dilatasyon, konjesyon, nekroz ve pleomorfizm agisindan degerlendirildi.
Histopatolojik degisikliklerin derecesine gore yok (0), hafif (1), orta (2) ve siddetli
(3) olarak degerlendirildi. Maksimum skor: 15 olarak belirlendi.
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3.9 immiinohistokimya Boyama

Hazirlanmis olan parafin bloklardan alinan 4 pm kalinligindaki kesitler poly-
Llysne kapli lamlar iizerine alindi. CD68 makrofajlarda eksprese edilmektedir ve
sitoplazmik boyama paternine sahiptir. Calismada immiinohistokimyasal boyama
yontemiyle Thermo Scientific firmasinin #MS-397-P0 katalog numarali

CD68/Makrofaj Marker1 Ab-3 kullanilarak boyamalar yapildi.

CD68 immiinohistokimya boyama yoOntemi basamaklar1 ve bunlara ait

uygulama stireleri Tablo 3.4. de verilmistir.

Islem Siiresi
Deparafinizasyon 16 sa
Ksilen | 15 dk
Ksilen Il 15 dk
%100 Alkol 15 dk

%96 Alkol 15 dk
Distile su 5 dakika
%10’luk sitrat soltisyonu 5 dakikaX3
mikrodalga firinda

Sitrat sollisyonunda 30 dakika
Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS), 5 dakika
(pH: 7,6)

%3’lik H20: 20 dakika
Distile su 10 sn
PBS’de yikama ve tekrar 5 dakikaX2
temiz PBS

Siiper Blok (V-Blok) 10 dakika
Distile su, PBS Bekletme!
Primer antikor 1 saat
PBS’de yikama ve tekrar 5 dakikaX2
temiz PBS
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Sekonder antikor 20 dakika

PBS’de yikama 5 dakika
Streptavidin Peroksidase 20 dakika
PBS’de yikama ve tekrar 5 dakika
temiz PBS

ABC kromojen 15 dakika
Distile su 5 dakika
Zit boya olarak Mayer’s 8 dakika

Hematoksilen

Akarsuda akitma 1 dakika
Amonyakli su 1-2 saniye
Distile su 1-2 saniye
Kurulama

Ozel kapatma maddesi ile

kapatma

Tablo 3.4. CD68 immiinohistokimya boyama basamaklar1 ve siireleri

3.9.2. TUNEL Metodu

Hiicrelerde DNA pargalanmasi ve apoptotik hiicre dliimiiniin belirlenebilmesi
amaciyla in situ apoptozis belirleme Kiti (ApopTag Plus, In Situ Apoptosis Detection
Peroksidase kit, S7101-KIT, Chemicon) kullanilarak boyandi.

* Doku kesitlerinin deparafinizasyonu: Doku kesitleri, 3x5 dk ksilen, 2x5 dk
absolii alkol, 3 dk %095 alkol, 3 dk %70 alkol’de bekletildi ve 5 dk PBS ile yikandi.

* Proteinlerin sindirilmesi: Kesitler Proteinaz K (20 ug/ml) ile oda 1sisinda 15
dk inkiibe edildi.

* 2x2 dk distile su ile ¢alkalandi.

* Endojen peroksidazin maskelenmesi: Kesitler PBS ile hazirlanmis %3 H20,

ile 5 dk oda 1sisinda muamele edildi.

* PBS ile 2x5 dk yikand.

39



* Dengeleme tamponu: Lamlarin etrafi dikkatlice kurulanip, kesitlerin iizerine
75 ul/ 5 cm? dengeleyici tampon konulup, plastik lameller ile kapatildi. 10 dk oda

1s1sinda inkiibe edildi.

* Tdt enziminin uygulanmasi: Plastik lameller kaldirilip etrafi kurulandi ve
hemen her lam iizerine 55 pl/ 5 cm® Tdt enzimi konuldu ve plastik lameller ile

kapatildi. Nemli ortamda 37 °C etiivde 1 saat inkiibe edildi.

* Durdurma/ Yikama: Plastik lameller kaldirild1 ve kesitler durdurma/yikama
tamponu ile oda isisinda 10 dk yikandi. Kullanilacak kadar anti-digoksigenin-

peroksidaz stoktan alinip oda sicakliginda 1sitildu.
* PBS ile 3x5 dk yikandu.

* Anti-Digoksigenin-Peroksidaz: Kesitlerin lizerindeki sivi uzaklastirildi ve
her kesit iizerine 65 pl/ 5 cm? Anti-Digoksigenin-Peroksidaz konuldu ve iizerlerine
plastik lameller tekrar kapatilarak oda 1s1sinda 30 dk bekletildi.

* Plastik lameller kaldirild1 ve kesitler PBS ile 4x2 dk yikandi.

» Renk reaksiyonu: Kesitlerin ¢evresi kurulandiktan sonra her kesit iizerine
75ul/ 5 cm? DAB (diaminobenzidine) substrat solusyonu damlatildi. 3-6 dk arasinda

oda sicakliginda boyandi ve pozitif renk reaksiyonu mikroskop altinda tespit edildi.
* Renk reaksiyonu olugsmasindan sonra kesitler distile su ile 3x1 dk yikandu.
* Kesitler distile su ile 5 dk tekrar yikanda.

* Z1t Boya Uygulamasi: Kesitler metil yesili ile 10 dk boyandi ve distile suda
boyamanin durdurulmasi i¢in her defada distile suya 10 kez daldirilip ¢ikarilarak 2
kez yikandi ve sonra 30 sn distile suda bekletildi.

* Fazla boyanin giderilmesi amaciyla kesitler 2x10 sn %100 alkole 10’ar kez

daldirilip ¢ikarildi ve ardindan 30 sn tekrar %100 alkol ile yikandi.

» Kapatma: Kesitler 3x2 dk ksilende inkiibe edildi. Ksilenden teker teker
cikarildiktan sonra kurumasma izin verilmeden entellan yapistirict maddesi

kullanarak kapatildi.
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Uygulama esnasinda hazirlanmasi gerekli soliisyonlar:
% 3 H,0,: 3 ml H,0, /27 ml PBS= 30 ml

Tdt: 77 ul Reaksiyon Tamponu + 33 ul Tdt Enzimi =110 pl
DAB Substrat: 147 ul DAB Diliisyon soliisyonu + 3 pul DAB Substrati= 150ul

Durdurma/Yikama tamponu: 1 ml durdurma/yikama soliisyonu + 34 ml

distile su =35 ml
Boyama Ozgiilliigii Kontrolleri:

Pozitif kontrol olarak, 5 mg/kg dozunda Deksametazon uygulanmis eriskin

si¢ana ait timiis dokusu ve kit iginden ¢ikan doku kesiti kullanildi.
3.10. Apoptotik Indeks

Tiim gruplara ait deney hayvanlarinin karaciger doku kesitlerinde apoptozisin
tayini i¢cin TUNEL boyamas1 gercgeklestirildi. Apoptozisin kapsamini sayisal hale
getirmek i¢in dokular 151k mikroskobunda pozitif boyanan apoptotik ¢ekirdekler ve

saglam hiicre gekirdekleri sayilarak asagidaki formiile gore degerlendirildi.

Apoptotik Indeks (APOI)= Apoptotik cekirdek sayisi/ Toplam hiicre sayis1 x
100 (Tungdemir ve Oztiirk 2008).

3.11. istatistiksel Yontemler

Viicut agirliklarimin deney baslangici ile deney sonucundaki degisimlerini
incelemek icin Paired Sample T Test uygulandi. TAS, TOS, OSI, ALT, AST ve ALP
degerlerine One Way Anova, Tukey HSD testi uygulandi. CD68 verileri igin
istatistiksel analiz yapilmadi gozlemlere gore degerlendirme yapildi. Histopatolojik
veriler ve TUNEL uygulamasinin verilerine ise One Way Anova testi uygulandi ve

ikili gruplar tekrar Independent T Testi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhg Farka

Arastirmamizin basinda ve sonunda kontrol grubu, 20 nm 50 mg/kg grubu, 20
nm 300 mg/kg grubu, 80-100 nm 50 mg/kg grubu, 80-100 nm 300 mg/kg grubu
olmak tizere tiim sicanlarin viicut agirliklar1 oOl¢iildii. Bu viicut agirhi@ tarti
sonuglarma gore deney gruplari arasinda calisma baslangici ile ¢alisma sonunda

viicut agirhigi bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir.

Gruplar Deney Baglangic1 | Deney P
Ortalama+SH Sonu
Ortalama+SH

Kontrol 236,85+7,17 237,35+9i25 0,00
20 nm-50 mg 218,14+7,12 214,78+5,04 0,418
20 nm-300 mg 247,14£7,3 246,85+8,52 0,94
80-100 nm 50 mg/kg 255,28+11,67 212+33,14 0,191
80-100 nm- 300 mg/kg | 246,42+8,36 243,28+8,48 0,174

Tablo 4.1. Kontrol grubu canli agirlik kargilastirmalari, Paired Sample T Test.

4.2. Oksidatif Stres Parametreleri

Deney sonunda kan serumlar1 oksidatif stres markerlari olan TAS ve TOS
analizi icin Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya
laboratuvarina gonderildi. Elde edilen sonuclar asagidaki tabloda verilmis olup, farkl

harfler istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir (p<0,05).

Serum TOS seviyesi kontrol grubunda 20 nm 300 mg/kg grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik olarak bulunmustur, diger gruplarla
karsilastirildigindaysa diger gruplardan daha diisiik oldugu bulunmus olsa da

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamuistir.

Serum TOS seviyelerinde 20 nm 50 mg/kg grubu 80-100 nm 50 mg/kg
grubuna gore diisiik, diger gruplara gore ise yiiksek bulunmustur ancak istatistiki

olarak anlamli fark bulunmamustir.
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Serum TOS seviyelerinde 20 nm 300 mg/kg grubu diger tiim gruplara gore
yiiksek bulunmus olsa da kontrol grubu disindakilere gore istatistiki olarak anlamli

fark bulunmamustir.

Serum TOS seviyelerinde 80-100 nm 300 mg/kg grubu 20 nm 300 mg/kg
grubuna gore disiik diger tiim gruplara gore ise yiiksek bulunmasina ragmen

istatistiki olarak anlamli fark bulunmamustir.

Serum TAS seviyelerinde kontrol grubu diger tiim gruplara gore yiiksek

olmasina ragmen istatistiki olarak anlamli fark bulunmamustir.

Serum TAS seviyelerinde 20 nm 50 mg/kg grubu, 20 nm 300 mg/kg grubuna
gore yiiksek, diger tiim gruplara gore diislik olarak bulunmasina ragmen istatistiki

olarak fark bulunmamustir.

Serum TAS seviyelerinde 20 nm 300 mg/kg grubu diger tiim gruplara gore

diisiik olarak bulunmasina ragmen istatistiki olarak anlamli fark bulunmamastir.

Serum TAS seviyelerinde 80-100 nm 50 mg/kg grubu kontrol ile 80 nm 300
mg/kg grubuna gore diisiik, diger tiim gruplara gore yiiksek olarak bulunmasina

ragmen istatistiki olarak anlamli fark bulunmamustir.

OSI oranlar1 kontrol grubunda 80-100 nm 50 mg/kg grubuna gore diisiik olsa
da istatistiki olarak anlamli fark bulunmadi, kontrol grubu diger gruplara gore

istatistiki olarak anlamli diistik olarak bulundu.

OSI oranlar1 20 nm 50 mg/kg grubu, 80-100 nm 50 mg/kg grubu ve 80-100
nm 300 mg/kg grubuna gore yiiksek olsa da istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi, 20 nm 300 mg/kg grubuna gore istatistiki olarak anlamli disilik olarak

bulundu.

OSI oranlar1 20 nm 300 mg/kg grubunda diger tiim gruplara gore istatistiksel

olarak anlamli yiiksek bulundu.

OSI oranlart 80-100 nm 50 mg/kg grubunda, kontrol grubuna gore yiiksek, 20
nm 50 mg/kg grubu ile 80-100 nm 300 mg/kg grubuna gore diisiik olsa da

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmada.
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OSI oranlar1 80-100 nm 300 mg/kg grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek, 20 nm 300 mg/kg grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml diisiik bulunmustur. 20 nm 50 mg/kg grubuna gore diisiik, 80-100 nm 50
mg/kg grubuna gore yiiksek bulunsa da istatistiki olarak anlamli fark yoktur.

20 nm 20 nm 80-100 nm 80-100 nm
Kontrol 50 mg/kg 300 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg

TOS 6,14+1,06* | 8,92+0,96*" 10,03+0,59° | 7,691,142 | 9,23+0,79 %"
TAS 9,6+0,97 8,23+0,84 6,48+0,85 9,06+0,94 9,368+1,42
oSl 0,62+0,08% | 1,12+0,1° 1,64+0,13° 0,83+0,04%° | 1,08+0,13°

Tablo 4.2. Gruplar aras1 TOS ve TAS ortalamalar1 ve standart hata degerleri, One Way Anova,
TUKEY HSD?.

4.3. Serum Biyokimya Parametreleri

Necmettin  Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya
laboratuvarindan elde edilen serum sonuglar1 asagida gosterilen tabloda verilmistir.

Farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05).

Serum AST seviyeleri kontrol grubunda diger tiim gruplara gore diisiik

bulunmasina ragmen istatistiki olarak anlamli fark bulunmamastir.

Serum AST seviyeleri 20 nm 50 mg/kg grubunda kontrol ve 80 nm 50 mg/kg
grubuna gore yiiksek, diger gruplara gore diisiik olarak bulunsa da istatistiki olarak

anlaml fark bulunmamaistir.

Serum AST seviyeleri 20 nm 300 mg/kg grubunda diger tiim gruplardan

yiiksek bulunmusgtur ancak istatistiki olarak anlamli fark bulunmamastir.

Serum AST seviyeleri 80-100 nm 50 mg/kg grubunda kontrol grubuna gore
yiiksek, diger gruplara gore ise diislik olarak bulundu ancak istatistiki olarak anlamli

fark bulunmamustir
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Serum AST seviyeleri 80-100 nm 300 mg/kg grubunda 20 nm 300 mg/kg
grubuna gore diisiik diger gruplara gore yiiksek bulunsa da istatistiki olarak anlamli

fark bulunmamustir.

Sonug olarak beklenildigi gibi serum AST seviyelerinde gruplar arasinda

istatistiki olarak anlamli fark bulunmamustir.

Serum ALT seviyeleri kontrol grubunda diger tiim gruplara gore diisiik

bulunsa da istatistiki olarak anlamli fark bulunmamaistir.

Beklenildigi gibi serum ALT seviyeleri bakimindan gruplar arasinda

istatistiki olarak anlamli fark bulunmamuistir.

Serum ALP seviyeleri kontrol grubunda diger gruplara gore diisiik ¢ikmig

olsa da istatistiki olarak anlamli fark bulunmamustir.

Serum ALP seviyeleri 20 nm 50 mg/kg grubunda kontrol ve 80-100 nm 50
mg/kg grubuna gore yiiksek diger gruplara gore ise diisik bulunmustur ancak

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.

Serum ALP seviyeleri 20 nm 300 mg/kg grubunda kontrol grubu, 20 nm 50
mg/kg grubu ve 80-100 nm 50 mg/kg grubuna gore yiiksek bulunsa da istatistiki
olarak anlamli fark bulunmamustir. 80-100

nm 300 mg/kg grubuyla

degerlendirilebilir fark bulunmamustir.

Beklenildigi gibi serum ALP seviyeleri bakimindan gruplar arasinda

istatistiki olarak anlamli fark bulunmamustir. Serum GGT seviyesi 6lglilememistir.

20 nm 20 nm 80-100 nm 80-100 nm
Kontrol 50 mg/kg 300 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg
AST 132,57+19,75 | 236,42+43,56 | 277,85+57,18 187,28+26,13 | 258,28+46,66
ALT 46=+3,04 68,42+5,04 61,42+5,77 62,85+7,02 61,14+6
ALP 118,14+22,83 209,71+30,35 | 218,71+29,73 165,85+28,68 | 216,28+34,85

Tablo 4.3. Gruplar arast AST,

ALT ve ALP ortalamalar1 ve standart hata degerleri, One Way Anova,

TUKEY HSD? Gruplar arasinda fark yoktur.
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4.4. TUNEL Boyama

TUNEL yontemi ile boyama sonucu, niikleusu boyanmis olan hiicreler
apoptotik hiicreler olarak degerlendirildi. TUNEL boyama gruplar arasinda One Way
Anova ile degerlendirilmistir (Tablo 4.4.). Farkli harfler istatistiksel olarak
anlamliligr ifade etmektedir (p<0,05). TUNEL pozitif hiicre sayis1 kontrol grubunda

diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli diigiik ¢ikmustir.

TUNEL pozitif hiicre sayis1 20 nm 50 mg/kg grubunda, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek, 20 nm 300 mg/kg grubuna gore ise istatistiksel
olarak anlaml1 diisiik bulunmustur. Ancak 80-100 nm 50mg/kg grubuna gore yiiksek
olsa da istatistiki olarak anlamli fark gézlenmemistir. 80-100 nm 300 mg/kg grubuna
gore diisiik olarak bulunmus olsa da aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark

olmadig tespit edilmistir.

TUNEL pozitif hiicre sayis1t 20 nm 300 mg/kg grubunda, diger tiim gruplara

gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu tespit edilmistir.

TUNEL pozitif hiicre sayis1 80-100 nm 50 mg/kg grubunda 20 nm 50 mg/kg
grubuna gore diisiik olsa da istatistiki olarak anlamli fark olmadig: tespit edilmistir.
Kontrol grubuna gore ise istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu, 20 nm 300
mg/kg grubuna ve 80-100 nm 300 mg/kg gruplarina gore ise istatistiksel olarak

anlaml diisiik oldugu tespit edilmistir.

TUNEL pozitif hiicre sayist 80-100 nm 300 mg/kg grubunda, kontrol grubu
ve 80-100 nm 50 mg/kg grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu
bulunmustur. 20nm 50 mg/kg grubuna goére yiiksek olsa da istatistiksel olarak
anlaml farkin olmadig1 bulunmustur. 20 nm 300 mg/kg grubuna gére anlamli diisiik

oldugu tespit edilmistir.
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score

20 nm 20 nm 80-100 nm | 80-100 nm
Kontrol 50 mg/kg 300 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg

TUNEL 42840282 | 11,85+0,4%9 | 20,85+1,14¢ | 9,42+0,64° | 14,42+0,52¢
Histopathology | 0,42£0,2* | 4,71+0,28"° 10,85+0,85° | 2,71+0,28 ¢ | 8,00:£0,43°

Tablo 4.4. Gruplar arasi histopatoloji skor ortalamalar1 ve standart hata degerleri, One Way Anova,

TUKEY HSD%

Resim 4.1. Kontrol grubuna ait karaciger kesitinin TUNEL boyanmasi.
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Resim 4.2. 20 nm 50 mg/kg grubuna ait karaciger kesitinin TUNEL boyanmasi.

Resim 4.3. 20 nm 300 mg/kg grubuna ait karaciger kesitinin TUNEL boyanmasi




Resim 4.4. 80-100 nm 50 mg/kg grubuna ait karaciger kesitinin TUNEL boyanmas1

Resim 4.5. 80-100 nm 300 mg/kg grubuna ait karaciger kesitinin TUNEL boyanmasi




4.5. Histopatoloji Skoru

Histopatoloji skoru kontrol grubunda diger gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli diisiik ¢ikmistir.

Histopatoloji skoru 20 nm 50 mg/kg grubunda kontrol grubuna ve 80-100 nm
50 mg/kg grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek, 20 nm 300 mg/kg ve 80-
100 nm 300 mg/kg grubuna gore ise anlaml1 diisiik olarak tespit edilmistir.

Histopatoloji skoru 20 nm 300 mg/kg grubunda diger tiim gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek ¢ikmistir.

Histopatoloji skoru 80-100 nm 50 mg/kg grubunda kontrol grubuna gore

anlamli yiiksek, diger tiim gruplara gore ise anlamli diisiik olarak bulunmustur.

Histopatoloji skoru 80-100 nm 300 mg/kg grubunda 20 nm 300 mg/kg
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik, diger tiim gruplara gore ise

istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur.

Resim 4.6. Kontrol grubuna ait karaciger kesitinin H&E boyanmasi
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Resim 4.7. 20 nm 50 mg/kg grubuna ait karaciger kesitinin H&E boyanmasi. Konjesyon
gozlenmektedir.

L'y ' Al - LS. gt ;
Resim 4.8. 20 nm 300 mg/kg grubuna ait karaciger kesitinin H&E boyanmasi. Lenfosit infiltrasyonu
ve nekroz gozlenmektedir.
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Resim 4.9. 20 nm 300 mg/kg grubuna ait karaciger kesitinin H&E boyanmasi. Siniizoidlerde
dilatasyon gozlenmektedir.

Resim 4.10. 80-100 nm 50 mg/kg grubuna ait karaiger kesitii H&E boyanmasi. Sar1 oklar lenfosit
infiltrasyonunu, mavi ok siniizoid dilatasyonunu isaret etmektedir.
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Resim 4.11. 80-100 nm 50 mg/kg grubuna ait karaciger kesitinin H&E boyanmasi. Konjesyon

gozlenmektedir.

infiltrasyonu gézlenmektedir.




Resim 4.13. 80-100 nm 300 mg/kg grubuna ait karaciger kesitinin H&E boyanmasi. Pleomorfik
niikleuslar gozlenmektedir.

4.6. Immiinohistokimyasal Boyama

Istatistik yapilmadi, 20 nm 300 mg/kg ve 80 nm 300 mg/kg uygulanan
hayvanlarda belirgin immdiin reaktivite artis1 gozlendi. Diger gruplarda ise

gbzlenebilir immiin reaktivite artis1 bulunmada.
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Resim 4.16. 20 nm 300 mg/kg grubuna ait karaciger kesitinin CD68 boyanmasi

Resim 4.17 80-100 nm 50 mg/kg grubuna ait karaciger kesitinin CD68 boyanmasi




Resim 4.18. 80-100 nm 300 mg/kg grubuna ait karaciger kesitinin CD68 boyanmasi
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5. TARTISMA VE SONUC

Woodrow Wilson listesinde en fazla kullanilan nanomateryal nanoglimiistiir.
Bu listede bulunan iiriinlerin yaklasik olarak dortte biri nanogiimiis icermektedir.
Nanogilimiisiin genis kullanim alanlar1 arasinda birgok iiriin bulunmaktadir bunlardan
bazilari; oda spreyi, duvar boyasi, kozmetik iriinleri, giines kremi (Woodrow
Wilson, Project on Emerging Nanotechnologies 2017), biyolojik goriintiileme
yontemleri (Lee ve El-Sayed 2006) ve medikal tedavi amagli (Sibbald ve ark. 2007)
kullanimlardir. En fazla iiriinde bulunan nanopartikiil, nanogiimiis oldugu i¢in ve
nanogiimiise maruziyet giderek arttigr i¢cin ¢alismamizda nanogiimiis kullanmay1

tercih ettik.

Nanogilimiise maruziyet yollar1 arasinda solunum yolu, dermal temas, kan ve
sindirim yolu bulunmaktadir (van der Zande ve ark. 2012). Oral yolla nanogiimiis
aliminin, tavuklara antibiyotik olarak nanogiimiis uygulanmasi (Ahmadi 2009),
yiyecek paketleri, yiyecek konteyneri, yiyecek katki maddesi olarak kullanimi
(Woodrow Wilson, Project on Emerging Nanotechnologies 2017), igme suyunun
dezenfekte edilmesi (Fewtrell ve ark. 2017) ve nanogiimiisiin sigir etine ilave
edilmesi ile suya karigan nanogiimiisiin baliklara ve baliklardan da insanlara ulagmasi
gibi bir¢ok sebebi vardir ve bunlara bagl olarak maruziyet yollari i¢inde en ¢ok
gergeklesen oral yoldur (Frohlich ve Frohlich 2016). Bu yiizden galismamizda oral
uygulama yolunu tercih ettik.

In vitro birgok calisma yapilmis olmasina ragmen hala in vivo calismalar
yetersizdir. Nanoglimiisiin memeli sistemler ile etkilesimi tam olarak
anlagilamamistir ve hala olast toksik mekanizmalar ile ilgili ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Sigan modeli secilmesinin sebebi insanlara genetik benzerligi, kisa

tiretim zamani ve biiyiik hayvanlara gore diisiik maliyetidir (Frost ve Jee 1992).

Nanogiimiisiin uygulama dozlar1 ¢ok genis bir aralikta dagilmaktadir,
kullanilan nanoglimiis dozlart 0,2 mg/kg’dan (Skalska ve ark. 2016) baslayip 5000
mg/kg’a (Ansari ve ark. 2016) kadar genis bir aralikta seyretmektedir. Biz de
calismamizda 50 mg/kg ile 300 mg/kg dozlarimi kullandik. Her ne kadar bu rutinde

giinliik kullanim dozlarmin iizerinde de olsa, 6zellikle yiyeceklere katki maddesi, su
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aritma, dis macunu ve ilave besin destegi olarak kullanim bu dozlar1 da olas1 hale

getirmektedir.

Siire agisindan bakildiginda ¢alismalar tek doz uygulamadan (Kermanizadeh
ve ark. 2014), 90 giin (Garcia ve ark. 2016) siiren uygulamalara kadar degismektedir.

Biz ¢alismamizda 10 giinliik uygulama siiresini tercih ettik.

Oral yolla uygulanan nanogiimiis bircok organa dagilmaktadir. En ¢ok
dagilim mide ve ince bagirsaklardan emilime bagli olarak bu bolgelerde olmaktadir.
Ancak nanogiimiis kan dolasimina gegtikten sonra en ¢ok karacigerde
bulunmaktadir, onu da dalak ve bobrek izlemektedir (van der Zande ve ark. 2012).
Bu ylizden de ¢alismamizi nanoglimiisiin boyut ve doz bagimli olarak karacigerde

olusturacagi etki iizerine kurduk.

Calismamizin basinda ve sonunda yaptigimiz Ol¢limlerde sicanlarda viicut
agirhigi bakimindan anlamli herhangi degisim gozlenmemistir. Birgok ¢alisma, bizim
calismamizla uyumlu sonuglar gostermektedir. Qin ve ark. (2017) yaptiklar
caligmada 28 giin boyunca oral gavaj yoluyla 0,5 mg/kg ve 1 mg/kg dozlarinda
nanogiimiis ve kontrol grubu olarak da deiyonize su uygulamiglardir. Sonug olarak
kiloyu ve kilo alimini, uygulama gruplarinda kontrol grubuyla benzer olarak
bulmuglardir. Siganlara 90 giin boyunca PVP (polivinil pirolidon) kapli nanogiimiis
50 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg dozlarinda oral olarak uygulanmis ve kontrol
grubuyla aralarinda kilo agisindan anlamli fark bulunmamustir (Garcia ve ark. 2016).
1 mg/kg, 2 mg/kg ve 4 mg/kg 8,7 nm nanogiimiis intraperitoneal olarak 28 giin
boyunca uygulanmis ve sonucta hayvanlarin kilolarinda anlamli fark bulunmamistir
(El Mahdy ve ark. 2015). Park ve ark. (2010) yaptiklar1 14 giinliik ¢alismada farkli
nanopartikiil boyutlariin hayvanlarin kilolarinda degisiklige yol a¢madigim
bulmuslardir. Tiwari ve ark. (2011) yaptiklar ¢alismada nanogiimiisii 4, 10, 20 ve 40
mg/kg dozlarinda uygulamislar 15 giin sonunda hayvanlarin kilolarinda anlaml
diisiis olmadigin1 gbzlemislerdir. 15. giinden sonra 20 ve 40 mg/kg dozu uygulanan
hayvanlarda anlamli kilo kaybi bulunmus, ancak 4 ve 10 mg/kg dozu uygulanan
hayvanlarda herhangi degisiklik gézlenmemistir. Bu ¢alismada bizim c¢alismamizla
uyumlu olarak 15. giine kadar hayvan kilolarinda degisim bulunmamis ancak 15.
giinden sonra degisim olabilecegini gostermistir bu da daha uzun maruziyetin

hayvanlarin kilolarini etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.
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Shahare ve ark. (2013) farelerde yaptiklari ¢aligmada 3 nm’den 20 nm’ye
kadar nanogiimiisii 5, 10, 15 ve 20 mg/kg dozlarinda 21 giin boyunca
uygulamiglardir. Nanogiimiisiin uygulandigr gruplarda ilk 7 giinde anlamli kilo
degisimi yoktur. Ancak 7. giinden sonra 14. ve 21. giinlerde anlamh kilo diisiisii
gbzlenmistir. Bu c¢alismanin sonuglarinin bizim ¢alismamizla uyumlu olmamasinin
sebebi uygulanan hayvanin farklilig1 olabilecegi diisiiniilmektedir ¢ilinkii hem farkli
hayvanin metabolizmasi farklidir, hem de nanogiimiisiin sindirim sistemi boyunca
etkilenecegi sivilar farklidir ve bu farklilik nanogiimiisiin boyutunda ve dolayisiyla
emilimi ve hayvanda olusturacag: etkisinde degisime yol acacagini diisiindiirmiistiir.
4 haftalik intravendz 6 mg/kg 20 nm’lik nanoglimiis uygulamasindan sonra hem
erkek hem de disi siganlarda anlamli kilo kayb1 oldugu bulunmustur (De Jong ve ark.
2013). Bu ¢alismadaki degisimin bizim ¢alismamizin sonuglarindan farkli olmasinin
sebeplerinin uygulama yolunun farklilig1 olabilecegi diisiiniilmektedir; ¢iinkii daha
once de bahsedildigi gibi nanoglimiisiin ince bagirsaklardan emilimi ¢ok diisiik
oranlarda gerceklesmektedir ve diger sebep de wuygulama siiresinin bizim

calismamiza gore uzun olmasidir.

ALT, AST ve ALP karaciger hasarinda artar. ALT en duyarli karaciger
belirtecidir ve karaciger hasari durumlarinda bu enzim kana geger (Ansari ve ark.
2016). Calismamizda serum AST ve ALP seviyeleri doz arttik¢a ve boyut azaldik¢a
artmistir ancak gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli fark bulunmamistir. Serum
ALT seviyelerinde ise gruplar arasinda belirgin fark gézlenmemistir. Bu sonuglar
uygulama siiresi géz oniline alindiginda beklentilerimizle uyumludur. Calismamizla
uyumlu olarak sicanlara 90 giin boyunca PVP kapli nanoglimiisiin 50 mg/kg, 100
mg/kg, 200 mg/kg dozlari oral olarak uygulanmis ve ALT, AST, ALP o6l¢iimlerinde
anlamli herhangi degisim gozlenmemistir (Garcia ve ark. 2016). Erkek sicanlarda
nanogiimiis hem 0,5 hem de 1 mg/kg dozlarinda AST’yi anlamli olarak artirmistir.
Her ne kadar histopatolojik olarak toksisite gozlenmemis olsa da yazar bu AST
artisgin1  tekrarlayan nanogiimiisiin - biyokimyasal seviyede hepatotoksisiteyi
gostermesi olarak yorumlamistir. Ancak ayni calismada disi sicanlarda AST
seviyesinde anlamli fark bulunamamistir. Yazar cinsiyete bagh sonug farkliliginin
sebebini erkek ve disi sicanlarin kanindaki hormon konsantrasyonlar1 gibi farkli

serum igeriginin olmasina baglamistir (Qin ve ark. 2017). Bizim de ¢alismamizda
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disi hayvanlar kullandigimiz diisiiniildiiglinde sonuglarin ¢alismamizla uyumlu

oldugu anlasilacaktir.

Farelerle yapilan ¢calismada 500 mg/kg ve 1000 mg/kg dozlarinda nanogiimiis
uygulamasindan sonra ALT ve AST artisi oldugu bulunmustur ancak bu artis
istatistiki olarak anlamli seviyede gerceklesmemistir, oysa 3000 mg/kg ve 5000
mg/kg dozlar1 uygulandiginda istatistiki olarak anlamli artis gergeklesmistir. Tim
deney gruplarinda nanogiimiis uygulamasindan sonra ALP artis1 gerceklesmistir,
ancak bu artis higbir grupta istatistiki olarak anlamli seviyede ger¢eklesmemistir
(Ansari ve ark. 2016). Bu sonuglar bizim ¢alismamizda uyguladigimiz doza yakin
dozlarda uygulama sonucu bizim c¢alismamizla uyumlu sonuglar vermistir. Ancak
bizim calismamizdaki dozlarim on kati gibi ¢ok yiiksek dozlarda nanogiimiis
uygulandiginda ALT ve AST istatistiki olarak anlaml artig gostermektedir bu da ¢ok
yiikksek dozlarda nanogiimiisiin karaciger hasar1 isaretleyicilerini artirabilecegini

distindiirmektedir.

ALT ve AST 40 ve 20 mg/kg dozunda nanoglimiis uygulanmasindan sonra
kontrole goére anlamli artis gosterirken; 4 ve 10 mg/kg dozunda nanogiimiis
uygulananlarda anlamli degisim gozlenmemistir. Yiiksek dozlarda ALP ve GGT’nin
de arttigi bulunmustur (Tiwari ve ark. 2011). Bu g¢alismanin karaciger hasarinin
biyokimyasal parametreleri agisindan pozitif sonuglar vermesinin sebebi intravenz
injeksiyon uygulamasiyla nanopartikiiliin herhangi kayba ugramadan dogrudan kana
gecmesidir ve buna bagh olarak fecesle kayip ve ince bagirsakta birikim
olusmamaktadir, ayrica ¢alismanin siiresi de 32 giindiir ve bu bizim c¢aligmamizdan
daha uzundur. Tiim bu sebepler ALT, AST, ALP ve GGT artisinin nedeni olarak
diigiiniilmektedir. Nanogiimiisiin 48 saat arayla iki defa intraperitonyal 2000 mg/kg
dozunda uygulanmasindan sonra serum ALT ve AST degerleri kontrole gore 6nemli
artis gostermistir (Sarhan ve Hussein 2014). Buradaki degerlerin 6nemli artig
gbstermesinin sebebinin nanoglimiisiin ¢cok yliksek dozda ve farkli uygulama yolu
kullanimina bagli oldugu diisiiniilmektedir. Nanogiimiisiin 20 nm ve 100 nm
boyutlarinda 6 mg/kg dozunda intavendz olarak 28 giin uygulamasindan sonra ALT,
AST ve ALP artis1 gozlenmistir (De Jong ve ark. 2013). Bu c¢alismada da, bizim

calismamizdan farkli yoldan uygulamaya bagli olarak daha fazla nanogiimiis hedef
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dokuya ulagmis olmast muhtemeldir ve bu da karaciger hasarinin gostergesi olan

biyokimyasal parametrelerde artiga sebep olmaktadir.

42 nm 0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg ve 1 mg/kg dozlarinda nanogiimiis 28 giin
uygulandiktan sonra AST ve ALP hem erkek hem disi siganlarda artmistir ancak
ALT sadece disi sicanlarda artarken erkeklerde artmamistir bu kaplamasiz olan
nanogiimiisiin hepatotoksisiteye sebep olabilecegini diisiindiirmektedir (Park ve ark.
2010).

Tim bu bulgular beklenildigi gibi ALT, AST ve ALP’nin artisinin bizim
calismamizdan ¢ok daha yiiksek degerlerde ya da ¢ok daha uzun siirelerle
nanogiimiis uygulamast sonucu ger¢eklesebilecegini gostermektedir. Bu artisin
yiiksek doz ve uzun siire uygulama sonucu gergeklesebilmesinin sebebi de in vitro
calismalarda gosterildigi sekliyle cesitli diger hiicre gruplarina gore hepatositlerin
nanogiimiise yiiksek dayanikliligi ve bu parametrelerin hepatositlerdeki yiiksek hasar

sonucu artmasidir.

Serumdaki farkli oksidan tiirevleri laboratuvarlarda ayr1 ayri Olgiilebilir,
ancak bu Ol¢limler fazla miktarda zaman, para ve emek kaybina sebep olmaktadir ve
de karmasik tekniklerin uygulanmasini gerektirmektedir (Tarpey ve ark. 2004).
Bunlardan kaginmak i¢in TOS ve TAS 6l¢limii yapildiktan sonra TOS ile TAS 1n
oranlanmasi ile ortaya ¢ikan ve oksidasyon ile antioksidasyon arasindaki redoks
dengesini yansitan, oksidatif stres gostergesi olan OSI hesaplamasi yapilabilir (Aslan
ve ark. 2011). OSI oksidatif statiiyi TOS ve TAS’tan daha iyi yansitmaktadir
(Harma ve ark. 2003). Calismamizda da bu yilizden oksidatif stresin asil gostergesi

olarak OSI degerlendirilmistir.

Serum TOS seviyesi kontrol grubunda 20 nm 300 mg/kg grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli seviyede diigiik olarak bulunmustur. Diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmasa da boyutun azalmasi ve dozun
artmasiyla sayisal artis oldugu goézlenmistir. Serum TAS seviyelerinde gruplar
arasinda istatistiki olarak anlamli fark bulunmamistir. Serum OSI degerleri
incelendiginde oksidatif stresin boyut azalmasi ve doz artisi ile arttigi bulunmustur.
Bunlar da bize kiigiik boyutlu ve yiiksek doz nanogiimiis uygulamasinin serumda

oksidatif stresi artirdigin1 gdstermektedir.
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Nanomateryaller ~ toksik  etkilerini oksidatif = hasar  iizerinden
gosterebilmektedirler ve dolayisiyla artan aktif yilizey oksidatif hasar artigsina yol
acmaktadir (Nel ve ark. 2006). Bu da boyut kiigiildiikkge oksidatif stres artiginin

nedenini agiklamaktadir.

Nanogilimiisiin 4,7 nm ve 42 nm boyutlariyla uygulandig1 ¢alismada oksidatif
hasarin boyut bagimli olmadigi gozlendi (Avalos ve ark. 2015).

ROS olusumunun nanogiimiis toksisitesinin énemli bir mekanizmasi oldugu
genis kabul gérmektedir. ROS olusumu hiicrede apoptozis ve hiicre dongiisiiniin
durmas1 gibi ¢ok c¢esitli hiicresel olaylara neden olmaktadir. Nanopartikiillerce
tiretilen ROS’un mitokondriyal membran permeabilitesini artirabildigi ve apoptozisi
tetiklemek i¢in respiratuar zinciri bozabilecegi gosterilmistir. HepG2 hiicrelerinin
nanogiimiis uygulamasindan sonra oksidatif stresin indiiklendiginin gostergesi olan
ROS iiretiminde doz bagimli anlamli artisa sebep oldugu gosterilmistir (Xue ve ark.
2016). Nanogiimiise 10-50 pg/ml dozlarinda 24 saat 100 nm ve 15 nm boyutlarinda
maruziyet sonucunda 100 nm olan partikiiller 25 ve 50 pg/ml dozlarinda daha ytiksek
toksisite gostermistir. Hiicredeki ROS seviyeleri 10 pg/ml’den itibaren anlamli
olmak tizere konsantrasyon bagimli olarak artmistir. 15 nm ve 100 nm Ag maruziyeti
25 ve 50 pg/ml dozlarinda kontrole gére ROS iiretimi 10 kat artig gostermistir. 15
nm ve 100 nm giimiis maruziyeti ROS {iretimi ile uyumlu olarak GSH diisiisiine
sebep olmaktadir. Nanoglimiis mitokondrial membran potansiyelini de
diistirmektedir (Hussain ve ark. 2005). Yiiksek doz nanogiimiis uygulamasinin SOD
ve GPx’in yiiksek konsantrasyonlarda ciddi diisiisiine sebep oldugu ancak diisiik
konsantrasyonlarda diislisiin gorece az kaldigi gozlenmistir, bundan dolay1
nanogiimiisiin yliksek konsantrasyonlarda HL-7702 hiicrelerinde oksidatif hasara yol
actig1 sonucuna ulagilmistir (Song ve ark. 2012). Zebra baliklariyla yapilan ¢aligma
da AgNP uygulamasinin oksidatif hasara yol a¢tigimi dogrulamistir (Choi ve ark.
2010). 4, 10, 20 ve 40 mg/kg dozlar1 uygulandiginda, artan nanogiimiis dozlariyla
ROS iiretimi de artmaktadir (Tiwari ve ark. 2011). Ayrica nanogiimils uygulamasi
oksidatif stresle ilgili genlerde artisa yol agmustir (Cha ve ark. 2008). Bunlar da
hiicresel oksidatif stresin nanogilimils toksisitesine dogrudan katildigin1 isaret

etmektedir.
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Prasad ve ark. (2013) in vitro HepG2 hiicreleri iizerinde yaptiklari ¢alismada
10 ve 75 nm boyutunda PVP ve sitrat kapli nanogiimiis uygulamasindan sonra
olusturduklar1 oksidatif stresi degerlendirmisler ve nanoglimiisiin kii¢iik boyutlarda
daha fazla oksidatif strese sebep oldugunu belirtmiglerdir. Bu da bizim

calismamizdaki boyut kii¢iildiik¢e oksidatif stresin arttig1 sonucuyla uyumludur.

Sitrat kapli nanogiimiisiin oral yolla uygulanarak yapilan ¢alismada 10 nm
boyutundaki nanoglimiis 14 giin boyunca 0,2 mg/kg dozunda uygulanmis ve
calismanin sonucunda nanogiimiisiin bu sartlar altinda karacigerde oksidatif strese
yol agmadigi bulunmustur (Skalska ve ark. 2016). Bu c¢alismada oksitadif hasar
olmadiginin bulunmasinin sebebi uygulanan dozun yazarlarinin da degindigi gibi bu

giine kadar uygulanan dozlarin ¢ok altindaki degerde olmasidir.

Histopatolojik olarak kontrol grubu normal bulunmustur ve diger gruplar
incelendiginde en ¢ok patolojik bulgu olan grubun 20 nm 300 mg/kg grubu oldugu,
bunu 80-100 nm 300 mg/kg grubunun izledigi ve 20 nm 50 mg/kg ile 80-100 nm 50
mg/kg gruplart arasinda anlamli fark olmadigi goézlenmistir. Bu sonuglar bize
nanogiimiisiin histopatolojik olarak olusturdugu hasarin boyut diisiisii ile ve doz artis1
ile arttigmmi gostermektedir. Nanogiimiisiin karacigerde olusturdugu histopatolojik
degisiklikler konjesyon, lenfosit infiltrasyonu, nekrosis, pleomorfik niikleus ve

siniizoidlerde dilatasyon olarak gbzlenmistir.

Fareye 28 giin boyunca 500 mg/kg ve 1000 mg/kg uygulama sonucunda
hepatositlerde orta seviye degisiklikler olmustur ve siniizoid liimeninde daralma
gozlenmistir ve hepatik lobiilde hepatik hiicrelerden birkaginda degisim gozlenmistir.
Ancak 1000 mg/kg ve 3000 mg/kg uygulanma sonucunda hepatik hiicreler ve
inflamatuar hiicrelerde sisme gozlenmistir. Ayrica portal vende konjesyon ve

hepatositlerde piknotik niikleus gozlenmistir (Ansari ve ark. 2016).

Karacigerde 28 giin AgNO3 AgNP’ii ve kontrol grubu olarak da deiyonize su
0,5 ve 1 mgkg dozlarinda uygulanmis ve sonugta Kkaracigerin histolojik
incelenmesinde hepatositlerin hafif spotty nekrozu ve santral ven etrafinda
inflamatuar  hiicrelerin  infiltrasyonu  gozlenmistir.  AgNP’lin  uygulandig:

karacigerdeki minor patolojik degisiklikler kontrol grubu ve AgNO3 gruplarina gore
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farklilik gdstermemistir, bu yiizden de spontan lezyonlar olarak diisiiniilebilirler (Qin
ve ark. 2017).

Karacigerin histolojik incelemesinde nanogiimiis uygulamasindan sonra
lenfosit infiltrasyonu gozlenmistir ve bu da nanogiimiise bagli inflamasyon

olustugunun gostergesidir (Cha ve ark. 2008).

HepG2 hiicrelerinin sekil ve boyutlart nanogiimiis uygulamast sonucunda
degismis iken kontrolde degismemistir (Xue ve ark. 2016). TEM ile yapilan
incelemede 20 ve 40 mg/kg dozu uygulanan sigcanlarin anormal yapida hiicreler
icerdigi goriilmiis ancak tedavi uygulanmamis grup ve diisiik dozlarda ise herhangi
anormallik bulunmamistir. Nanopartikiil birikiminin sadece 40 mg/kg yiiksek doz
uygulamada gerceklestigi; nanopartikiillerin sitoplazma ve niikleer membran

boyunca bulundugu gosterilmistir (Tiwari ve ark. 2011).

Calismanin sonuglar1 1 mg/kg a kadar nanogiimiisiin histopatolojik muayene

acisindan anlamli toksik etkileri olmadigint gostermistir (Qin ve ark. 2017).

1 mg/kg, 2mg/kg ve 4 mg/kg 8,7 nm nanogiimiisiin 28 giin intraperitoneal
olarak uygulanmasi sonucunda karacigerde portal kan damarlarinda konjesyon,
sintizoidlerde dilatasyon ve 16kositoz tiim gruplarda gézlenmistir (EI Mahdy ve ark.
2015).

Zebra baliklariyla yapilan ¢aligmada cesitli degisikliklerle birlikte hepatik

kordonlarda bozulma gozlenmistir (Choi ve ark. 2010).

Sicanlara 90 giin boyunca PVP kapli AgNP 50 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg
dozlarin oral olarak wuygulanmis hepatositler incelendiginde atrofi, nekroz,
inflamasyon, fibroz gozlenmemistir ancak biniikleotidli hepatosit sayisinin arttigi

gozlenmistir (Garcia ve ark. 2016).

Yapilan histopatolojik  incelemede karacigerde herhangi degisiklik
olusmamistir ama bu muhtemelen uygulamada kullanilan dozun diisiik olmasina

baglidir ve bu yiizden daha ileri arastirmalar gerekmektedir (Park ve ark. 2010).

TUNEL pozitif hiicre sayist kontrol grubunda diger gruplara gore diisiik
cikmistir. TUNEL pozitif hiicre sayis1 20 nm 300 mg/kg grubunda diger tiim gruplara
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gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu tespit edilmistir. TUNEL pozitif hiicre sayist
80-100 nm 50 mg/kg grubunda 20 nm 50 mg/kg grubu ile istatistiki olarak anlamli
fark olmadig1 tespit edilmistir. TUNEL pozitif hiicre sayis1 80-100 nm 300 mg/kg
grubunda 20 nm 50 mg/kg grubuna goére anlamli degisikligin olmadigi tespit
edilmistir. Bu bulgular, nanogiimiisiin boyutu azaldik¢a ve dozu arttik¢a karacigerde

apoptotik indekste artisa sebep oldugunu gostermektedir.

Bizim ¢alismamizdaki sonuglara benzer sekilde bazi ¢alismalar nanogiimiisiin
toksisitesinin doz bagimli oldugunu gostermistir. Nanoglimiise HepG2 hiicrelerinde
24 saat boyunca maruziyet sonucunda apoptozis orani kontrole gore 3,1 ile 14,2 kat
artmig bulunmustur. Ayrica HepG2 hiicrelerindeki apoptozisin doz bagimli oldugu
da gosterilmistir (Xue ve ark. 2016). Ayrica karacigerde nanogiimiisiin apoptozisin
belirteci oldugu diistiniilen genlerin ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir (Cha ve
ark. 2008). Erigkin zebra baliklariyla yapilan ¢alismada da kromatin kondensasyonu,
piknozis gibi apoptotik degisiklikler gozlenmistir ve TUNEL calismasiyla DNA
fragmantasyonu tespit edilerek nanogiimiisiin apoptozise yol agtigi dogrulanmigtir
(Choi ve ark. 2010). Farelerde 500 mg/kg ve 1000 mg/kg dozunda 28 giinlikk
uygulama karacigerde ultrastruktural degisiklige sebep olmamisken, 3000 mg/kg ve
5000 mg/kg dozlarinda uygulama karacigerde niikleer membranda diizensizlik,
kromatin kondensasyonu, kiiclilmiis ve atrofik niikleus, sismis mitokondri ve
kristalarda kayip, endoplazmik retikulumda diizensizlik ve sisme gozlenmistir. Bu
gozlemler hepatositlerde apoptozisin gostergesidir (Ansari ve ark. 2016). Bu
calismada bizim g¢alismamizdan farkli olarak 1000 mg/kg doza kadar apoptoziste
artts olmamasmin sebebi farkli metabolizmaya sahip farkli deney hayvam

kullanilmis olmasidir.

Souza ve ark. (2016) yaptiklart ¢alismada 10 nm boyutundaki nanogiimiisiin
100 nm boyutundaki nanoglimiisten daha fazla apoptozise sebep oldugunu bulmuslar
ve bunun sebebinin ayni dozda uygulanan 10 nm nanogiimiiste 100 nm nanogiimiige

gore daha fazla aktif atom olmasina baglamislardir.

HepG2 hiicreleri test edilen diger hiicrelere gore 4.7 nm kapli nanoglimiise
daha dayanikli ¢ikmistir. Diisiik konsantrasyonlarda DNA kirig1 olugsmamaistir oysa
diger tiim hiicrelerin tim konsantrasyonlarda DNA kirig: istatistiki olarak anlamli

seviyede olustugu bulunmustur. 42 nm kapsiz nanogiimiise de en dayanikli HepG2
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hiicrelerinin oldugu bulunmustur ancak bunlarda sadece en yiiksek dozda DNA kirig1
gerceklesmistir. Yazarlar bunu kiigiik nanoglimiisiin biiylige gore daha toksik
olmasma baglamistir ayrica doz bagimh olarak da toksisitenin degistigini
gozlemislerdir (Avalos ve ark. 2015). Bu c¢alismanin sonuglar1 da bizim

sonuc¢larimizla hem boyut hem de doz agisindan benzer bulgular vermistir.

Huo ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada nanoglimiis maruziyetinin farelerde
hem yiiksek hem de diisiik dozda akciger ve karacigerde 6nemli ER stresi
olusturdugunu gozlemislerdir. Akciger ER yanit1 akut pulmoner toksisiteyi gosteren
onemli miktarda apoptozise yol acarken; karacigerde ise apoptozis izlenmemistir. Bu
da ¢alismada kullanilan dozlarin karacigerde apoptozise yol acacak kadar yiiksek
olmadigin1 ancak akcigerde apoptozise yol agacak kadar yiiksek oldugunu
gostermektedir bu da farkli hiicrelerin nanomateryallerden farkli diizeylerde

etkilendiklerini unutmamamiz gerektigini bize hatirlatmaktadir.

Nanogiimiisiin 20 nm 300 mg/kg grubu ile 80-100 nm 300 mg/kg grubunda

immiin reaktiviteyi arttirdig1 gozlenmistir.

Siniizoidal liimenin daraldig1 ve hepatositlerin hasarlandig1 gozlenmistir; ultra
ince kesitlerde hepatik hiicrelerde sisme, siniizoidal liimende daralma ve hipertrofiye
Kupffer hiicreleri gozlenmistir. Hepatositlerde yogun sitoplazmik vakuolizasyon, ¢ok
sayida cesitli boyutlarda intrasitoplazmik ve intraniikleer yag globiilleri gozlenmistir

(Sarhan ve Hussein 2014).

De jong ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢aligmada intravendz olarak nanogiimiis
uygulamislar ve dalak, lenf nodu, adrenal bezler, bobrek, karaciger gibi cesitli
dokularda kahverengimsi pigment birikimi oldugunu gozlemlemisler ve bu
pigmentlerin biriken nanogiimiis oldugunu diisiinmislerdir. Karacigerde pigment
yani nanoglimiisiin vendz siniisoidal duvarda yerlesmis olan Kuppfer hiicrelerinde
biriktigini goézlemislerdir. Ancak buna ragmen onemli histopatolojik degisiklikler

izlenmemistir.

Altin nanopartikiiliiniin uygulanmasi1 Kupffer hiicrelerinin belirginlesmesine

ve sayica artmasina sebep olmaktadir (Abdelhalim ve Jarrar 2012).
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Yine yapilan baska bir calismada Kupffer hiicrelerinde ince kahverengi

pigmentler gézlenmistir (El Mahdy ve ark. 2015).

Bazi Kupffer hiicrelerinde ¢ok sayida membrandz vakuoller, fragmante
endoplazmik retikulum sisternalari, endozomlar, elektron-yogun materyal olarak
goriinen farkli boylarda nanogiimiis ile dolu ¢ok sayida lizozom gozlenmistir (Sarhan

ve Hussein 2014).

Sonug¢ olarak doz, boyut, kaplama, uygulama yolu, etkilenecek hiicre,
uygulamanin yapilacagi cinsiyet ve dahi her bir bireyin florasinin ve genetiginin
farklilig1 gibi birgok faktdr nanogiimiise bagli tehlikeyi etkilemektedir. Ayrica
bireylerin bagirsaklarindaki besinler ve bagirsaklarda bosalim zamani da farklidir
dolayisiyla bu degiskenlere bagli olarak emilen miktar ve dolayisiyla toksisitenin de
degisebilecegi akilda tutulmalidir. Tiim bu goézlemler nanogiimiisiin kendisine yer
edindigi  genis uygulama alanlarinda  dikkatle kullanilmasi1  gerektigini
gostermektedir. Her bir uygulama yolu i¢in ayrit ayr1 degerlendirmeler ile doz ve
boyutun insan sagligi agisindan dogru degerlerinin bulunmasi i¢in calismalar

yapilmaya devam edilmelidir.
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