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1. GIRIS

Omurga cerrahisi sonrasinda enfeksiyon gelismesi, hala korkulan komplikasyonlardan
birisidir. Implant kullanilan olgularda ise enfeksiyon gelisimi daha kolay olmaktadir.
Bugiine dek implant kullanilan omurga cerrahilerinde enfeksiyon gelismesini 6nlemek
adina pek cok girisim yapilmus, pek cok ydntem denenmistir. Implantlarin
antibiyotikler ile kaplanilmasi veya giimiis ile kaplanilmasi bu girisimlere verilebilecek
orneklerdendir. Antibiyotik kapli implantlar bu calismanin kapsami disindadir. Bu
calisma, giimiis ile kaplanmis implantlarin giivenlik sinirlarini  test etmeyi
amaclamistir. Giimiis disinda pek ¢ok baska metalin de antimikrobiyal 6zellikleri
vardir. Bu metallerden en iyi bilinenleri bakir ve ¢inkodur. Yine de bugiine dek bakir

ve/veya ¢inko kaplanilmig bir implant sistemi tanimlanmamustir.

Bir implant iizerine antibakteriyel nitelikli bir metali kaplamak icin farkli teknikler
kullanilabilir. Electroplating, plazma buhar biriktirme, sol-gel teknikleri bunlarin en sik
kullanilanlaridir. Sol-gel teknigi, en kolay olanidir ve kendi igerisinde dip coating, spin
coating ve spray coating olarak 3 ayr teknikle yapilabilmektedir. Karmasik geometrik

yapidaki parcalar (spinal implantlar gibi) icin en uygun yontem, dip coating yontemidir.

Sol-gel kaplamalar, nano pargacik igceren kaplama kimyasallar: ile yapilmaktadir.
Kaplama yapildiginda ise, son sinterleme asamasinda kaplanilmis materyal
polimerize oldugu i¢in artik nano boyutta olmaktan ¢ikmakta, makro molekiil haline
gelmektedir. Bu nedenle, aslinda bu tiir kaplamalara nano kaplama denilmesi ¢ok
uygun degildir, aslinda hala bu isimle aniliyor olmasinin altindaki sebep, kaplamanin
nano materyal icermesi degil nano metre inceliginde (20-600 nm) yapilabiliyor
olmasindandir. Yine de, giimiis, bakir ve ¢inko gibi metallerin nano formundan yola
cikilarak yapilan bu tiir kaplamalar incelenirken ilgili metallerin nano formlarinin da
incelenmesi gerekmektedir. Literatiirde nano bakir ve nano ¢inko ile yapilmis yeterli
sayida toksikoloji calismas1 yoktur. Bu nedenle de, nerede ise tiim nano materyallerin
viicuda alindiklarinda benzer emilim, dagilim, metabilizma ve atilim siire¢lerine
maruz kaldig1 gerceginden yola ¢ikilarak, nano giimiis ile ilgili c¢alismalara

odaklanilmasi ¢ok yanlis olmayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. NANOMATERYALLERE GENEL BAKIS

Nano maddeler, Uluslararasi Standardizasyon Organizasyonu (ISO) ve Amerikan
Ulusal Standartlar Enstitiisii (ANSI) tarafindan tanimlanmistir (6). Bu tanima gore, 1,
2 veya 3 farkli ¢apinin 100 nm ve altinda olmasi bir materyalin “nano” olarak
siiflandirilmasina yeterlidir. Nano boyutlu materyallerin, nano boyutta olmayan
benzerleri ile aralarinda davranissal olarak ¢ok fazla fark vardir. Bu durum, bu tiir
nano materyallerin tiiketim mamiillerinde asir1 kullanimina neden olmaktadir. Diger
taraftan, nano teknoloji ¢cok hizli gelisen bir bilim dalidir. Bu durum da, nano
materyaller iceren iriinlerin artisin1 hizlandirmaktadir. Bu nedenle, bu sahadaki
tiriinlerin olas1 kalic1 etkileri ile ilgili olarak son derece dikkatli olunmalidir. Sonug
olarak, potansiyel risk seviyesini, maruziyet i¢erigini (serbest pargaciklarin mi1 yoksa
bilesikten kopan parcalarin mi1 etkide rol oynadigini) ¢ok iyi tanimlamak ve nano
maddelere bagl hasar1 saptamak ve 6zellikle de insan sagligini tehdit eden nano
materyal karakteristigini ortaya koymak ¢ok énemlidir (146). Bu bilgi, gelecekte risk
belirlemede ve maruziyeti azaltacak Ol¢iimler yapabilmede degerli olacaktir. Bu da
ya koruyucu oOnlemler alarak ya da zararli maddelerin alternatiflerini bularak
olacaktir. Sonug olarak, bir {iriiniin i¢ine nano materyal koymak i¢in glivenli nano
materyaller yapmak ve eldeki nano materyallerin giivenlik sinirlarint iyi belirlemek
gerekmektedir. Nano materyallerin gosterdigi 6zellikler, aynt maddenin nano boyutta
olmayan tiirlerinin gosterdigi Ozelliklerden oldukca farkli oldugu igin partikiil

maruziyetinin potansiyel olarak yapabilecekleri dnceden ¢ok iyi belirlenmelidir.

Nano giimiis i¢eren uygulamalar, ¢gamasir makinalarinda yiizey kaplamasi olarak, su
aritma cihazlarinda, ambalaj materyallerinde ve daha pek c¢ok iirlinde
kullanilmaktadir. Dahasi tekstil ve gilines kremi gibi bazi kozmetik iirlinlerine de
girmis durumdadirlar. Ayrica idrar sondalari, yara bakim ortiileri, cerrahi aletler ve
kemik protezleri gibi medikal {irlinlerin i¢ine girmis ya da yiizeyine kaplanmis
durumdadirlar. Burada sayilmayan daha pek ¢ok iirlinde nano glimiis
kullanilmaktadir.  Ornegin, Woodrow Wilson Project on Emerging
Nanotechnology isimli projenin hazirladig1 rapora gore en az 235 tiiketim iirliniinde

nano giimiis kullanilmaktadir (http://www.nanotechproject.org). Bu iiriinlerin biiyiik



cogunlugu saglik alanindandir. Yiyeceklerle temas halinde olan paketleme
uygulamalar1 da vardir. Tiiketicilerin nano glimiisii en ¢ok kullanma sebebinin giimiis
iceren kiyafetler 6rneginde oldugu gibi anti bakteriyel 6zellik ya da koku dnleyici
ozellik oldugu disliniilmektedir. Ayrica dis macunlarinda, plastiklerde ve sprey
boyalarda da giimiisiin kullanildigin1 gérmek miimkiindiir (150). Mesleki maruziyet
iretim, paketleme ve tasima sirasinda olabilir. Ayrica ¢esitli preparatlarin
hazirlanmas1 asamasinda ya da bu preparatlarin tiiketiminde benzer maruziyetler
yasanabilir. Mesleki maruziyet i¢in asil yolun inhalasyon ya da elle temas asamasi
oldugu diisiiniilmektedir. Bu tiir maruziyette oral alim da ihmal edilmemelidir. Agiz
yoluyla alinan nefesteki nano glimiis, kolaylikla yutulabilir ve oral alima neden
olabilir. Burun yolu ile inhale edilen gazin icerdigi nano giimiis de, mukosiliar

aktivasyonla kolaylikla yutulabilir. El-agiz temas1 da oral alim i¢in bir yoldur.

Glimiis NP’lerin antimikrobiyal etkisinin nano glimiis ylizeyinden serbestleserek
biyolojik ¢evreye yayilan giimiis iyonlarina ve giimiis iyonlarinin gii¢lii oksidatif
aktivitesine bagl oldugu diistiniilmektedir. Bu her iki 6zellik de hiicrelerin yapis1 ve
fonksiyonu tizerinde bir seri olumsuz etkiyi tetiklemekte ve bu tetiklenen mekanizma
ile sitotoksisite, genotoksisite, immiin cevap ve hatta hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir.
Son giinlerde bilim adamlari tarafindan bu tiir maruziyetlerin yasandigi liretim hatlari
ve tliketiciler mercek altina alinmistir ve belki de bu sekilde nano glimiis i¢in gerekli
olan risk analizi tamamlanabilecek ve gelecekte daha giivenli ve daha etkili

antimikrobiyal {irlinler gelistirilebilecektir.

Pek cok enfektif durumda 20 nm ve altinda parcacik boyutuna sahip nano giimiisiin
giiclii antimikrobiyal etki yaptig1 belirlenmistir (132). Glimiis zararli bakteri, maya
ve sporlarin biiyiimesini Onler/geciktirir. Son makaleler, giimiislin bir antimikrobiyal
ajan olarak yaniklarda, agik yaralarda ve kronik iilserlerde tekrar giin yiiziine ¢ikisin
miijdelemektedir (12). Nano Giimiis dogrudan i¢gme sulari, yiyecekler, kozmetikler,
ilaglar ve ila¢ salinim cihazlari ile alinabilir. Her ne kadar, akut oral ve transdermal
yolla alman (2000 mg/kg viicut agirligl) giimiisiin gine domuzlarinda ve siganlarda
belirgin klinik bozulma, O6lim, akut iritasyon, goz ve ciltte korozif reaksiyon
yapmadig1 savunulsa da, bazi ¢aligmalar, oral yolla alinan iriinlerdeki giimiisiin
ozellikle karaciger ve bobrek basta olmak lizere pek cok dokuda biriktigi ve toksik

etkilere neden oldugu ydniindedir (154). Literatiire gore glimiis; aluminyum, demir



ve nikel gibi diger pek cok metale gére daha toksiktir ancak bu durumun etki

mekanizmasi heniiz netlik kazanmamistir (21).

Metalik nano partikiillerin hacimlerine gore ¢ok fazla yiizey alanlarinin olmasi ve bu
sayede gii¢lii antimikrobiyal etki gosterebilmeleri umut vericidir. Zira antibiyotiklere
hizla direng gelismektedir (106). Bakir, ¢inko, titanyum, magnezyum, altin ve alginat
gibi pek ¢ok madde antimikrobiyal 6zellik gosterse de (2,50,111), bunlarin igerisinde
en etkili ve dogal olarak da en popiiler olan1 —arjiri riski tagisa da- bakteri, maya,
viriis ve Okaryotik mikroorganizmalara karst en etkili olan glimiis olmustur. Son
arastirmalar, metalik giimiisiin ve giimiis nano partikiillerin yanik tedavisine, dental
materyallerde, paslanmaz ¢elik malzemelerin kaplanmasinda, tekstil iiriinlerinde, su
aritmada, giines kremi losyonlarinda kullanilabilir oldugunu ve insan hiicrelerine ¢ok

diisiik toksik etkisi oldugunu beyan etmektedir (38).

2.2. METAL NANO PARTIKULLERIN FARMAKOKINETIGI

Bu calisma, yukarida da belirtildigi gibi, glimiis nano pargaciklarin in vivo
toksisitesini ya da giivenilirligini ortaya koymak tizere hazirlanmistir. Bu nedenle de
bu alandaki ¢aligsmalar irdelenmistir ve literatiirde giimiis toksisitesine yonelik ¢okca
calisma bulmak miimkiindiir, ¢linkii glimiis basta yanik ortiileri olmak {izere pek ¢ok
tiriinde genis bir kullanim alan1 bulmus durumdadir. Bununla iligkili olarak, giimiis
nano parcaciklarin mikro organizmalar kadar insan dokusuna da toksik olup olmadigi
incelenmelidir, dyle de yapilmaktadir. Ancak, literatiir heniiz yeterli ve saglikli
veriden yoksundur. Farmakoninetik bilimi, ilaglarin viicuttaki emilimini, dagilimini,
metabolizmasini ve atilimini inceleyen bilim dalidir. Bunun igin deneysel ve
matematiksel yaklasimlar kullanir. Bu prosesleri agiklayan farmakokinetik
parametreler, dagilim hacmi (Vd), klirens (Cl), yarilanma 6mrii (T 12), ortalama etki
stiresi (MRT), maksimum veya pik konsantrsayonu (C max), zaman —konsantrasyon

egrisi altindaki alan (AUC) ve biyoyararlanim (F) dir (Tablo 1), (92, 168).

Bu parametreler, matematik modeller kullanilarak hesaplanmaya veya tahmin
edilmeye calisilirlar. Eger ilacin kanda kalma siiresini uzatmak amaglanmis ise,

azalmamig T 12, AUC, MRT ve azalmig Cl’ye gereksinim duyulur. Diger taraftan,



diisiik T 12, AUC ve MRT nin yani sira yiiksek Cl degerlerinin olmas1 pek ¢ok ilag
ve nano partikiil icin s6z konusudur ve cabuk eliminasyonu ifade eder. Nano
partikiiller i¢in bu durum tam bir eliminasyon degildir. Daha ¢ok ¢abucak kandan
temizlenme ama buna karsilik retikiiloendotelial sitemde (kemik iligi, karaciger,
dalak ve lenf diigiimleri) birikme s6z konusudur. Bir nano parc¢acigin davranigini tam
olarak ortaya koyabilmek icin, o parg¢acigin kandaki miktarini miimkiin oldugunca
uzun silire monitorize etmek gerekir (genellikle yarilanma omriiniin 3 kat1 bir siire).
Yani, farmakokinetik data, kanda istenilen dozda ila¢ bulunmasmi saglamak i¢in
vardir. Ayrica, hedef organ dozu, ilaglarin ve nano parcaciklarin etkinligini ve
potansiyel toksisitesini degerlendirmek igin &nemlidir. Ornegin, istenilen etkiye
ulagilabilmesi i¢in, ilaglarin ve nano parcaciklarin hedef dokuda baskin olarak
birikmesi gerekir. Aksine, hedef dis1 organlarda fazla biriken ila¢ ya da nano
pargaciklar, istenmeyen yan etkileri neden olabilirler. Bu durumdan kagimmanin
yollarim1 bulmak da yine farmakokinetik biliminin isidir. Boylelikle, nano
parcgaciklarin farmakokinetik ve doku dagilimi verileri, glivenli ve etkili biyomedikal

uygulamalarin olmazsa olmaz pargasi haline gelmektedir (92,107,168).

Tablo 1. Genel farmakolojik parametreler

Genel Farmakokinetik Parametreler

Sembol | Agiklama Not

F, uygulanan dozun viicut tarafindan emildikten sonra sistemik

F Bi 1 i
lyoyararianim dolasima gegen kismini ifade eder.

Vd, orantililik sabitidir. Uygulanan doz / 6l¢iilen kan degeridir.
Vd Dagilim hacmi Vd= doz/konsantrasyon) Uygulanan ilacin viicut dokular1 ve
stvilarina olan dagilimin 6nemli bir gostergesidir.

Cl Klirens (temizlenme) Cl, her hangi bir ilacin viicuttan temizlenmesinin gostergesidir.

T ', her hangi bir prosesin (emilim, atilim vs) tamamlanmasi igin

Tin Yarilanma 6mrii gereken siirenin yarisini ifade eder. T1/2= 0.693 x Vd/Cl olarak
hesaplanir.
rtal 1
MRT Ortalama dolasimda MRT, molekiiliin viicutta ortalama kalis siiresini ifade eder.

kalma siiresi

Farmakokinetik analizler, rutin olarak ilaclarin ve kimyasallarin tibbi amacla
kullanilmasindan 6nce kullanilirlar. Metal nano partikiiller s6z konusu oldugunda, bu
metallerin sentezi, biyo dagilimi ve tibbi uygulamalar1 konusunda ¢ok sayida yayin

olmasina ragmen, klasik farmakokinetik yaklagim ve hesaplama sadece birkag




calismada yapilmistir. Bu c¢alismalardan glimiis ile ilgili olanlar1 tablo 6’de
Ozetlenmistir. Nano partikiillerin farmakokinetiklerinin az biliniyor olmasi bu
metallerin giivenli sekilde kullanilmalarina kismen engel olmakta, giivenlik sinirlari

karanlikta kalmaktadir.

Klasik farmakokinetik analizlerin diginda, nano pargaciklarin farmakokinetigi hakkinda
fikir edinmek i¢in farkl bir teknik daha vardir. Fizyolojik temelli farmakokinetik model
(PBPK) olarak ifade edilen bu teknik, kimyasallarm, ilaglarin ve dahasi nano
partikiillerin emilimini, dagilimini, metabolizmasini ve atilimini matematiksel olarak
aciklamakta kullanilir (148). Bu teknigin avantaji, hedef organ dozunun
belirlenebilmesine olanak saglamasi ve yliksek ekstra polasyon (hayvanda alinan
sonuclarin ve kullanillan dozlarmm insana yansitilabilecek sekilde genisletilebilmesi)

kapasitesidir. Bu ise 6zellikle nano metallerin tibbi kullaniminda ¢ok énemlidir.

Glmiis nano parcaciklarin dokuya alinimi, metabolizmasi ve atilimi incelenmeden
once, genel olarak tiim nano parcgaciklarin viicuttaki davranist hakkinda genel bir

bilgi sahibi olmak 6nemlidir.

Nano parcaciklar, bazi durumlarda serbest ilaglara baglanarak onlarin kandaki
miktarlarim ve atilim yolaklarini degistirmekte kullanilmaktadir. Ornegin hidrofilik
(suda ¢oziinen) bir ilag¢ kana enjekte edildiginde, genel olarak bobreklerden siiziiliir
ve idrar ile atilir. Cilinkii bu molekiiller serum proteinlerine baglanmazlar. Ama
hidrofobik (suda ¢oziinmeyen) bir ilag, serum proteinlerine baglanacagi i¢in, atilim
sekli biiyiikk oranda karacigerden eliminasyon sonrasi diski yolu ile olacaktir. Bir
ilaci, hidrofilik veya hidrofobik olmasina bakmaksizin, naoparcaciklarla
kapladigimizda ise, hem karacigerdeki enzimlerden kagabilmekte, hem de molekiil
boyutu arttig1 i¢in bobrekten siiziilememektedir. Bu ise, ilacin kandaki var olma
stiresini ve miktarin1 artirmaktadir. Bobreklerden siiziilmek igin smir deger 5.5
nm’dir ve pek ¢ok nano pargacik bu boyuttan ¢ok daha biiyiiktiir (92). Bir nano
parcacik damar icine enjekte edildigi zaman hizlica serum proteinlerine baglanir ki
bu durum doku makrofajlari i¢in bir uyari olusturur. Bunun sonucu olarak da, nano
parcaciklar hizlica kandan uzaklastirilarak makrofajlar i¢inde hapsolmus sekilde
ilgili dokularda birikir. Nano pargacik baglanmis serum proteinlerine opsonin

buolaya da opsonizasyon adi verilmektedir. Dalak, kemik iligi ve karaciger bu



makrofajlarca zengin yapilar oldugu i¢in nano parcaciklarin ozellikle buralarda

birikmesine sasirmamak gerekir.

Ayrica, nano pargaciklarin dagilimini etkileyen ana unsur, damar duvarindaki
porlarin (deliklerin) ¢apidir. Kiiciik molekiillerin aksine, nano parcgaciklar ancak
endotel hiicreleri arasindaki acikliklardan gegerek dokuya dagilabilmektedir. Bu
nedenle de, endotel duvar1 gevsek olan dokularda nano pargacik birikimi ¢ok daha
fazla olmaktadir. Karaciger, dalak, kemik iligi ve tiimor dokusu gibi yapilar bu
sekildedir (92). Bu durum, altin nano parcaciklarinin tiimdrlerde tedavi amaci ile
kullanilmasinin yolunu a¢migtir. Opsonizasyon, mononiikleer fagositik sistemin
(MPS) nano pargaciklar1 tanimasini ve hiicre i¢ine alarak kandan uzaklastirmasini
saglar. 100 nm’den daha biiylik nano pargalar, kanda daha uzun kalir ve daha az
fagosite edilirler. Notral pargaciklarin kanda kalma siiresi de, negatif veya pozitif
sarjli pargaciklardan daha uzundur. Yani bir nano pargacigin ylizey kimyasi, parcacik
boyutu ve yiizey elektrokimyasi onun kaderini belirler. Bu nedenle de, dis yiizeyi
hidrofilik polimer uzantili yapilarla (PEG-polieter glikol 6rneginde oldugu gibi)
kaplanmis nano pargaciklar kanda daha uzun siire kalmakta ve timdr dokusunda

daha ¢ok birikmektedir (92).

Bir molekiiliin kanda kalis siiresi (T12) ile dokularda birikme miktari arasinda bir iliski
oldugu bilinir. Ama bu durum nano parcaciklar icin gecerli degil gibi durmaktadir.
Muhtemelen, nano pargaciklar, viicuttan atilmak yerine, proteinlere baglanarak ve
makrofajlarda dogrudan hiicre icine hapsedilerek kandan uzaklagtirilmaktadir. Yani
aslinda, biiylik miktarlar1 hala viicut icinde ama dokularda birikmis haldedir. Bu
durum, nano parcaciklarin damar i¢i uygulamadan sonra kandan c¢ok hizlhi
temizlenmesini ama buna tezat teskil edecek sekilde dokularda fazlaca saptanmasini
aciklamaktadir (107). Dahasi, pek ¢ok farmakokinetik ¢aligma, lenfatik sistemi goz
ard1 etmektedir. Lenfatik sistem, biiyiik molekiillerin ve bazen de mikroorganizmalarin
viicuttan uzaklastirilmasini saglayan bir sistem olup retikiiloendotelyal sistemin bir
parcasidir. Pek cok ilag, lenf diiglimlerince tutulamayacak kadar kii¢iikk molekiiler
yapidadir ama nano parcacilarin pek ¢ogu bu kadar kiiciik degildir. Muhtemelen nano
parcaciklar kandan uzaklagma siirecinde, proteinlere baglanmak ve dokularda birikmek

gibi ozelliklerinin yani sira lenf diigiimlerince de iceri alinmaktadir. Bu ise, ilerleyen



zaman diliminde buralardan tekrar kana gecebileceklerini gostermektedir. Belli ki,
normal ilaglara uygulanan farmakokinetik formiiller, nano parcaciklar i¢in her zaman

gecerli olmayabilmektedir (107).

2.3. NANO GUMUSUN FARMAKOKINETIGI
2.3.1. Nano Giimiisiin Emilim, Dagilim, Metabolizma ve Atilim Profili

Cesitli kimyasallar ve ilaglar adina ¢ok cesitli PBPK modeli gelistirilmis olmasina

ragmen nano glimis ile ilgili pek az ¢alisma vardir (Tablo 2).

Tablo 2. Nano giimiis lizerine yapilmig Farmakokinetik ve biyodagilim ¢aligmalari

Tip, yiizey
kaplamasi, Verilis yolu
Referanslar parcacik boyutu | Model ve dozu Calisma siiresi Organ/ doku |PK
Takenaka 6 saat inhalasyon BLHe.Ln.Lu,
AgNPs: 14.6nm Sican 0.0072 mg/rat; 0,1,4,7gilin Li.KiNc.Br H
etal. (2001) IT:0.05mg/rat B
Tang
AgNPs: 50-100nm | Sigan SC:62.8mg/kg  (2,4,8,12,18,24 hafta Br H
et al.(2008)
Lankveld 2,5,10,20,30 dak,
ankve i.v.; 0.0238-0.02 B1,Li,Sp,Ki
AGNPs: 20.80,110nm| Sigan |V 00238700276 1 1 48 96, 120, LS,
et al. (2010) mg/rat Lu,He,Br,Te
168, 240, 384 saat
Van der Zande Noncoated AgNPs: Li,Ki,Lu,He,Sp,
<20nm; PVP-coated | Sigan Oral:9,90mg/kg 2 aya kadar Br,Bla,Te,St, H
et al.(2012) 40 . .
AgNPs: <I15nm; Ag+ Int,BLFe
Dziendzikowska Li.Sp.Ki.L
AgNPs: 20,200nm | Sigan i.v. :5mg/kg 1,7,28 giin LSp,Ki.Lu, H
etal.(2012) 41 Br,Ur,Fe
10,20,30 dak,
Xue et al. ) ) )
AgNPs:15nm Fare iv.: 120mg/kg 1,3,6,12 saat, BLLu,Li,Sp,Ki | E
(2012) 42 .
1,7,14 giin
5,10,30 dak,
Lee et al. Citrate-coated 1.2.6.12 saat Se,Li,Ki,Sp, Lu
T i.v.: 0.5,5mg/k A > O 7 | E
(2013) 43 AgNPs: 7.9nm avsan |- v ~MERE 1,2,3,4,5,6, Br,Te, Th,Ur,Fe
7,14,21,28 giinler

AgNPs, gimiis nano parcactk; BSA, sigir serum albumini; PVP, polyvinylpyrolidone;
i.p.,intraperitonea (karmn i¢i enjeksiyon); IT, intratracheal instillation (nefes borusu iginden);
i.v.intravendz (damar i¢i enjeksiyon); SC,subkutan (derialt1); Bla, mesane; Ne,nazal kavite (burun
boslugu); Se,serum; Bl, kan; Fe, diski; Ur, idrar; Lu, akciger; Th, Thymus, He, kalp, li: karaciger, te:
testis, sp: dalak PK, farmakokinetik parametrelere ulasilabilirlik; E,en azindan bir farmakokinetik
parametre (T1/2, Cmax,or AUC gibi) makalede yer aliyorsa. ; H, makalede farmakokinetik parametre
yer almiyorsa.




Daha oOnce glimiis iizerine yapilmig caligmalar, potansiyel olarak glimiis nano
parcaciklarin  uygulama sahasindan viicuda gecerek dokularda biriktigini
gostermistir. Daha sonraki basliklarda bu uygulama yollar1 ve agirlikli olarak giimiis

biriken dokular anlatilmistir.

Semler-Behnke ve ark (117), 1.4 nm ve 18 nm boyutundaki iki farkli nano altini
isaretleyerek sicanlara intratrakeal olarak vermisler ve 18 nm boyundaki altinin)
99,8’inin akcigerde kaldigini ancak 1.4 nm altinin akcigerde kalan kisminin %91.5
oldugunu ve kalan %8.5’luk kismin kan ve karaciger dahil pek ¢ok ikincil hedef
dokuda biriktigini saptamiglardir. Bdylelikle daha kiigiik pargaciklarin akcigerdeki

hava-kan bariyerini gegebildigini gostermesi agisindan bu ¢alisma énemlidir.

Diger taraftan, damar i¢i uygulamada glimiisiin gosterdigi dagilim hacmi intratrakeal
olandan hayli farklidir (81). Bu durum, glimiisiin viicut dagiliminda uygulama
yolunun da 6nemli oldugu sonucunu ¢ikarmaktadir. Yazarlar ayrica, intratrakeal
uygulamada bir kisim giimiisiin yutularak mide-barsak sistemine gegebilecegini ve
hizlica diski ile atilmis olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Zaten daha 6nceki ¢aligmalar
da oral olarak verilen nano glimiisiin ¢ok biiylik bir kisminin digk: ile atildigini
kalaninin ise biyolojik bariyerleri gegerek dokularda biriktigini gostermistir.
Karaciger, daha once de belirtildigi gibi, bu tiir bir birikimde ilk hedef organdir.
Ciinkii retikiiloendotelyal sistemin (RES) gorevi bu tiir yabanci partikiilleri
makrofajlarca fagosite ederek zararsiz hale getirmektir. Par¢acik boyutu ve verilis
yolu bunu degistirmektedir. Daha kiigiik pargaciklar daha genis bir dagilim hacmi
yaratmaktadir. Altin nano parcaciklarin idrar ve digki ile atildig1 bilinmektedir. Ayni

durum giimiis nano parcaciklar i¢in de gecerlidir.

2.3.2. Emilim (Absorbsiyon)

Pek c¢ok ¢alismaci, nano giimiisiin oral, dermal ya da inhalasyon yoluyla maruziyet
sonrasinda viicut i¢ine alinabildigini gostermistir (72,83,125,127,134,136). Bu alimin
giimiis iyonlar1 seklinde mi yoksa daha biiyiik parcaciklar seklinde mi oldugu heniiz

netlik kazanmamustir. Lubick (102) bulgularin1 yorumlarken, organizmanin glimiisii



sadece iyon formunda degil, nano formda da alabilecegini, bu sekilde siirekli bir
glimiis iyon kaynagi olusabilecegini ve belki de bu sekilde organizmanin giimiis iyon
detoksifikasyonunu by-pass yapabilecegini savunmustur. Bu durum Louma (103),
Drake ve Hazelwood (37) tarafindan da desteklenmistir. Ornegin, emilen giimiis
iyonlar1 kolay ¢o6ziinebilen giimiis siilfid ve giimiis klorid presipitatlar1 olusturmaka
ve ayrica proteinlere baglanarak onlarin biyo yararlanimlarii azaltmaktadir.

Muhtemelen nano giimiis, nano olmayan giimiise gore ¢ok daha toksiktir.

Park ve arkadaslarinin (54) buldugu AUC oral / AUC iv degerleri baz alindiginda,
sitrat kaplt 7.9 nm boyutundaki giimiis nano parcaciklarin oral biyoyararlanimi 1
mg/kg doz i¢in %1.2, 10 mg /kg doz i¢in ise %4.2 dir. Bu kismen diisiik bir
biyoyararlanim olsa da altin nano partikiillere gére (111) hala yiiksek degerlerdir.
Glimiis nano partikiillerin 28 giin sicanlarda oral uygulandigi ¢alismada (135) ise (90
mg/kg, <20 nm kaplanmamis veya 20 nm PVP kaplanmis) kan glimiis seviyesi
glimiis nitrat verilen guruba gore nano partikiil grubunda tiim zaman noktalarinda 7-
10 kat daha diisiik bulunmustur. Bu, glimiis nitrat seklinde verilen giimiisiin ¢ok daha
fazla emildigini gostermektedir. Verilen ¢dziinebilir giimiis dozu ise nano giimiis
grubunda %7, glimils nitrat grubunda %100 olarak hesaplanmigtir. Kan glimis
seviyeleri normale geldiginde ise nano giimiisiin kan seviyesi giimiis nitrattan 2 kat
fazla bulunmustur. Bu calisma, oral nano glimiis uygulamasinda, plazmadaki
giimiislin biiylik kisminin nano partikiil degil, bu nano partikiillerden serbestlesen
giimiis iyonlar1 oldugunu ve partikiil biyoyararlaniminin ¢ok diisiik oldugunu

gostermektedir.

2.3.3. Dagihm

Absorbsiyonu (emilimi) takiben, giimiisiin kana gectigi ve dokularda biriktigi ve
glimiis bagimh toksisiteye neden olabildigi bilinmektedir. Gilimiisiin en c¢ok tercih
ettigi organlar siras1 ile karaciger ve cilt olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ancak, bobrek,
dalak, kalp, olfaktor sinir, beyin ve testislerde de biriktigi saptanmigtir

(67,74,126,127,134).
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Gilimiis nano partikiiller lizerinde yapilan farmakokinetik calismalarin biiylik bir
cogunlugu, dagilim i¢in ilk secilen organin karaciger oldugunu gostermektedir. Bunu
dalak ve bobrek izlemektedir. Oral (74-76,100,154), intravendz (81,142,152-154),
subkutan (128,130), veya inhalasyon (127) yoluyla verilmesi durumu
degistirmemektedir. Karacigerdeki giimiis birikimi Kiipffer hiicreleri, hepatositler ve
sinuzoidal endotelyumda saptanmustir (74) Bobrekte, korteks, medulla ve kortikal
glomeriiller dahil tiim bobrek bolgelerinde giimiis saptanabilmektedir (75,76).
Ayrica, oral alim sonrasinda sicanlarda cinsiyet bagimli bdbrek dagilimi
gozlenmigtir. Erkeklere gore disilerde bobrekte 2 kat fazla glimiis saptanmaktadir
(77). Bobrek ve karaciger disinda, dalakta da yiiksek oranda dagilim saptanmistir. Bu
dagilim yine nano glimiisiin boyutuna bagimhidir (81), 5 giin boyunca i.v. olarak
verildiginde 20 nm parcaciklar birincil olarak karacigerde birikirken ve bobrek
2.sirada, dalak 3. sirada iken, 80 veya 110 nm boyutundaki parcalar birincil olarak
dalakta, daha az olarak karacigerde, daha sonra da akcigerde birikmektedir. Bu
bulgular, i.v enjeksiyon sonrasinda farelerde, 90.5 nm nano giimiis aglomeratlarin
dalakta daha fazla oldugunu sdyleyen onceki ¢alisma ile de uyumludur (142). Bu
durumun agiklamasim LI ve Huang (92) yapmaya calismistir. Onlara gore,
karacigeredeki hiicre porlarindan daha kii¢iik pargaciklar (yaklasik 100 nm) en iyi
sekilde karaciger tarafindan tutulurken daha biiylik parcaciklar dalak tarafindan
tutulmaktadir. 20 ve 200 nm i.v. glimiis ile yapilan bagka bir ¢alismaya gore, 20 nm
parcaciklarin karaciger, dalak, bobrek beyin ve akcigerde 200 nm boyutundakilere
gore tim zaman dilimlerinde (1., 7. ve 28. giinlerde) ¢cok daha fazla biriktigini
gostermistir (39). Tiim bunlar, giimiis dagiliminin boyut bagimli oldugunu ve ileriki

calismalarin bu konuya odaklanmalar1 gerektigini gozler 6niine sermektedir.

Pek ¢ok ¢alisma, 110 nm boyutuna kadar olan glimiis nano pargaciklarin uygulama
yoluna bakilmaksizin beyinde biriktigini sdylemektedir (46,47,81,100,135,152-154).
Yapilan son bir ¢aligma (135), 28 giin boyunca oral yolla verilen giimiisiin %90’ 1nin
beyinde saptandigini ve bu durumun 2 ay boyunca devam ettigini gostermektedir.
Ancak diger ¢aligmalarca desteklenen bir veri degildir. Kisacasi, hala nano giimiisiin
kan beyin bariyerini ge¢gme kapasitesi netlik kazanmamistir. Garza-Ocanas ve
arkadaslar1 (46), 2 nm boyutundaki ve sigir albumini ile kapladiklar1 giimiisleri

intraperitoneal olarak 50 mg/kg dozunda enjekte etmisler ve enjeksiyonu takip eden

11



24., 96. ve 168. saatlerde sicanlarin beyinlerinde dikkate deger Olciide giimiis
saptadiklarin1 yazmislardir. Bu ¢alismada ICP-MS ile 6l¢tim yapilmis ancak ayni
dokularda sonraki TEM calismalari bunu desteklememistir. Yazarlar, giimiis nano
pargaciklardan serbestlesen giimiis iyonlarinin kan beyin bariyerini gegebildigini
savunmuglardir. Bir diger calisma, sicanlarda 62.8 mg/kg (50-100 nm) glimiisiin
subkutan enjeksiyon sonrasinda, sinir hiicrelerinde saptanabildigini belirtmistir.
Calismalarinda TEM-EDS kullanmiglardir 36. Nano giimiis, kan beyin bariyerini 2
farkli mekanizma isle asiyor goriinmektedir: kan-beyin kapillerlerinin endotelinden
transsitoz ile veya endotel hiicresini eriterek (108), transsitozun primer mekanizma
olabilecegini  savunmuglardir. Onlara gore hiicre membraninda hasar
olusmamaktadir. Van der Zende ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada (39),
sicanlara 28 giin boyunca oral yolla 9 mg/kg giimiis nitrat ve 90 mg/kg nano glimiis
verdikten 1 giin sonra, giimiis nitrat grubunda dokularda ¢ok daha fazla giimiis
saptadiklarin1  belirtmislerdir. Bu sonuglar Loeschner ve arkadaslarmin (100)
bulgular ile de uyumludur. Loeschner ve ark, 9 mg/kg giimiis iceren giimiis asetati
28 giin boyunca oral yolla verdikleri deney hayvanlarinda bobrek, akciger, kas beyin

ve plazmada 14 nm (12.6 mg/kg) giimiise gore ¢ok daha fazla giimiis saptamislardir.

2.3.4. Metabolizma

Glimiise maruziyet sonrasina olabilecek olumsuz etkilerden en bilineni arjiridir.
Arjiri, cildin gri-mavi renk almasi durumuna verilen isimdir. Kalict oldugu sdylenir

ancak gecici oldugunu belirten veriler de yok degildir (37).

Yaygin veya bolgesel olabilir, maruziyet sonras1 giines goren cilt boliimlerinde daha
belirgindir. Emilen glimiis iyonlarinin transformasyonu veya metalik giimiise
indirgenmesi olaydan sorumlu tutulsa da mekanizmasi heniiz netlik kazanmamistir
(25, 103). Bu durum dolasimdaki giimiisiin en azindan bir kisminin iyon formunda
oldugunun ispati olabilir. Bu iyonlar da muhtemelen diger tiir iyonlarla aym
detoksifikasyon metodlar1 ile detoksifiye edilmektedir (siilfid ve klorit tuzlari
seklinde c¢okelme). Yukarida da belirtildigi gibi, dolasgimdaki nano giimiis
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parcaciklar1 da bir tiir iyon kaynagi olarak goérev aliyor olabilir. Bu durumda da

duyarli organlara stirekli bir iyon saglama durumu s6z konusu olabilir (103).

Oral alimi takiben, midenin diisiik pH’sinda nano glimiisiin oksidatif ¢6ziinmesi
hizlanmakta ve giimiis iyonlar1 mideye gecmektedir (yapay mide sivisinda, verile
giimiigiin %97’si 6 saat i¢inde giimiis iyonlarina ayrilmaktadir) (99). Ancak mideden
gecis hizi kisa oldugu icin (10-240 dk), canli dokuda bu durum tam olarak
gerceklesememektedir. Coziinen glimiis daha sonra klor ile bilesik olusturmakta ve
cokelmektedir. Bu, serbest glimiis iyonu miktarin1 olduk¢a azaltmaktadir. Yapay
mide sivisinda, toplam maksimum ¢oziinmiis giimiis miktart 0.51 mg/L olarak
saptanmistir. Bu konsantrasyonun iizerindeki degerlerde, giimiis kloriir olusmakta ve
daha fazla artis1 ve dolayist ile biyoyararlanimi sinirlamaktadir. Eger toplam giimiis
miktar1 bu degerin (0.5 ppm) altinda ise, giimiis kloriir olusmamaktadir ancak yiiksek
oranda glimiis iyonu olusmaktadir. Giimiis iyonlar1 ve bilesikleri bir defa
gastrointestinal sistemden dolasima gectiginde, sodyum ve bakir i¢in olan aktif
transport yolaklar1 giimiis iyonlarini proteinlerin (6zellikle serum albumin) ve kiiciik
molekiillerin thiol (-SH) gruplarina baglamaktadir. Kanda, giimiis GSH ile etkilesime
gecebilir, bu durumda hidrojen (H") agiga ¢ikarken GS-Ag olusur. Bu olusan
kompleksler ise ¢esitli dokulara dagilmaktadir. Dagilimi takiben Ag-thiol
kompleksler goriiniir 151k altinda ve yavas bir sekilde sifir-valansli giimiis nano
partikiillere indirgenirler. Thioller disinda, nano glimiis, Ag2S nano partikiilleri
olusturmak iizere siilfitide de olabilirler. Ek olarak, Ag:S nano partikiilleri
selenyumla etkileserek Se/S degisimi ile AgxSe nano partikiilleri ve Ag/S/Se arjiryal

partikiilatlar1 olustururlar.

2.3.5. Atihm (Ekskresyon)

Bazi veriler, glimiisiin idrar ile atilabildigini belirtmektedir (134). Ancak bunu iddia
etmek i¢cin daha fazla sayida calismaya ihtiya¢ vardir. Ciinkii giimiisiin asil olarak
idrarla degil digk: ile atildigini belirten genis bir literatiir mevcuttur (37,134). Bu
durum absorbe edilen nano glimiisiin en azindan bir kisminin iyonik hale gegtiginin

bir bagka gostergesidir. Emilimin nano glimiis seklinde mi yoksa iyon seklinde mi
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oldugu netlik kazanmadan atilimi hakkinda kesin kanilara varmak yanlis olacaktir.
Oysa ki nano altin ile yapilan ¢aligmalar altinin hem idrarla hem de diski ile atildiginm
net olarak ortaya koymus durumdadir (117). Ayn1 durumun giimiis nano parcaciklar

icin de gecerli olup olmadig1 muhtemelen daha fazla ¢alisma ile miimkiin olacaktir.

Glimis asetatin ve ayni doza denk giimiis igeren nano giimiisiin 28 giin boyunca oral
verildigi deneklerde (100), giimiisiin idrarla atilimi her iki grupta da cok diisiik
(glinliik alimin <%0.1°1) oldugu bulunmustur. Nano glimiis grubunda giinliik alimin
diski ile atilma oran1 %63, giimiis asetatin ise %49 bulunmustur. Bu ¢alisma safra ile

atilim konusunda bilgi vermekten uzaktir.

Tavsanlarda tek doz 0.5 ve 5 mg/kg sitrat kapli glimiisiin iv enjeksiyonunu takiben
gilimiisiin idrarla atilim1 ¢ok diislik bulunmustur. 7 giinliik toplam idrar itrahi, toplam
viicut agirliginin %0.05’inden diisiiktiir. Ayni oran digki i¢in hesaplandiginda sirasi

ile %8.3 ve %16.7 bulunmustur.

2.4. INTRAVENOZ (DAMAR iCi) UYGULAMADAN SONRA GUMUS
NANO PARCACIKLARIN VUCUT DAGILIMI

Cesitli yollarla verilen nano giimiis bir sekilde kana gecebiliyor ve etki gosteriyorsa,
intravendz verilen giimiisiin de ayni yolla ayni etkileri gostermesi beklenebilir.
Yalniz, diger yollarla verilen glimiisiin az bir kismu kana gecerken intravendz
uygulanan glimiisiin tamamimin kanda olacagi ve doz ayarlamasmin ¢ok iyi

hesaplanmas1 gerektigi de unutulmamalidir.

Diger uygulama yollarinda oldugu gibi, intravendz uygulamada da giimiisiin sectigi
ana hedef organ karaciger ve dalaktir. RES’in bir pargasi olan bu organlarin ilk hedef
olmasi da zaten beklenilmesi gereken bir durumdur. Hiicre igerisine alinan bu
partikiiller digk1 yoluyla atilmakta ancak geride kalanlar bazi istenmeyen hiicresel
olaylara neden olabilmektedirler. Yapilan bir c¢alisma, pro-inflamatuar
etkinin/reaksiyonun partikiil fagosite etmis makrofajlarca baslatildig1 yoniindedir.
Muhtemelen daha zor yayilan biiyiik partikiiller makrofajlarca daha kolay

taninmaktadir. Bu ise onlarin viicut dagilimini azaltmaktadir. Makrofajlarin 0.5
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um’den biiylik partikiilleri fagosite ettigi hatirlanacak olursa bu durum daha da netlik
kazanir. Kisacasi, biiylik molekiiller kolay taninip fagosite edilirken, kiigiik parcalar

taninamadig i¢in fagositozdan kurtulmakta ve viicuda dagilabilmektedir.

Venous blood Arterial blood

!l Other studied tissues

(e.g., brain or heart)

!l Lung lissue .

v

A

!l Rest of body tissue

Spleen tissus

Plasma

Plasma

M

Faces

!l Kidney tissue .

Uring

Resim 1. Metalik nano partikiiller i¢in 6ne siiriilen fizyolojik temelli farmakokinetik

model (PBPK) yapist.



2.5. KAN VEYA PLAZMA FARMAKOKINETIGI

Park ve ark (152-154), siganlarda oral ve intravendz 7.9 nm boyunda ve sitrat kaplh
giimiis vererek bir calisma yapmustir. Diisiik doz olarak 1 mg/kg ve yiiksek doz
olarak da 10 mg/kg dozunu segtikleri bu ¢alismada, giimiisiin farmakokinetiginin doz
ve verilis yoluna gore degiskenlik gdsterdigi saptanmustir. Intravendz uygulamada, 1
mg/kg glimiis verilen grupta T 12 = 99 saat, 10 mg /kg giimiis verilen grupta ise 30
saat olarak saptanmistir. Lee ve ark 2012), aym tiir glimiisiin farmakokinetigini
tavsanlarda incelemiglerdir. Tek doz intravendz uygulamadan sonra, (0.5 ve 5 mg/kg)
serum C max seviyesine her iki grupta da 5.dakikada ulasilmistir. T %2 ise, 11.7 ve 16.3
glin olarak saptanmistir. Bu bulgular birlikte degerlendirildiginde glimiisiin
farmakokinetiginin tiirler arasinda farklilik gosterebildigi sonucuna ulasilmaktadir.
Ormegin T ' siiresi sicanlarda tavsanlara oranla 3-4 kat daha kisadir (95-98,152-
154). Bu, muhtemelen daha uzun bir gegis siiresi gereksinimi ile iligkilidir ve
biokorona formasyonuna izin verecek kadar uzundur (bio korona formasyonu: nano
partikiillerin doku proteinleri tarafindan sarilarak daha az biyoyararlanimli hale
gelmesi durumuna verilen isimdir) (107) olusan bio korona formasyonu ise tahmin
edilebilecegi gibi nano partikiil farmakokinetigini etkilemektedir. Intravendz ve oral
uygulamalarda, birbirinden farkli bio korona formasyonu gelismektedir. Bu ise
saptanan T '2 zamani degistirmektedir Xue ve ark (142), 90.5 nm boyundaki
giimiis nano pargaciklarin farmakokinetigini disi ve erkek farelerde ve 120 mg/kg
dozunda intravendz olarak calismislardir. Her iki cinsiyette de kan giimiis seviyesi
tepe noktasina 10. dakikada ulasmistir. T %2 seviyesi erkeklerde 15.6 saat, disilerde
29.9 saat olarak saptanmistir. AUC, MRT ve Vd ise cinsiyet bagimli bir degisim
gostermistir. Bu degerler disilerde daha yiiksek bulunmustur. Ancak klirens disilerde
biraz daha diigiik saptanmistir. Disi farelerde Vd degeri, 31.9 ml/g, erkeklerde 21.7
ml/g olarak saptanmis. Bu dagilim farenin toplam viicut sivisindan daha fazladir (25
gr agriligindaki bir farenin toplam viicut stvist 15 ml dir) bu ise dokularda ¢ok fazla

biriktigini gostermektedir.
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2.6. HUCRELER UZERINE OLAN ETKIiLERI

Hayvan modelleri ile kiyaslandiginda hiicre kiiltiirleri ile ¢alisarak giimiisiin toksik
etkilerini ortaya koymak c¢ok daha kolaydir. Bu baglikta, glimiis toksisitesinin

hiicresel diizeyde incelendigi calismalardan yapilan derlemeler bulacaksiniz.

Nano gilimiigiin hiicre igerisine alinmasi, hiicre membraninin giimiisli tanimasi, ige
almasi ve taginmasi ile baslar, kiimelenmesi, birikmesi veya atilmasi ile sonuglanir Pek
cok hiicre i¢in, nano glimiisiin endositozu (hiicreye alinmasi), enerji gerektiren bir
siregtir. Zaman ve doz bagimlidir. Major hedef organeller endozomlar ve
lizozomlardir (9,10,104). Primer astrositler, akciger fibroblastlari, glioblastoma
hiicreleri, makropinositoz ve klatrin igeren yolaklar i¢ce alimda rol oynar (9,10,104).
Olusan aglomeratlar, ¢Opcii reseptorlerce taninir ve makrofajlar tarafindan aktin
bagimli endositozla igeriye alinir (119). Monositler ise, aglomere olmamis glimiis
pargaciklarini klatrin bagimli ve aktin bagimli yolaklar1 kullanarak iglerine alirlar
(138). Hiicre igerisine alimmis giimiis nano parcaciklara, boyutlarna ve yiizey
ozelliklerine bagl olarak, mitokondride ve niikleusta rastlanilabilir (9,10). Glimiis
nano parcgaciklar bir defa hiicre i¢ine alindiklarinda oksidatif stres, hiicre membran
hasart, hiicre siklusunda gecikme/durma, inflamatuar yanit, DNA hasari, genotoksisite,
kromozom anormallikleri ve apopitoza neden olurlar (5,9,10,65,143). Nano glimiis
parcaciklari, hiicre seklinde degisiklik, yasamsal fonksiyonlarda azalma, laktat
dehidrogenaz seviyesinde artig ve sonugta da apopitozla ve nekrozla sonuglanan siirece
neden olurlar (5,43). Sitotoksisite, giimiis nano parcaciklarin ve bu parcaciklardan
serbestlesen glimiis iyonlarinin neden oldugu oksidatif stresin dogrudan bir sonucudur.
Elektron spin rezonans caligmalari, giimiis nano parcaciklarin aktif yiizeylerinin
dogrudan orijinal serbest radikaller iiretebildigini gostermistir. Diger taraftan, nano
pargaciklarin iyonlagmasi da asidik endozomlarda ve lizozomlarda hidroksil radikalleri
olugmasini tetiklemektedir (52). Yiiksek doz nano giimiis ile epitelyal hiicrelerin
polihedral yapilarin1 kaybederek fuziform sekil aldiklar1 saptanmigstir. Bunun sebebi,
glutation (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD) ve artmis lipid peroksidasyonu sebebi ile
artan oksidatif strestir. Bu durum en nihayetinde kaspaz-3 aktivitesini artirarak ve
DNA hasar1 yaparak apopitoza sebep olur (7). Dahasi, hiicre i¢ine aliman giimiis

parcaciklar1 hiicre membranina hasar verir, lizozomal sismeye ve hatta lizozomal
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membranda yirtilmaya neden olur (143). Giimiis nano parcaciklar ve bunlardan
serbestlesen giimiis iyonlari, indirgenmis GSH ve thioredoxin, SOD ve thioredoksin
dismutaz gibi proteinlerin thiol gruplar1 ile etkilesirler. Sitoplazmada, hiicre
membraninda ve mitokondri i¢ membraninda hedef olarak segilebilecek thiol grubu
iceren ¢ok sayida molekiil vardir. Nano glimiisiin membran proteinleri ile olan iliskisi
sonrasinda, lipid peroksidasyonuna ve artmis hiicre zar1 gecirgenligine neden olur.
Hasarlanmis hiicre membran1 LDH ve benzeri sitoplazmik icerigini disar1 kagirarak
hiicrenin 6liimiine neden olur. Ayrica, lizozomal membranlarin yirtilmas: da
sitoplazma igerisine katepsin serbestlesmesine neden olur. Bu da liozozom aracili
apopitoza neden olur. Dahasi, mitokondri hasari, elektron transferinde hatalara neden
olur, adenozin trifosfat (ATP) sentezi bozulur, oksidatif stres tetiklenir, sonugta bu

sefer de mitokondri aracili apoptozis yasanir (8,143).

Glmiis nano pargaciklar olusturduklar1 oksidatif strese bagli olarak kromozom ve
DNA hasar1 yaparak genotoksisiteye neden olurlar. Glimiis ayrica mutajeniteye de
sebep olur (76,77). TEM goriintiileri ve tek hiicre elemental haritalama yontemleri,
giimiisiin niikleusa gectigini ve kromozomlar1 bozarak DNA hasar1 yaptigini
gostermistir. Ciinkii ¢ekirdek zarfindaki porlarin ¢apt 9-10 nm dir ve bu boyuttaki
nano parcaciklarin igeri giris cikisina izin verirler. Comet ve mikroniikleus
calismalar1 gostermistir ki, glimiis nano pargaciklarin hiicre i¢ine girislerini takiben
bu parcaciklar niikleusta birikmekte ve kromozomal hasar ve DNA hasarinin
dogrudan sorumlusu olan oksidatif stresi tetiklemektedir. Sonug olarak hiicre siklusu
G2/M interfazinda durmakta, proliferasyon inhibe olmaktadir. Sonraki asamada
hiicreler 6limii ya da sag kalmay1 se¢mek zorunda kalirlar. Bu ise, DNA hasarini
onarabilme kapasitelerine baghdir (7,9,10). Yapilan bir baska ¢alisma, diisiikk doz
nano glimiisiin kronik uygulamada insan hepatoma hiicrelerinde DNA hasar1 ve buna
bagl karsinojenite iliskili genleri artirdigin1 savunmaktadir. Ne var ki bu ¢alismada
da kullanilan dozlar mantikli klinik kullanimin ¢ok {izerindedir (3 mg/kg). Ayrica,
ayni dozda Ag2COs’lin benzer etkilerinin olmadigi da belirtilmis, bu duruma “nano

boyut etkisi” denilmis, serbestlesen glimiis iyonlart sorumlu tutulmustur (69).

Bazi nano materyallerin immiin cevabi aktive ettigi bilinmektedir (62). Glimiis nano

parcaciklar da yaptiklar1 oksidatif stres sebebi ile dogal ve adaptif inflamatuar cevabi
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tetiklemektedir. Hem aktive olan sitotoksisite hem de giimiis nano pargaciklarin
kendisi monositlerde lizozomal membranlart yirtmakta, sitokinlerden IL-1B’nin
maturasyon ve sekresyonunu artirmaktadir. Bu sitokin ise immiinolojik aktivasyondan
sorumludur. Par¢alanmis lizozomlardan sizan katepsin ve K' iyon kagis1 mitokondrial
stiperoksit ve hidrojen peroksit iliretimini artirmakta, inflamazomlarin olugmasina
neden olmaktadir (62). Giimiis nano pargaciklar ayrica, kan beyin bariyerini olusturan
kilcal damar endotel hiicrelerinde inflamasyonu artirmaktadir. Bu etki doz, zaman ve
boyut bagimlidir. Sitotoksik cevabi tetikleyebilirler ve IL-1B, IL-2, TNF alfa ve PGE2
gibi immiin iligkili sitokinlerin ekspresyonunu artirirlar. Glimiis nano pargaciklara olan
cevap, biyolojik bariyerlerin bozulmasi ve endotel hiicre katmanlarinda bozulma

seklinde ortaya ¢ikmaktadir (133).

Lee ve ark (87) nano giimiis ve Amfoterisin B ile muamele ettikleri maya hiicrelerinde
her iki grubun da intraselliiler glukoz ve trehaloz biriktirdiklerini, kontrol grupta ise bu
durumun olmadigmi belirtmislerdir. Bu sonuglar, hiicre i¢i komponentin bozulmus
membran gec¢irgenligi nedeni ile hiicre disina kagiyor oldugunu desteklemektedir. Ayni
caligmada, TEM analizi ile maya duvarinda ve plazma membranlarinda giimiis nano
pargaciklarca olusturulmus g¢ukurlagmalar ve delinmeler saptanmistir. Maya hiicre
siklusu nano glimiis sebebi ile G2/M ve Gl fazlarinda durmaktadir. Bu durum,

giimiisiin mayalarda da etkili oldugunu ortaya koymaktadir.

2.7. NANO GUMUSUN HUCRE DUZEYINDEKiI ETKILERINDE
ANAHTAR FAKTORLER

Daha 6nce de belirtildigi gibi, nano glimiisiin sitotoksisitesi zaman, doz, boyut, yilizey

kimyasi ve 1s1 bagimlidir (104).

2.7.1. Boyut

Boyut, nano gilimiisiin hiicre icine alinmasindan, sitotoksisitesinden, biyolojik

bariyerleri gecebilmesinden ve yaratti§i immiin cevaptan sorunludur (98,133,153)
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Hem oksijen radikallerinin (ROS) {iretimi hem de giimiisiin iyon haline gegebilmesi
kendi parcacik boyutu ile iligkilidir. Yapilan caligmalara gére PVP kaplanmis nano
parcaciklarin boyutlari, ROS seviyesi, apopitoz, nekroz ve azalmis hiicre sag kalimi
ile ters orantilidir (91-94). Nano giimiis ne kadar kii¢iik olursa o kadar genis yiizey
alanina sahip olacagi i¢in o dlglide de potent etki gdsterecektir (78,79). Ayrica, daha
kiiciik parcaciklarin hiicre i¢ine alinmasi da dogal olarak daha kolay olmaktadir
(65,66). Giimiislin biyolojik bariyerleri gegebilme 6zelligi de yine parcacik boyutuna
baglidir. Akciger, mide, meme, karaciger hiicresi iizerinde yapilan gesitli ¢alismalar,
giimiistin hiicresel aktivitesinde boyutun ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir.
Boyutun kiigiilmesi, ROS seviyesini, membran biitiinliiglinii, hiicre dongiisiinii ve
ECso degerini olumsuz etkilemektedir (97,98). Gilimiisiin boyutunun kiiciilmesi
vaskiiler endotele gecisini ve burada hasar olusturmasini kolaylastirmaktadir. Bu
kiigiik pargaciklarin hiicreler ig¢inde birikmesi endotel hiicre katmanini olusturan
hiicrelerde morfolojik degisikliklere ve sitotoksisiteye neden olmakta, sitokin
saliimint artirmaktadir (133). 5-28 nm boyutundaki giimiis nano parcaciklar1 daha
fazla hidrojen peroksit liretmekte ve daha fazla inflamazom formasyonuna sebep
olmaktadir ¢ilinkii lizozomlardan fazlaca katepsin salimmina, K" kagisma ve
mitokondride daha fazla siiperoksit iiretimine yol agmaktadir (65,66,143). 40-50 nm
boyutundaki nano parcaciklarin daha giiclii antibakteriyel etki gosterdiklerini

belirtmektedirler.

2.7.2. Yiizey Kimyasi

Yiizey kimyasi, nano gilimiisiin hiicrelerle olan iliskisini etkilemektedir. Koloidal
stabiliteyi saglamak adina giimiisiin ylizey kimyasi ¢esitli maddelerle birlestirilerek
degistirilebilmektedir. Yiizey kaplamasi1 gimiisiin seklini kiimelenmesini ve
¢Oziinme oranmi degistirmektedir. Yiizey kaplamasinin stabilitesi, glimiisiin
sitotoksisitesini de etkilemektedir. PVP ve sitrat kaplamalar sirasi ile en dayanikli ve
en dayaniksiz kaplamalar olarak belirlenmistir. Sitrat kaplamalar, sitotoksisiteyi
azaltmaktadir. Sitrat kapli nano giimiis kurutulup toz haline getirildiginde yapisi
bozulmakta ve tekrar sulandirildiginda ¢ok ciddi sitotoksisite yapmaktadir. Oysa ki

PVP kapli nano giimiis parcaciklari, cok daha stabildir ve ihmal edilebilir diizeyde
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toksik etkiye sahiptir (101). Yapilan calismalar kaplanmamis nano giimiisiin ¢ok
fazla sitotoksik potansiyeli oldugunu ortaya koymaktadir. Bu ise doz ve zaman
bagimlidir. Ancak BSA (bovine serum albumin) kapli nano glimiis sitotoksisiteyi
azaltabilmektedir (78,79). Polisakkarid kapli nano gilimiis, kapli olmayana gore ¢ok
daha fazla DNA hasari yapmaktadir. Kapli olmayan nano giimiis kiimelenmeye
meyillidir ve hiicre i¢ine alim1 zorlagsmaktadir. Ancak protein ya da polisakkarit gibi
makromolekiillerle birlestirilen giimiis daha ¢ok hiicre i¢ine alinmakta ve daha toksik

olmaktadir (2,3,78,79).

2.7.3. Sekil (geometri)

Nano giimiisiin sekli de sitotoksisitesinde ve immiin cevap olusturmada énemlidir.
Yapilan bir calismada, nano cubuklar ve nano kiireler akciger toksisitesi adina
kiyaslanmis ve nano kiirelerin ¢ok daha az toksik etki gosterdigi saptanmistir. Bu
durum nano g¢ubuklarin hiicre i¢ine girmekten ziyade dogrudan daha genis bir

yiizeyle hiicreye tema etmesinin bir sonucu olarak yorumlanmistir (124).

2.7.4. Hiicre Tipi

Gilimiisiin doku dagilimi incelenirken, farkli hiicrelerin farkli davraniglar gosterdigi
de dikkate alinmalidir. Ornegin, kolon kanseri hiicreleri ve fibroblast hiicreleri
giimiise maruz birakildiklarinda birbirlerinden ¢ok fakli tepkiler vermektedir.
Glimiise maruz birakilan fibroblast hiicreleri mitokondrial apopitozu stimiile eden
cok daha fazla ROS ve c-Jun N-terminal kinaz iiretirken kanser epitelyum hiicreleri
boyle davranmamaktadir. Ciinkii bu hiicrelerde anti apopitotik protein bcl-2 aktive
olmakta ve apopitozu engellemektedir (59). Nisasta kapli giimiis nano parcaciklar,
IMR-90 olarak bilinen fibroblast hiicrelerinde ve glioblastoma hiicrelerinde (U215)
genotoksik Ozellik gostermektedir. Her iki hiicre tiiriinde de nano giimiis mitokondri
ve niikleusa gecebilmektedir. Bu durum mitokondrial disfonksiyona ve ROS
seviyesinde artisa neden olmaktadir. Bunun sonucunda da DNA hasari, kromozomal

anormallikler ve hiicre siklusunda duraklamalar olusmaktadir. Fibroblast hiicreleri,
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glioblastom hiicrelerine goére daha az zarar gérmektedir ¢iinkii bir sekilde hiicre
siklusundaki duraksamadan kurtulabilmektedirler (8). Bu arada, PVP kapli nano
parcgaciklar astrositlerde ciddi bir toksik etki gdstermemektedir ancak akciger kanseri
hiicrelerinde biriktiklerinden ¢ok daha fazla birikmektedirler (104). Bunun sebebi,
iceri alinan nano giimiisten olan glimiis iyon saliniminin fazla olusu ve astrositlerde
kiimelenmeleri dolayis1 ile daha az toksik hale donmeleridir. Benzer sonuglar,
normal hiicrelerle kanser hiicrelerinin nano glimiise verdigi cevabi irdeleyen
makalelerde de dile getirilmistir. Ciinkii hiicre tiplerine gore lizozomal membranlarin
dayanikliligr degiskenlik gostermektedir (138). Ayrica her iki grup hiicrenin oksidatif

strese dayanma giicii birbirinden farklidir (144).

2.7.5. Guimiisiin Hiicresel Diizeydeki Etkilerinin Mekanizmasi

Oksidatif stres, ¢esitli laboratuvar modellerinde azalmis GSH seviyeleri, artmis lipid
peroksidasyonu, inflamasyon, DNA hasari, bozulmus hiicre dongiisii ve
proliferasyon kapasitesi, apopitozis ve nekroz gibi ¢ok cesitli hiicresel olaya neden
olmaktadir. ROS {iretimi ve glimiis iyonlarinin serbestlesmesi hiicreler iizerindeki

etkide iki anahtar faktordir.

Genel anlamda, nano giimiis aracili hiicresel etkinin kaynagini sdylemek zordur. Nano
giimiis cok diisiik dozlarda (<1.0 ug/mL) hepatoma hiicrelerine (Hep G2) ciddi toksik
etki gostermezken hiicreleri fazla miktarda DNA onarimi ile iligkili genlerin
ekspresyonuna zorlayarak DNA ve kromozomlarda bozulmalara sebep olmaktadir
(69). Gelismis gen ekspresyon analizi teknigi, nano giimiis, Ag2CO3 ve glimiis iyon
inhibitorii sistein, nano glimiis aracili hiicresel etkinin incelenmesinde kullanilmistir.
Goriilmistiir ki hem nano glimiis, hem de glimiis iyonlar1 DNA hasar1 yapan oksidatif
streste etkilidir. Glimiis iyonlari, baslica sitotoksik ve stres aracili etkilerden
sorumludur. Nano boyutlu giimiis tek basina ihmal edilebilir diizeyde toksik etki
gostermektedir. Glimiis iyonlar1 oksijen tiirevleri oldugunda ROS iiretimini katalize
eden bir gorev yaparlar (69). Ilging olarak, nano giimiisiin kendisi de ROS ve oksidatif
stres yaratirlar ve bu durum da yine yiizeylerinden salinan glimiis iyonlarina baglidir.
Elektron spine rezonans (ESR) ile yapilan c¢alismalar, sitoplazmayr ve

endo/lizozomlan taklit eden yapay ortamlarda (in vitro) ROS iiretimini saptamisg
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durumdadir. Yiizeyden kopan giimiis iyonlari, asidik ortam ve hidrojen peroksit
varhiginda hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirevlerinin liretimini artirmaktadir.
Hiicre igerisinde hidrojen peroksitin ¢ok az bulunmasi bile, nano giimiisiin

¢ozlinmesini artirmakta ve daha giiglii oksidatif strese sebep olmaktadir (52,53).

GSH, thioredoksin ve SOD gibi bazi1 redoks iligkili proteinlerin oksidatif strese
aracilik yaptig1 bilinir. Bu anti oksidan molekiillerin nano giimiis partikiilleri veya
giimiis iyonlar ile etkilesimi kismen de olsa giimiisiin zararli etkilerini antagonize
etmeye yeterli olabilir (40). Bu arada, ciddi ROS {iretiminin bu molekiillerin yapisini
ve islevini bozabilecegi de unutulmamalidir (30,31). Glimiis iyonlar1 kloridlere,
inorganik siilfidlere ve thiol gruplarina baglanmayi daha ¢ok tercih etmektedir.
Ancak, bu baglanma sonucunda olabilecek zararli ve yararli etkilerin pek ¢cogu hala

tam olarak bilinmemektedir.

2.8. TOKSIKOKINETIK

Nano glimiis solunmasi, beklenebilecegi gibi, akcigerlerde giimiis birikime sebep
olmaktadir. Nano giimiis, dermal, sindirim sistemi ya da nefes yolu ile
uygulandiginda kolaylikla sistemik dolasima gecebilmektedir. Bu gecisin iyon
haliyle mi nano parcacik haliyle mi oldugu heniiz netlik kazanmamistir. Diger
taraftan, pek ¢ok calisma nano altinin pargacik seklinde gectigini belirtmektedir. Bu
durumun giimiis i¢in de bu sekilde olup olmadig1 bu giin i¢in net degildir. Zira altin,
giimiise gore ¢cok daha inerttir. Eger giimiis iyon seklinde alintyor ise, literatiir bu
durumda mekanizmay1 agiklayacak yeterli veriye sahiptir. Nano glimiis maruziyetini
takiben, glimiisiin Oncelikle karaciger ve deri hiicrelerini tercih ettigi ve buralarda
biriktigi bilinmektedir. Bobrek, dalak, beyin ve testisler de hedef organ
konumundadir. Nano altin i¢in de benzer hedef dagilimi mevcuttur. Giimiisiin
metabolizmas1 ve atilimi detoksifikasyon siirecini takiben asil olarak digki ile
olmaktadir. idrarla da kismen atilimi mevcuttur. Yiiksek dozlarda giimiis ciltte
birikerek arjiriye neden olur ve genellikle geri doniissiiz oldugu diisiiniiliir. Ancak
eger giimiis nano parcacik halinde aliniyor tasintyor ve atiliyorsa literatiir heniiz bu

konuda yetersizdir. Altin partikiilleri de idrar ve digki ile atildigi igin, glimiis
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acisindan da boyle bir itrah mekanizmasi hayal edilebilir. Her iki durumda da,
glimiisiin toksikokinetik davranisi, gelecekteki calismalarin ana konusu olacak ve
alian sonuglar, toksikolojik calismalarda bir sonuca varilmasina yardimer olacaktir.
Tiim bu olumsuzluklara ragmen bu giin i¢in bilinen, en azindan verilig yolu ne olursa

olsun, giimiisiin hedef organlarda biriktigi gercegidir

2.8.1. Toksik etkinin mekanizmasi

Son zamanlarda yapilan pek ¢ok calisma, giimiisiin toksik etkilerinin, artmis
oksidatif strese bagli olarak iiretimi artan ROS oldugu konusunda hem fikirdir. Bu,
oksijen duyarh sinyal yolaklarin1 aktive etmekte ve yiiksek dozlarda verildiginde
inflamasyonu stimiile etmektedir. Bu inflamasyon ise sonrasinda ikincil genotoksisite
ve hiicre oliimii (apopitoz ve/veya nekroz) ile sonuglanmaktadir. ROS iiretiminin
diisiik olmasi durumunda ise, koruyucu mekanizmalar aktive olmakta ve protektif
etki gozlenmektedir. Goriinlise goére nano giimiis toksisistesinde bir esik deger s6z
konusudur. Diger taraftan, kiigiik parcaciklar (muhtemelen daha genis yiizey alanina
sahip oluklar i¢in) daha potenttir. Eger giimiis, iyon degil partikiil haliyle emiliyorsa,
bu durumda da yine kiigiik parcaciklarin biyolojik bariyerleri daha kolay gectigi savi
desteklenebilir. Giimiisiin, diger baz1 metallere gore daha fazla spermotoksik oldugu
ile ilgili smirl sayida literatiir vardir. Genotoksik ve mutajenik oldugunu dolayl
yoldan belirten az sayida makale disinda bu konuda yapilmis yeterli ¢calisma yoktur.
Tiim bu literatiire ve glimiisiin aslinda bir esik deger iizerinden toksik etki yaptigi
biliniyor olmasina ragmen hala insanlar i¢in belirlenebilecek net bir esik deger sz

konusu degildir. Literatiir halen bu noktada karanlik alanlar barindirmaktadir.

Bu calisma giliniimiizde spinal cerrahide yaygin olarak kullanilan implantlarin
antibakteriyel ve antifungal 6zellik kazandirilma siirecinin ve bu siire¢ sonunda
ortaya ¢ikan son iiriiniin toksik potansiyelinin arastirilmasi amaciyla tasarlanmstir.
Ozellikle bu implantlarin viicuda etkisi, olas1 toksisitesi ve biyogiivenilirligi {izerinde
durulmak istenmistir. Giimiis (Ag), Bakir(Cu) ve Cinko(Zn) kaplamali implantlarin
viicuda yerlestirildikten sonra ne etkileri oldugu, dokularda bu metallerin birikme

miktari, dokularin ve organizmanin kaplamali implantlara olan tepkisi arastirilmistir.
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Antibakteriyel ve antifungal kaplamali implantlarin organizma iizerinde negatif etkisi
olmadigi, olasi etkilerin ise geri doniisiimlii oldugu hipotezi 6ne siiriilmiistiir. Bunun
nedeni kaplamada kullanilan metallerin viicuda toksisite olusturabilecek miktarda
olmamasi ve yine bu metallerin ekskresyon (atilim) mekanizmalarinin var olmasidir.
Bu nedenle dokularda kaplama materyallerinin toksik dozda birikmeyecegi ve

belirgin / kalic1 hasar olusturmayacag diisiiniilmiistiir.

Gegmiste giimiis, kronik yaralarin ve yaniklarin tedavisinde kullanilmastir.
1940’larda penisilin kullanima geg¢mesinden sonra giimiise olan ilgi oldukca
azalmistir (32). 1960’larda, %0.5 glimiis nitratin yanik tedavisinde kullanmaya
baslanmasi ile glimiis tekrar sahneye cikmistir. Calismalara gore bu soliisyon
epidermal proliferasyonu etkilememekte ancak S.aureus, P.aeruginosa ve E.coli
tizerinde olduke¢a etkili olmaktaydi (17). 1968’de giimiis nitrat, siilfonamid ile
kombine edildi ve glimiis siilfadiazin krem bulundu. Bu {iriin, sahip oldugu genis
antibakteriyel 0zelligi sebebi ile yanmiklarda hala kullanilmaktadir. Gilimiis
stilfadiazin, basta E.coli, S.aureus, Klebsiella sp., Pseudomonas sp olmak iizere pek
cok bakteriye karsi etkilidir. Ayn1 zamanda kismen anti fungal ve anti viral etki de
gosterir (44). Son zamanlarda, antibiyotik direncinin ¢ok artmasi nedeni ile
klinisyenler 6zellikle yara oOrtiilerinde ve yanik hastalarinda tekrar giimiis iceren

tiriinlere doniis yapmis durumdadir.

2.8.2. Akut Toksisite
2.8.2.1. Oral

Cha ve arkadaslar1 (24), 15 nm boyutundaki ve 2-3.5 mikro metre boyutundaki
giimiis pargaciklarin1 dogrudan farelerin midesine vermis 3 giin sonra karacigerde
lenfosit artis1 ve inflamasyon saptamislardir. Her iki tiire de benzer cevap alinmis
ancak nano formda inflamatuar cevabin daha fazla oldugu goriilmistiir. Bu ¢alisma
nano formun daha potent oldugunu ortaya koyabilse de kullanilan giimiis dozu (2.5
mg) ¢ok yiiksektir. Bu durumun bir benzeri de in vitro hiicre kiiltiirlinde karaciger
kanseri hiicreleriyle yapilan bir bagka ¢alismada gozlenmistir ancak yine ¢ok yiiksek

(3 mg) giimiis kullanilmastr.

25



2.8.2.2. inhalasyon

Akut inhalasyon toksisistesi ile ilgili bir veri yoktur ancak uzamis inhalasyon ile
ilgili bazi calismalar mevcuttur. Bunlar “tekrarlayan doz uygulamalar1” bashiginda

anlatilacaktir.

2.8.2.3. Dermal

Pek cok calisma, yara bakiminda giimiis igeren yara Ortiilerinin etkisi/faydasi
tizerinde durmaktadir. Trop ve arkadaslarinin (134) yayinladigi bir vaka sunumunda,
%30 yanik sahasina sahip bir hastada Acticoat olarak bilinen bir glimiislii yara Ortiisii
ile tedavi sirasinda olanlar anlatilmistir. Hasta, tedavinin 1.haftasinda arjiri bulgular
gostermeye baslamis, uygulama hemen kesilmis, zaman igerisinde arjiri diizelirken
kan glimiis seviyeleri 7 hafta kadar uzun kalmaya devam etmistir. Bu ¢alismada doz
hakkinda bilgi mevcut degildir. Ancak, biitiinligli bozulmus ciltten giimiisiin kana
gecebildigi ve dokularda birikebildigi gosterilmis durumdadir. Arora ve arkadaglar
(7,8) cilt kanseri hiicre kiiltliriinde ¢alismis, bu hiicrelere giimiisiin toksik oldugunu
bulmuslardir. Bu hiicrelerde apopitoz icin gereken dozun, nekroz igin gereken

dozdan ¢ok daha az oldugu vurgulanmaistir.

Yapilan bir ¢alisma (84), 20 nm boyutunda ve sitrat kapli nano giimiisiin ve 40 nm
boyutunda ve silika kapli giimiisiin izole perfiize domuz deri flebinde (IPPSF) lokal
dagilimim incelemistir. Kisaca, IPPSF, 4 saat boyunca 0.84 mg/L sitrat kapli nano
giimiigle veya silika kapli nano glimiisle perfiize edilmis ardindan da 4 saat boyunca
normal sekilde perfiize edilerek bir nevi yikama siireci yaratilmistir. Flebin arteryel
ve vendz giimiis konsantrasyonlar1 6l¢lilmiis, nonkompartmantal ve iki kompartmanl
farmakokinetik model olusturulmustur. Bu sekilde giimiisiin arteryel kompartmandan
vendz kompartmana gecisi irdelenmistir. Non kompartmantal analiz, her iki tip nano
glimiis i¢in tahmin edilen klirensin 1 ml/dak oldugunu géstermistir. Bu oran, flebin
perfiizyon hizina esittir ve ¢ok az bir eliminasyonun varligina isaret eder. T 2 degeri
sitrat kapli grupta 44 dakika ve silika kapli grupta 59 dakika olarak saptanmistir. Bu

sonugclar, deride giimiisiin farmakokinetigini belirlemede oldukga faydali olacaktir.
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2.8.2.4. Periton i¢i uygulama

Sarhan ve Hussein (159), intraperitoneal uygulamada nano glimiisiin akut dozlarinin
farelerde mortalite ve morbidite yapmadigini belirtmektedir. Ancak, histopatolojik
incelemeleri bobrek ve karaciger hasarini ortaya koymaktadir. Yaptiklar1 ¢calismada
bobrekte renal tiibiil hasari, sitoplazmik vakuolizasyon, hipertrofiye niikleoluslar,
glomerul bazal membraninda kalinlasma gibi olumsuz etkiler saptamislardir.
Karacigeri incelediklerinde ise, hasarli hepatositler, ve Kuppfer hiicrelerine ve
bunlari igerisinde ¢ok sayida yag globiillerine rastlamislardir. Fragmante sisternalar,
endoplazmik retikulum hasari, sismis ya da zarar gérmiis mitokondriler de bulgular
arasindadir. Ne var ki bu c¢alismada da kullanilan doz ¢ok yiiksektir. Kan

parametrelerinde olumsuz degisiklikler de mevcuttur.

2.8.3. Tekrarlayan Doz Toksisistesi (Kronik Toksisite)
2.8.3.1. Oral

Kim ve ark. (70,72), oral yolla 28 giin boyunca verilen nano glimiisiin siganlardaki
etkilerini incelemislerdir. Bu g¢alismay1 bir risk analizi c¢alismasi olarak alamayiz
¢linkii kullanilan dozlar yine ¢ok yiiksektir. Caligmada diisiik (30 mg/kg/giin), orta
(300mg/kg/giin) ve yiikksek (1000 mg/kg/glin) nano giimiis kullanilmistir.
Karacigerde doz bagimli inflamasyon saptanmistir. Bu durum yine bu organin ana
hedef doku oldugu seklinde yorumlanmistir. Bu konuda yeterli literatiir ¢aligmasinin
olmamasi nedeni ile oral alim i¢in bir “yan etki goriilmeme (No-observed Adverse
Effect, NOAEL” smir1 belirlenemeyecektir. insanlarda oral alimm ¢ok uzun siire
devam etmesi ve asirtya kagmasi durumunda arjiri ile karsilagildigir bilgiler
arasindadir (25,137), bu dozu kabaca hesaplamiglardir. Yayinladiklar1 vaka
sunumunda kisi 450 ppm giimiis igeren koloidal {irinii 10 ay boyunca giinde 3 defa
(450 ml/glin) icmis ve arjiri olusmustur. Chang ve arkadaslarinin (25) ve Kim ve
arkadaglarinin (70,72) calismalarinda ise doz belirtilmemistir. Bu durum bilingsiz

tiiketimin ne kadar kolay gerceklesebilecegini aydinlatmak adina dnemlidir.
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2.8.3.2. inhalasyon

Hyun ve ark (60), inhalasyon ¢emberindeki sicanlara farkli dozlarda nano giimiis
iceren hava solutmuslardir. 28 giin boyunca haftada 5 giin, giinde 6 saat (bir is¢inin
maruziyetini taklit edebilmek adina) boyunca yapilan ¢aligmada diisiik (0.5 mg/m3),
orta (3.5 mg/m3) ve yiksek 61 mg/m3) giimiis iceren havayr soluttuklari
calismalarinda solunum mukozasindaki nétral miisinlerde etkilenme disinda bir
bulguya rastlamamislar ve bu uygulamanin zararsiz oldugunu belirtmislerdir. Ji ve
arkadaslar1 (63) neredeyse ayni galismay1 yapmislar ve bir miktar hepatik nekroz
disinda olumsuz bir durumla karsilasmadiklarini belirtmislerdir. Bu caligmada

kullanilan dozlar bir 6nceki ile ayn1 tutulmustur.

Sung ve arkadaslar ise (125,126), ayni calismayr c¢ok daha yiliksek dozlarla
tekrarlamislardir. Calismalarinda kullandiklar1 dozlar siras1 ile 49 mg/m’, 133
mg/m? ve 515 mg/m? olarak se¢ilmistir. Tiim dozlarda doza bagimli olmak sart ile
akciger fonksiyonlarinda bozulma saptanmig, Olim yasanmamistir. Sung ve
arkadaslari, histopatolojik verilerini de yorumlayarak giimiisiin inhalasyon yolu ile
alinmasinda en diisiik toksik dozun (lower adverse effect level, LOAEL) 100
mg/m? oldugu yorumunu yapmuslardir. Bu durumda NOAEL ise 133 mg/m? olarak
hesaplanmistir. Bu veriler, en diisiik toksik dozu ve toksik olmayan dozun iist

sinirlarini belirlemede oldukga faydalidir.

2.8.3.3. Dermal

Kronik maruziyet adina yapilmis bir caligma yoktur. Var olan kisith akut maruziyet

durumu ise ilgili baslikta daha 6nce irdelenmistir.
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2.8.4. Hedef Organ Toksisitesinde Biyolojik Mekanizma
2.8.4.1. Akciger toksisitesi

Asha Rani ve arkadaglar1 (9,10), nisasta kapli nano gilimiisii normal akciger
fibroblastlarina ve insan glioblastoma hiicrelerine olan etkilerini incelemislerdir.
Bulgulari, toksik etkinin mitokondrial solunum zincirini bozmak yolu ile ROS
sentezinde artis ve ATP tiretiminde aksama sebebi ile oldugu yoniindedir. Bu durum,
sonrasinda DNA hasar1 yapmaktadir. Soto ve ark (122), akciger epitelyumu ve
makrofajlarda toksisite saptamislar ve makrofajlarin daha dayanikli oldugu

gostermislerdir.

2.8.4.2. Karaciger toksisitesi

Toksikokinetik boliimiinde anlatildig: iizere, giimiislin sistemik toksisitesinde ana
hedef organ karacigerdir. Hussain ve arkadaglar1 (58), insan hepatoma hiicrelerinde
yaptiklar1 ¢alismalarinda giimiisiin karacigerde ROS sentezinde artis ve oksidatif
streste artis yaparak toksik etki gosterdigini belirtmislerdir. Yazarlar, giimiisiin
uygulama dozuna bagl olarak mitokondrial membran potansiyelinde ve hiicre sag
kaliminda olumsuz etkiler saptamiglardir. Cha ve ark (24), nano giimiise maruz kalan
hepatoma hiicrelerinde DNA miktarinda artis saptamiglar ve bunun apopitoz belirteci
oldugunu sdylemislerdir. Diger taraftan, nano formun, mikro formdan daha toksik
oldugunu da dile getirmislerdir. Arora ve arkadaglari (7) fare fibroblastlar1 ve
karaciger hiicreleri iizerinde yaptiklari ¢aligmalarinda yiiksek dozun apopitoz ve
nekrozla sonu¢landigimi belirtmislerdir. Diisiik dozlarda ise aymi dokular {izerinde

koruyucu etki gormiislerdir.
2.8.5. Oksidatif, inflamatuar ve genotoksik etki

Diger nano partikiillerde oldugu gibi, giimiis nano partikiillerde de toksisite, artmis
oksidatif stresin neden oldugu genotoksik ve sitotoksik etkilerin sonucunda
gerceklesmektedir. Artmig ROS iiretimi, oksidasyon duyarli sinyal yolaklarinin

aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu ise inflamatuar, genotoksik ve sitotoksik sonuglar
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dogurmaktadir. Bu etki mekanizmasi ¢ok sayida arastirici tarafindan net olarak ortaya
konulmus durumdadir (23,28,59). Sonug olarak, diisiik doz oksidatif stres koruyucu
etki yaparken yiiksek dozda oksidatif stres zararl etkilerde bulunmaktadir. Bu durum,

bu tiir bir etki i¢in bir esik degerin varligina isaret etmektedir.

2.8.5.1. Nano giimiis uygulamasinin oksidatif, inflamatuar ve genotoksik

sonuclari

Tiim nano metallerde oldugu gibi glimiisiin de zararli etkilerde bulunmasinin
sebebinin hiicre i¢i artmig oksidatif stres, oldugu gosterilmistir (28,29) bu ise
genotoksisite ve sitotoksisite yapmaktadir. (9,10,58). Sonug olarak, giimiis, etkilerini
ardisik bir dizi olay1 tetikleyerek yapmaktadir. ROS artis1 oksidan bagimli sinyal
yolaklarin1 stimiile etmekte, bu ise sonugta inflamatuar, genotoksik ve sitotoksik
sonuclar dogurmaktadir. Pek ¢ok ¢alisma bunun bdyle oldugunu ortaya koymaktadir.
Carlson ve ark (23) sican alveolar makrofaj hiicrelerinde giimiisiin (15, 30, 55 nm)
100 ug/ml dozunun 24 saat uygulamasiyla oksidatif stresi artirdigini gostermistir.
Hiicre i¢ine alinan partikiiller nedeni ile hiicrelerin morfolojik yapilar1 ciddi derecede
bozulmustur. Tiim partikiiller ROS {iiretiminde artis ve hiicresel GSH seviyesinde
azalmaya neden olmustur. Bu durum partikiillerin oksidatif cevap olusturdugunun
ispatidir. Tiimdr nekroz faktor alfa’nin, Interlokin 1 betanin ve makrofaj inflamatuar
protein 2’nin iiretimi artmistir. Bunlar da bir tiir inflamatuar cevaptir. En sonunda,
nano giimiis hiicre yasamini etkilemektedir. Daha once de belirtildigi gibi, nano
glimiisiin etki mekanizmasinda boyut ¢ok 6nemli bir parametredir, kiiclik parcalara
verilen cevap daha fazladir. Bu ¢alisma, giimiis nano partikiillerin oksidan aracili
cevabini ortaya koymaktadir. Bu durum ise oksidatif stresi ve sonrasinda sitotoksik
sonucu dogurmaktadir. Hsin ve ark (59), fare fibroblast hiicreleri, sican vaskiiler diiz
kas hiicreleri ve insan kolon kanseri hiicreleri tizerinde ¢alismistir. Calismalarinda
<100 nm ve <250 mikrometre partikiiller kullanmislar, doz olarak da 0.0005 ug/ml-
500 ug/ml dozlar1 se¢mis, bu dozlar1 adi gegen hiicrelere 72 saat boyunca
uygulamiglardir. Nano partikiiller glimiis hiicre yasayabilirligini azaltirken daha
bliyiik partikiillerde durum bodyle olmamistir. Ardindan bu sitotoksisitenin altinda

yatan mekanizma incelenmistir. Sitotoksisite apopitotik mekanizma ile olmaktadir.
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Insan kolon kanseri hiicreleri bu etkiye en az duyarli olanlari olmustur. Bel 2
proteininin bu hiicrelerde up-regiile olmasi olaydan sorumlu tutulmustur. Bu bulgular
ayrica glimiisiin etkilerinin hiicre-spesifik oldugunu da ortaya koymaktadir. Zira baz
hiicreler glimiis toksisitesine ¢ok duyarli iken bazilar1 direnglidir. Ayrica, dncesinde
apopitoz Onleyici N-asetil sistein (NAC) verilen hiicrelerin toksik etkiden etkilenme
oranlarinda da iyilesme saptanmistir. Bir seri olay giimiis sitotoksisitesinden sorumlu
tutulmustur. Jun-N-terminal kinaz ve p53 (apopitoz regiilatorleri) stimiile olmakta ve
mitokondri aracili apopitozu (sitokrom c¢ salinimi ve bax translokasyonu yaparak)
uyarmaktadir. Ahamad ve ark. (2) kaplanmamis ve polisakkarid kaplanmis glimiisiin
fare embriyonik kok hiicrelerine ve fibroblastlarina olan etkisi iizerinde ¢alismislardir
(25 nm, 50 ug/ml, 72 saat). Kaplanmamis giimiis kiimelenme gosterirken, kaplanmis
giimiiste bu durum yasanmamuistir. Yazarlar, bu durumun, yani kiimelesmenin hiicre
dagilimin etkiledigi, bu yiizden de niikleus ve mitokondride gosterilemediklerini 6ne
siirmiislerdir. Ne var ki, hiicre i¢ine alinma her zaman toksisite i¢in yeterli sebep
degildir. Partikiillerin hiicre yiizeyine temasi ve c¢oziinebilirligi de toksisiteyi
etkileyen parametrelerdir. Protein p53 (aktivasyonu DNA hasar1 yapar) ve Rad51
(DNA ¢ift sarmal onarimindan sorumludur) artmistir ve h2AX fosforilasyonu
suclanmistir (genellikle DNA ¢ift sarmal kiriklarinda artar). Sonugta nano giimiis,
DNA hasar1 yapmaktadir. Azalmis hiicre yasayabilirligi de nano giimiis maruziyeti
ile yakin iliskilidir ve DNA hasarma bagli apopitoz bu durumdan sorumlu
tutulmaktadir. Polisakkarit kaplanmis nano giimiig, kaplanmamis olanma gore ¢ok
daha sitotoksik bulunmustur. Bu durum da bir kez daha nano giimiisiin yiizey
kimyasinin sitotoksik ve genotoksik etkide ne kadar Onemli oldugunu
vurgulamaktadir. Her ne kadar her iki tiir nano giimiis de hiicre yasamini olumsuz
etkilese de, bu durum polisakkarit kaplanmis olanlarda daha belirgin ve ciddidir. Chi
ve arkadaslari (28), aselliiler biyokimyasal ortam kullanarak giimiis genotoksisitesini
calismislar ve ¢ok zayif genotoksik oOzelliginin oldugunu sdylemislerdir ancak
kurguladiklar1 deney tartismaya agiktir. Boyle bir sistem dogrudan genotoksisiteyi
ortaya koymakta yeterli ilken ROS sentezine bagl hiicresel olaylarin neden oldugu

genotoksisiteyi agiklamaktan uzaktir.
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2.9. IRITASYON, KOROZIF ETKIi VE SENSITIiZASYON

Bu konuda yeterli bilgi mevcut degildir. inhalasyon sonrasi gelisen iritasyon igin
ilgili boliimde literatiir degerlendirmesi yapilmistir. Nano giimiisiin cilt iizerinde
iritatif ya da alerjik etkisinin olmadig1 diisiiniilmektedir. Mevcut bilgiler 1s181nda

nano giimiisiin korozif olmadig1 da bilinmektedir.

2.10. MUTAJENITE VE KARSINOJENITE

Bu konuda yapilmis yeterli ¢alisma yoktur. 28 gilin oral maruziyet sonrasinda
(tekrarlayan doz toksisitesi bashiginda anlatilmistir), kemik iligi mikro niikleus testi
icin alinmis ve genotoksisiteye rastlanilmamistir (73,74). Ancak bu calismada pozitif
kontrol kullanilmamistir. Ne var ki daha once diger basliklar altinda da belirtildigi
gibi, nano giimiisiin sitotoksik oldugu kadar genotoksik potansiyelli de vardir. Nano
geno toksikoloji alaninda yapilan son review’da, Singh ve ark (118), kisith sayida
glimiis genotoksisitesi calismasi oldugunu belirtmislerdir. Yazarlar, Ahamad ve
arkadaslarinin (2) yaptig1 ¢alismaya atifta bulunarak giimiisiin genetik degisiklikler
yapma potansiyeli oldugunu belirtmislerdir. Gelecekte bu konuya daha c¢ok
odaklanmis caligmalarin varligina ihtiya¢ duyulacaktir. Ayrica karsinojenite iizerine
yapilmis bir ¢alisma da mevcut degildir. Bu konunun da ileride daha kapsamli

arastirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

2.11. UREME SiSTEMINE OLAN TOKSISITESI
2.11.1. Fertilizasyona EtKkisi

Braydich-Stolle ve Ark (21), fare sperm hiicrelerinin nano giimiise verdigi cevabi in
vitro olarak incelemiglerdir. 15 nm boyutundaki nano giimiisiin molibdenyum trioksit
ve aliminyumdan daha zararli oldugunu bulmuslardir. Diger taraftan, tiim metallerde
doz bagimli olarak artan spermotoksik etki saptanmustir. Mevcut toksikokinetik
bilginin eksikligi ve literatiiriin yetersizligi sebebi ile bu konuda kesin kantya varmak

su giin icin imkansiz goriinmektedir. Wiwanitkit ve ark (140), nano altinin dogrudan
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spermatazoa iizerinde toksik etkilerinin oldugunu belirtmistir. Benzer durumun
giimiis nano pargaciklar icin de olmasi muhtemeldir. Ilgili ¢calismada, spermatazoa
motilitesi azalmis ve sperm bas ve kuyruklarinda nano altin saptanmistir. Yine de bu

verilerin giimiise uyarlanabilirligi tartigmalidir.

2.11.2. Gelisimsel toksisite

Bar-Ilan ve arkadaglar1 (15), zebra baligi embriyolarinda koloidal giimiis ve altin
nano parcaciklarinin 6liimciil ya da sakatlik yapict oldugunu bulmustur. Bulgulari
glimiisiin toksik, altinin ise daha inert oldugu yoniindendir. Ayrica nano glimiisiin
etkilerinin boyut bagimli oldugu da belirtilmistir. Lee ve ark (88) benzer bir ¢alisma
yapmis ve giimiis nano parcaciklarin koryon kanalindan gecerek embriyo igine
girdigini ve zararli etkilerde bulundugunu belirtmistir. Calismacilar koryon
kanallarindan gecerek embriyoda biriken giimiisiin ve yaptig1 zararli etkinin
uygulama dozu ile ¢ok yakin iliskisi oldugu kararina varmistir. Bu verinin insanlarda

da bu sekilde olacagi kesinlik kazanmamustir.

2.11.3. Oral alim sonrasi risk

Oral alimla ilgili olarak sdylenebilecekler genellikle giimiis iceren preparatlarin ¢ok
yiiksek doz alinmasi ile ilgilidir. Genellikle rapor edilen klinik durum ise arjiri
denilen cildin gri-mavi renk almasidir. Bu durum ise genellikle internet tizerinden
satilan giimiis kolloidlerin orantisiz kullanimina baglidir. Bu vakalarda ortaya ¢ikan
toksisite, aslinda medikal anlamda tavsiye edilebilecek dozlarin ¢ok ¢ok iizerindedir.
Normal kullanimda giimiisiin zararli bir etkisine rastlanilmamistir. Mesleki olarak da
bu tiir iirlinlerin iiretiminde calisan is¢ilerde nefes yoluyla alinan nano gilimiisiin
mukosiliar aktivite ile yutulmasi sonrasinda ya da el-agiz temasi ile olabilmektedir.
Yine de oral alim, hatir1 sayilir bir maruziyet yolu sayilmamaktadir. Sonug olarak,
mevcut veriler, oral alim i¢in bir risk/zarar/fayda dozu sunabilmekten ¢ok uzaktir.

Zaten oral alim, diger maruziyet yollarina gore daha az risklidir.
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2.12. ARJiRI (ARGYRIA)

Ciltte glimiis birikime bagl olarak gelisen gri-mavi renk degisimi arjiri olarak
isimlendirilir. Literatiire koloidal giimiis iiriinlerini kontrolsiizce kullanan kisilerde
goriilmekle birlikte, (25) vaka sunumu olarak anlatilan bir hastanin da glimiislii yara
ortiileri kullanimi sonrasinda arjiri gelistirdigi raporlar arasindadir (134). Arjiri genellikle
viicudun glines 151¢1ma maruz kalan yerlerinde, yani ellerde ve yiizde daha belirgindir. Bu
nedenle, Wadhera ve Fung, (137) bu olayn bir de fotosensitif komponenti oldugunu
Chang ve ark, (25) ise melanositlerin 151k ile aktive olarak bu duruma neden oldugunu

ileri stirmiigtiir. Mekanizmasi hala tam olarak aydinlatilmis degildir.

Diger taraftan, ciltteki giimiis iyonlarmin UV 1s18a maruz birakilmalarinin
fotorediiksiyona neden olarak, tipki eski fotograf kagitlarinda oldugu gibi, iyonik
giimiisi metalik giimiise indirgedigi de sodylenmektedir (25,130). Arjiri
mekanizmasinda ileri siiriilen bir diger sav ise, stilfidril iceren proteinlerin ve metal
baglayici proteinlerin olusturdugu bir protein kompleksi oldugudur. S6z konusu bu
depozitler, periferik sinirler etrafinda ve kan beyin bariyerinde de gozlenmis ancak

her hangi bir zararh etkisi saptanamamustir.

2.13. GUMUSUN ANTIBAKTERIYEL ETKILERI

Glimiis iyonlar1 antibakteriyel ve anti fungal etkilerinden dolayr yiizlerce yildir
kullanilmaktadir. Giimiis tuzlari, erken Islamiyet donemine ait hekimlerce 8.
yiizyilda tedavi amaci ile kullanilmistir (157). Ibn-i Sina, MS.980’1i yillarda giimiisii
kan temizleyici, ¢arpint1 giderici ve agiz kokusu tedavilerinde regete etmistir. 19.
ylizyillda glimiis epilepsi tedavisinde ve diger bazi sinir sistemi hastaliklarinda
kullanilmistir. Bu ylizyilin erken donemlerinde, giimiis, arsefaminle kombine

edilerek sifiliz tedavisinde kullanilmistir (157).

Glimiigiin anti bakteriyel etki mekanizmasini inceleyen literatiire gore; glimiis
stilfidril enzimlerini inaktive eder, amino, imidazol, karboksil ve fosfat gruplar ile
bag olusturur. Bu durum ise hem bakteri solunum zincirini hem de DNA

replikasyonunu bozarak prokaryotlarda mitozu durdurur (13,14,123). Diger taraftan

34



bakteri hiicresinin segici gecirgenligini bozar (18) doku proteinleri ile bag olusturur
ve bu durum proteolitik bakterilerin ¢ogalmasin1 engeller P.aeruginosa’da log
fazindaki DNA ‘ya baglanarak ¢ogalmasini engeller (34). Ayrica giimiis, E.coli’de
glukoz, gliserol, siiksinat, D-laktat ve L-laktat oksidasyonunu bozarak solunum
zincirini inhibe eder. Diger taraftan giimiis, B-galaktosidaz enzimini inhibe ederek
E.coli’de bakterisidal etki gosterir. Secinti ve arkadaslarinin yaptigi calismalar da
basta MRSA, E.coli, Klebsialla, Pseudomonas olmak iizere pek ¢cok bakteri iizerinde
glimiisiin etkili oldugunu gdstermistir (114,115,116).

2.14. NANO GUMUSUN ANTIFUNGAL AKTIVITESI

Mantarlar iizerine yapilmis ¢ok fazla ¢aligma yoktur. Bu konuya odaklanmig bir
calisma (87), T.mentagrophides ve Candida tiirlerinde glimiisiin ICso degerinin 1-25
ug/ml arasinda oldugunu gostermektedir (yani ad1 gegcen mantarlarin %80 inin inhibe
olmasi i¢in gereken giimiis miktar1 1-25 ug/ml’dir, bir baska ifade ile 1-25 ppb’dir).
Bu caligmada cok iyi bilinen bir antifungal olan Amfoterisin B i¢in bu deger 1-5
ug/ml ve flukanazol ic¢in ayni deger 10-30 ug/ml oldugu belirtilmistir. Ancak bu
calismada giimiisiin amfoterisinden daha az toksik oldugu belirtilmistir. Asagidaki

tablo bu calismay1 6zetlemektedir.

Tablo 3. Fungal patojenlerin %80’inin etkisiz hale gelmesi i¢in gereken

medikasyon miktar1

Fungal Tiirler IC 80 (ug/ml)

(alt tiirlerin say1s1) Nano Ag Ampfoterisin B Flukanazol
C albicans (4) 2-4 5 10-16
C.tropicalis (2) 7 2-4 13
C.glabrata (4) 1-7 2 10-16
C.parapsilosis (3) 4-25 2 13
C .krusei (1) 13 4 13
T. mentagrophytes (30) 1-4 1-2 20-30
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Pek c¢ok antifungal molekiiliin klinik kullanimi smirhdir. Ciinkii insan kaninda
hemoliz yapma potansiyelleri vardir. Bu calismada, nano giimiisiin hemolitik
aktivitesi, onun sitotoksik potansiyelini ortaya koyacagi diisiincesi ile incelenmistir.
1-25 ug/ml konsantrasyonunda nano giimiisiin yaptig1 hemoliz diger anti fungallerle
kiyaslanmistir. Tablo 3 bu ¢alismay1 6zetlemektedir. Tablodan da anlasilacag: gibi,
1.25 ug/ml, 2.5 ug/ml ve ug/ml konsantrasyonlarda kullanildiginda ne nano giimiis,
ne de Amfoterisin B hemoliz yapmamaktadir. Ancak 10 ug/ml Amfoterisin B, kanin
%10’unda hemolize neden olurken ayni miktarda nano giimiis sadece %6 hemoliz
yapmaktadir. Buradan c¢ikarilabilecek 2 sonug; nano giimiisiin en azindan kan
hiicrelerine karsi kullanimi kabul gormiis bir ila¢ olan Amfoterisin B’den daha az
toksik oldugu ve 5 ug/ml (5 ppb) ve altindaki dozlarda hi¢bir sekilde hemoliz

yapmadig1 olacaktir.

Tablo 4. Antifungal medikasyonlarin doz bagimli hemoliz etkisi

icerik Hemoliz yiizdesi ve ila¢ konsantrasyonu (ug/ml)

10 5 2.5 1.25
Nano Ag 6 0 0 0
Amfoterisin B 10 0 0 0

2.15. GUMUSUN MEMELI DOKUSUNA ETKILERI

Bu rapor hazirlanirken, glimiisiin toksik etkilerini ortaya koyan ¢ok az in vivo (canl
hayvanda yapilan) ¢alisma mevcuttu. Muhtemelen gelecekte ¢cok daha genis ve
giivenilir ¢aligmalar yapilacaktir. Ancak, eldeki mevcut galigmalar bile, giimiisiin
kesinlikle toksik oldugunu ama bu etkinin 6ncelikle kullanilan doza bagli oldugunu
ortaya koymaya yetecek diizeydedir. Bundan sonra yapilmasi gereken ise, tibbi
uygulamalarda ve Ozellikle bu raporun yazilma amact olan “giimiis kaplamali
implant” kullaniminda giivenli bir esik deger olup olmadigini ortaya koymaktir.
Literatiirdeki caligmalarin geneli solunum, cilt ya da sindirim sistemi ya da
intravendz (damar i¢i) enjeksiyon yoluyla alinan nano giimiisiin doku dagilimi
tizerine odaklanmig durumdadir. Bu durum, parcacik toksisitesinde potansiyel hedef
organlart belirlemede olduk¢a faydali olmustur. Bu hedef organlar tek tek

inceleyecek olursak:
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2.16. AKCIGERLERE OLAN ETKISi

Nano parcaciklarin eskiye gore daha fazla iiretiliyor olmasi, mesleki agidan bu tiir
maruziyetlerin de artacaginm1i gostermektedir. Ancak, hala akcigerlerde giimiis
maruziyeti sonrasinda olabilecekler karanliktadir ve gelecekte aydinlatilmasi
umulmaktadir. Takenaka ve arkadaslari (127) pulmoner nano giimiis maruziyeti
sonrasinda akcigerlerde biriken glimiis iizerine bir ¢alisma yapmustir. Calismalarinda
sicanlara 6 saat boyunca 3 x 10° parcacik/cm? konsantrasyounda (133 ug/m®) ve 4-10
nm boyutunda nano giimiis igeren hava solutmusglar ve islem sonrasinda 0, 1, 4 ve 7.
giinlerde inceleme yapmuslardir. Islemden hemen sonra yapilan calismalar
akcigerlerdeki giimiisiin 1.7 ug/g (1.7 ppb) oldugu bulunmustur. 7. giinde bu
miktarda %4’liikk bir azalma saptanmistir. Akcigerlerdeki birikim, nazal kavitedeki
birikimle dogru orantili bulunmus ve akcigeri drene eden lenf nodlarinda da giimiis
saptanmigtir. Ayrica, 0.giinde giimiisiin kan degeri 8.9 ng/g (8,9 ppb) olarak
saptanmistir. Bu miktar zamanla azalmig ve bu durumun gimiis atilimi ya da
akcigerlerden dolasima gecerek baska dokulara gegmesi nedeni ile olabilecegi iddia
edilmigtir. Bu giimiisiin ¢0zlinmiis glimiis mii yoksa nano partikiiler giimiis mii
oldugu aciklik kazanmamustir. Caligmacilar ayrica pargacik fagosite etmis akciger
makrofajina rastlamadiklarini belirtmisler ancak bu incelemenin 151k mikroskopu ile
mi elektron mikroskopu (TEM) ile mi yapildigin1 belirtmemislerdir. Takenaka ve
arkadaslar1 ayrica nano glimiis olarak da adlandirilabilecek elemental glimiisiin
akciger dokusunda birikmeye daha meyilli oldugunu, ancak suda ¢oziinebilen giimiis
nitratin dokulardan daha kolay atilabildigini belirtmislerdir. Bu c¢alismada,
calismacilar, deneklerin saglik durumlar1 veya giimiis birikime bagli gelisen bir
saglik sorunundan bahsetmemiglerdir. Bu durumun, c¢alismayr bu agidan
kurgulamadiklar1 i¢in mi yoksa deneklerde her hangi bir saglik sorununa

rastlamadiklari i¢in mi boyle oldugu yazdiklar1 metinden net olarak ¢ikarilamamustir.

Farkli bir ¢alismada, Hyun ve arkadaslar1 (60), tekrarlayan giimiis (13-15 nm)
inhalasyonunun nazal respiratuar mukozaya etkisini incelemislerdir. Calismada bir
solunum ¢emberi i¢indeki sicanlarin 28 giin boyunca haftada 5 giin ve giinde 6 saat
diisik (1.73 x 10* partikiil/cm®, 0.5 ug/m®) orta (1.32 x 10° partikiil/cm?®, 3.5

ug/m®)’ve yiiksek (1.32 x 10%, 61 ug/m?®) dozlarda giimiis solumasi saglanmis ve her
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hangi bir toksik etkiye rastlanilmamistir. Bu ¢alismada kullanilan en yiiksek doz 61
ug/m> olup Takenaka’nin ¢alismasindaki dozun (133 ug/m?) yaklasik yarisidir. Iki
calisma arasindaki iliskinin lineer oldugunun ispati1 olmasa da, Hyun’un ¢aligmasinda
eger Ol¢iilmiis olsa idi kan giimiis konsantrasyonunun, Takenaka’nin ¢alismasindaki
sonuclarin yarist kadar olacagi (yaklasik 4.5 ppb) On goriilebilir. Hyun ve
arkadaglari, yukarida bahsi gegen ¢alismalarinda acikca “toksikolojik acidan bir fark
saptamadiklarin1” belirtmislerdir. Bu durumda, bu iki calismadan c¢ikarilabilecek
ortak sonug, 8.9 ppb’lik kan giimiis konsantrasyonunun ne 6l¢iide toksik oldugu veya
daha dogru bir ifade ile toksik olup olmadigi anlagilamasa da en azindan 4.5 ppb lik

kan konsantrasyonunun toksik olmadigi belirlenmis olmasidir.

Sung ve arkadaslar1 (125) benzer bir ¢aligmay1 daha farkli dozlarla yapmistir. Bu
calismada da yine diisiik (49 ug/m®) doz, orta doz (133 ug/m?) ve yiiksek doz (515
ug/m®) kullanilmistir. Tiim dozlarda alveollerde inflamasyon saptanmus, akciger
fonksyonlarinda dalgalanma yasanmistir. Ayrica, kan glimiis seviyelerinde ytlikselme
saptanmig, glimiislin akcigerlerden kana gegtigi gozlenmistir. Dahasi, karaciger,
olfaktdr bulbus, beyin ve bobreklerde giimiis saptanmistir. Beyin ve olfaktor
bulbustaki glimiigiin komsuluk sebebi ile noral yapilar boyunca tagindigi sdylenebilir.
Yine de daha ileri incelemeler gereklidir. Bu calismada akciger ve karaciger ana
hedef organlar olarak 6ne ¢ikmaktadir. Oysa neredeyse ayni ¢aligmanin tekrarini
yapan Jeong ve arkadaslar1 (63), diisiik doz 0.48 ug/m?), orta doz (3.48 ug/m®) ve
yiiksek doz (61 ug/m?) giimiise ayn1 sekilde ve siirede maruz birakilan siganlarda her
hangi bir zararli etki gézlememislerdir. Calismalarinda saptadiklar1 en yiiksek kan
giimiis degeri 6.96 ng/g’dir (6.96 ppm) ve erkek siganlarda gozlenmistir. Diisiik
dozlarda beyin dokusunda giimiis gézlenmezken doz arttikca beyin dokusunda da
giimiis gozlenmeye baslanmigtir ancak kan giimiis seviyesinin ¢ok altindadir.
Calisma boyunca tiim deneklerde normal su ve gida tiiketimi ve saghkli kilo alimi
gbzlenmistir. Her hangi bir saglik sorununa rastlanilmamistir. Buradan da
anlasilacag1r gibi, giimiis toksisitesi her seyden once doz bagimli bir olaydir.
Gumiisiin karacigere gectigi yine gdzlenmis ancak dalak, beyin ve olfaktor bulbusta
glimiise rastlanilmamustir. Sonugta ortaya c¢ikan gergek, gilimiisiin sigan akcigeri
izerine ¢ok onemli bir toksik etkisinin olmadig1 yoniindedir ki yazarlarin ifadesi de

bu yondedir. Buradan c¢ikartilabilecek bir diger sonug¢ ise, kan giimils seviyesinin
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6.96 ppm’e ¢cikmasi durumunda c¢esitli organlarda giimiis birikimi olabilecegi ancak
bunlarin denek sagligi ilizerinde en azindan akut donemde zararli bir etkisinin
olmadigidir. Ne var ki, bu caligma sadece 28 giin siirdiiriilmiis ve ¢alisma sonunda
denekler sakrifiye edilmistir. Bu ¢aligma, yaklasik 7 ppm gibi yiiksek kan glimiis
seviyelerinin bile erken donemde zararsiz oldugunu gosterdigi i¢in olduk¢a 6nemli
olsa da, ayn1 ¢alismanin daha uzun siireler kullanilarak tekrar yapilmasinda fayda
oldugu ortadadir. Glimiisiin bir atilimimnin oldugu bilinir. Bu nedenle de 28 giinliik
glimilis maruziyetini takiben gegen zamanda, giimiisiin dokulardaki ve kandaki
seviyesi tekrar dlgiilmeli ve akut maruziyet sonrasi artmig giimiisiin ne kadar siirede
normale geldigi -veya gelip gelmedigi- ve bu siire sonunda deneklerin saglik
durumlarinin ne oldugu belirlenmelidir. Bu sekilde kurgulanmis bir ¢alisma daha

giivenli bilgiler sunacaktir.

2.17. GUMUS NANO PARTIKULLERIN CILT UZERINDEKI ETKILERI]

Tian ve arkadaslar1 (131) 1s1 hasar1 yaptiklar1 fare modelinde 0.48 mg glimiis iceren
yara Ortiilerinin yara iyilestirme kapasitesine bakmislar ve yaralarin bu uygulama ile
standart tedavi olarak kabul edilen giimiis siilfadiazine kiyasla daha hizli iyilestigini
saptamiglardir. Aynm1 zamanda, gilimiis igeren yara Ortiilerinin amoksisilin ve
metranidazole gore de daha etkili oldugu saptanmistir. Bu durum, gilimiisiin
antibakteriyel etkisinin ¢ok daha yiiksek oldugunu ortaya koymasi bakimindan
onemlidir. Sonug olarak giimiis nano partikiilleri, yara dokusunda sitokin iiretimini
modiile ederek interlokin-6, interlokin-10, interferon gama ve transformik growth
faktor beta lretimini diizenlemekte ve buna bagli olarak da yanik yarasindaki
inflamatuar cevabi azaltmaktadir. Bu durumun ispati ise yarada azalmig ndtrofil
seviyesidir. Tiim bunlarin bir getirisi olarak da, yara daha hizli iyilesmekte ve skar
dokusu daha 1limli olmaktadir. Vlachou ve arkadaslar1 (136), Acticoat denilen bir
giimiis icerikli yara Ortiisiiniin uygulandig1 hastalarda kan giimiis seviyesinin arttigini
saptamiglardir. Tedavinin baglangicindan 9 giin sonra maksimum kan glimiis
seviyesine ulagilmistir (229 ug/L) (229 ppb). Kullanilan Acticoat yiizey alan1 arttik¢a
bununla paralel olarak kan giimiis seviyesi de artis gOstermistir. Daha genis

yaniklarda daha fazla yara ortiisii kullanmak ve daha uzun tedavi siireleri kullanmak
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zorunlulugu kan giimiis konsantrasyonunu artis yoniinde etkilemistir. Tedavinin
kesilmesinden 6 ay sonra kan giimiis seviyeleri normale donmiistiir. Ayrica bu
calismadan cikarilabilecek bazi dip notlar su sekildedir: Bazi hastalar, tedavi icin
yazarlarin klinigine basvurmadan dnce Acticoat veya benzeri glimiis igerikli yara
ortiileri veya glimis siilfodiazin iceren yanik kremleri kullanmistir. Bazi hastalar ise
boyle iirlinler kullanmamistir. Yazarlar, ¢alismaya alinan her hastanin kan giimiis
seviyelerini calisma 6ncesi 6lgmiistiir. Calismaya alinmadan 6nce glimiislii bir yanik
tiriinii kullanan hastalarin kan glimiis seviyeleri ortalama 5 ppb, boyle bir {irlin
kullanmayan hastalarin kan giimiis seviyesi ise ortalama 0.4 ppb (400 ppt) olarak
belirlenmistir. Bu da demektir ki, hi¢bir sekilde gilimiislii {iriin kullanmamis
bireylerin de kanlarinda glimiise rastlanabilmektedir. Zaten yazarlar normal bir
bireyin kan gilimilis seviyesinin 1-5 ppb arasinda olabilecegini belirtmistir.
Calismalarinda, hastalarin kan giimiis seviyesinin en ge¢ 6 ay icerisinde normale
dondiiginii belirtirken de bu verilere gore “normal” siirimi belirlediklerinin altini
cizmektedir. Hi¢ giimiis kullanmamis bireylerin kanlarinda nasil olup da giimiis
saptanabildigi konusu ise bu raporun ilerleyen boliimlerinde ve 6zellikle de igme
sularinda izin verilen giimilis sinirlarinin  anlatildigr bagliklarda tartigilacaktir.
Yazarlar ayrica, baz1 deneklerde, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede hematolojik degisiklikler ve 6zellikle bir tiir karaciger fonksiyon gostergeci
olan AST’de yiikselme saptamistir. Bobrek fonksiyonlarinda ise bir degisiklik
belirleyememistir. Ne var ki, hastalarin kan giimiis seviyelerine baktiklarinda,
saptadiklar1 hi¢cbir bozulmanin kan giimiis seviyesindeki artigla iligkili olmadigin
fark etmislerdir. Yani hi¢bir hastada artmis glimiis miktar1 ile iliskilendirilebilecek
saglik sorunu yasanmadigi i¢in yazarlar Acticoat uygulamasinin zararsiz oldugu

sonucuna varmislardir.

Trop ve arkadaglar1 (134) tarafindan yapilan bir baska c¢alismada ise saptanan
karaciger enzimlerinde yiikselme ile kan giimiis seviyesi arasinda ilisi kurulamadigi
icin gilimiisiin karacigere zarar vermedigi yoOniinde yorumlanmistir. Yaptiklar
calismaya gore, viicut alaninin %30’unda yanik olan 17 yasindaki bir erkekte, tiim
yanik alanin1 Acticoat denilen giimiislii yara ortiisii ile kapatmisglar ve 7 glin boyunca
3 defa bu ortiiyii yenilemislerdir. Once saglik durumu iyiye giden ve istahi agilan

hastada uygulamanin 7.gilinlinde istahsizlik baslamis ve cilt rengi gri-mavi bir hal
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almistir. Yapilan tiim tetkiklerin normal gelmesi iizerine bunun arjiri (argyria)
denilen giimiise bagli bir etki oldugunu diisiinerek hastanin kan ve idrarindaki giimiis
miktarina bakmislardir. Serum ve idrar seviyeleri uygulamanin 7.glinlinde artis
gostermis, tedavi kesilmesine ragmen 7 hafta boyunca yiiksek kalmistir. Serum
seviyeleri normale dondiik¢e arjiri de diizelmistir. Bu vaka takdimi gostermistir ki,
glimiis, dermal uygulama sonrasinda sistemik dolagima gecebilmekte, arjiri
yapabilmektedir ancak tedavinin kesilmesini takiben haftalar icerisinde tekrar
normale donmektedir. Bu vaka sunumunun detaylarina ve rakamlarina biraz daha
odaklanmak, bu raporun daha saglikli bir sekilde yazilmasina olanak saglayacaktir.
Soyle ki; Kullanilan Acticoat’in her bir miligraminda 0.2-0.3 mg giimiis vardir. Yani
giimiis icerigi 200-300 ppm’dir ki bu rakam aslinda ¢ok yiiksektir. Tian ve
arkadaslarmma gore (131) de her bir cm? sinde 0.04 mg giimiis vardir (Makalenin
verileri incelenerek hesaplanmistir). Trop’un makalesinde kullanilan toplam giimiis
miktarini hesaplamak bu raporun ilerleyen satirlarinda kullanilmak tizere degerli
bilgiler verecektir. Boyle bir hesaplama i¢in ise kisinin viicut yiizey alaninin
hesaplanmas1 gerekmektedir. (Viicut yiizey alanint (VYA) hesaplamak igin
kullanilan formiiller su sekildedir: Mosteller’e gére VYA = (agirlik x boy / 3600)'2,
Boyd’a gore VYA = (0.0178 x boy ®° x agirlik %*%%), DuBois’e gére VYA = (0.00718

0725 x agirhk %42%) (158). Trop ve arkadaslarinin sundugu vakada kendileri

x boy
hesaplamamis olsa bile, VYA, DuBois formiilii ile yaklasik 2.048 m? olarak
hesaplanmaktadir (sunduklar1 vakanin boyu 170 cm ve kilosu 61 kg olarak
belirtilmistir). (Acer ve arkadaslarinin ¢calismasinda, az 6nce belirtilen her 3 formiilde
de birbirine ¢ok yakin sonuglarin ¢iktigir ve aradaki farkin ihmal edilebilir diizeyde
oldugu ortadadir.) Yine Trop ve arkadaslarinin sundugu vakada, yanik orani, viicut
ylizey alaninin %30’u olarak hesaplanmistir. Buradan, basit bir hesaplama ile,
sunduklar1 vakanin yanik alaninin 600 cm? oldugu goriilecektir. Tiim yanik alanini
kapatacak sekilde Acticoat uygulamasi yaptiklarini belirttiklerine gore, hastada
kullandiklar1 Acticoat’m 600 cm? (0.6 m?) oldugu anlasilir. Tian ve arkadaslarmnin
yaptig1 ve bu bashigin ilk kaynag1 olarak yukarida bahsi gegen ¢alismada ise 12 cm?
ylzey alanina sahip Acticoatin 0.48 mg glimiis icerdigi belirtilmektedir. Tian ve

Trop’un calismalarindaki veriler dikkatli bir sekilde ve karsilagtirmali olarak

incelendiginde 600 cm? yara Ortiisiiniin 24 mg giimiis icerdigi hesaplanmaktadir.
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Yani hastaya tek bir uygulamada 24 mg giimiis verilmistir ve 7 giin igerisinde bu
uygulama 3 defa tekrar edilmis, sonugta hastaya 72 mg giimiis verilmistir. Bu sartlar
altinda bile, dl¢iilen en yiiksek kan giimiis degeri 107 ppb, en yiiksek idrar giimiis
degeri ise 28 ppb olarak rapor edilmistir. Ustelik, 97.giinde kan giimiis degeri 13.3
ppb’ye, idrar giimiis miktar1 ise 1.5 ppb’ye diismiis ve yazarlar bu durumu “
normale donmek” olarak raporlamiglardir. Yani, yazarlara gore 13.3 ppb (13.8
ug/L) kan giimiis seviyesi normaldir. Bobrek fonksiyonlarinda higbir bozulma
olmamasina ragmen, idrarda giimiis saptanmis olmasi, baz1 yazarlarin savundugu
gibi, glimiigiin bobrek yolu ile atiliminin ispati olabilir. Genel kabul goren diisiince
ise giimis atiliminin daha ¢ok diski yolu ile oldugu yoniindedir. Bu konu ve ilgili
makaleler, giimiisiin farmakodinamigi anlatilirken belirtilecektir. Trop ve
arkadaslarin makalesinde mevcut literatiire gore daha farkli olarak arjirinin gegici

olmasi da ayrica onemlidir. Ciinkii bilinen tiim diger ¢aligsmalar, arjirinin masum ama

kalic1 bir durum oldugu yoniindedir.

Tim bu ve benzeri onlarca g¢aligma, yarali cilde glimilis uygulamasi sonrasinda
giimiislin viicuda gecebildigini ispatlamaktadir. Bu tiir uygulamalar, bu raporun
yazilma amaci olan “kalict implant” uygulamasi i¢in uygun modeller olmasa da,
artmis kan giimilis seviyesi sonrasinda yasananlar, kalici implant uygulamasi
sirasinda olmasindan korkulan kan giimiis seviyesi artiginin alt veya {ist sinirlarini
belirlemekte oldukga faydali olacaktir. Sonucta, giimiisiin viicuda hangi yolla alindig1
onun viicuda gecen miktarin1 belirlese de, viicuda gecen giimiisiin orada ne
yaptiginin incelenmesi s6z konusu oldugunda giimiisiin hangi yolla alindiginin bir
onemi kalmamaktadir. Dermal uygulamalar sonrasi olabilecekler iizerinde daha ileri
caligmalara halen ihtiya¢ duyulmaktaysa da tiim yazarlar bdyle bir durumda ilk hedef
organin karaciger oldugu konusunda hemfikirdirler. Gilimiisiin yara iyilesmesini
hizlandirici  6zelligi bu ¢alismalarca ortaya konulmus ve geleneksel giimiis
stilfadiazin tedavisinden daha iyi sonuglar alindig1 belirlenmistir. Ancak halen bu tiir
uygulamalarin giivenlik sinirlart saglikli olarak belirlenebilmis degildir. Bu tiir
tiriinlerin fayda-zarar dengesi iyi irdelenmelidir. Ciinkii yaralanmig ciltten giimiis

kolaylikla kana ve ardindan da dokulara gec¢ebilmektedir.
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2.18. GUMUS NANO PARTIKULLERIN INTRAPERITONEAL (KARIN iCI)
ENJEKSIYONU

Rahman ve arkadaslar1 (105), 25 nm boyutundaki nano giimiisiin etkilerini beynin
farkli bolgelerinde incelemiglerdir. Bunun i¢in farelere intraperitoneal (karin igine
enjeksiyon seklinde) olarak 100, 500 ve 1000 mg/kg giimiis vermis ve 24 saat sonra
yaptiklar1 incelemede kaudat niikleusta, frontal kortekste ve hippokampusta gen
ekspresyonunda degismeler saptamislardir. Arastirmacilar alinan bu sonuglari,
giimiislin norotoksisite yaptig1 ve gen ekspresyonunu oksidatif stresi artirmak yoluyla
gerceklestirdigi seklinde yorumlamiglardir. Bu deneyde kullanilan giimiis aslinda ¢ok
yuksektir (ppm cinsinden ifade ile 100 ppm, 500 ppm ve 1000 ppm) ve incelenen
dokularin glimiis seviyesi hakkinda bir agiklama yoktur. Glimiigiin istenmeyen
etkilerinin 6ncelikle doz bagimli oldugu artik ispatlanmistir. Neredeyse her ¢aligsma,
yayinlanan metnin bir yerinde bu bilgiden bahsetmektedir. Durum bdyle iken,
kurgulanan bu ¢alisma doz se¢imi konusunda oldukg¢a hatalidir ve bu rapor ig¢in
sadece kotii bir ornek teskil etmekten ileri gidemeyecektir. Kullanilan en diisiik doz
olan 100 mg/kg giimiis, 70 kg agirligindaki bir insana oranlandiginda 7000 mg (7
gram) giimiis anlamina gelir ki, yaptiklar1 ¢calismaya gore 70 kilogramlik bir insanin
glimiise bagli genetik bozulma yasamasi i¢in 24 saat igerisinde 7 gram gilimiisii
dogrudan viicuduna almasi gerekmektedir ve bu alim viicut igerisine enjeksiyon
seklinde olmalidir. Ciinkii daha sonra (farmakokinetik basligi altinda) anlatilacagi
gibi, agiz yolu ile alinan giimiisiin yaklasik %901 digk: ile atilmaktadir. Yani, bir
baska ifade ile kisinin 7 gram giimiisii viicuduna alip genetik bir bozulma
yapabilmesi i¢in agiz yolu ile bir giin igerisinde 70 gram glimiis almalidir ki bu
durum hayatin olagan akigina terstir. Glimiisiin gen ekspresyonunda bozulma
yaptigiin ortaya konulmasi agisindan degerli bir ¢aligma olsa da, daha mantikli

dozlar ile ¢alismanin tekrar edilmesi gerekmektedir.

Sarhan ve Hussein’in (159) ratlar lizerinde yaptiklari c¢aligmada ise, 40-60 nm
boyutundaki glimiis partikiilleri intraperitoneal olarak (2000 mg/kg yani 2000 ppm)
verilmis ve 48 saat sonra beyin bdbrek ve karaciger elektron mikroskopu ile
incelenmistir. Bu ¢alismada da giimiisiin ad1 gegen organlarda zararh etkilere neden

oldugu ancak si¢anlarin saglik durumlarinda her hangi bir degisimin olmadig:
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saptanmistir. Gilimiise maruz birakilan deneklerin bdobrek ve karacigerlerinde
morfolojik degisimler saptanmistir. Bu ¢alismada, bobrek korteksi ve parankiminde
hiicresel sisme, sitoplazmada ¢ok sayida membrandz vakuoller, hipertrofiye olmus
niikleollii niikleuslar, tiibiiler epitelyumda sisme, sitoplazmik vakuolizasyon,
glomeriiler selliilaritede artis, Bowman mesafesinde tikanma, sismis hepatik hiicreler,
sinlizoidal liimende daralma ve hipertrofiye olmus Kuppfer hiicreleri gozlenmistir.
Deneklerin karaciger ve bobrek fonksiyonlarindaki bozulmalar laboratuvar olarak da
ispatlanmus, karaciger enzimleri ile iire ve kreatinin degerlerinde artis gozlenmistir.
Kan saymmlarinda da artmis hemoglobin degerlerine rastlanilmistir. Ne var ki bu
calismada da kullanilan glimiis dozu ¢ok yiiksektir. Bir sicanin agirliginin ortalama
200-300 gram oldugu diisiiniiliirse, her bir sigana 400 ila 600 miligram kadar giimiis
verildigi hesaplanacaktir. Ya da ayn1 dozun 70 kg agirhigindaki bir insana verilmesi
durumunda gereken glimiisiin 140 gram olmasi, oral yolla alindiginda %90’1nin
atildig1 distintilince de kisinin 1400 gram (1.4 kg) glmiis almasi gerektigi
goriilecektir. Bu miktarin klinik uygulamalarda yer bulmasi imkansizdir. Bu deneyin
daha diisiik dozlarla tekrarlanmasinin uygun oldugu aciktir. Zaten yazarlar da,
gimiisiin klinik kullaniminin gerekli/faydali oldugunu agikca belirtmeseler de,
dolayli yoldan bundan bahsetmisler ve sinir dozun belirlenebilmesi i¢in daha farkli
dozlarla benzer deneylerin tekrarlanmasi gerektigi konusunda hemfikir olduklarini
belirtmislerdir. Ayrica, bu ¢alisma, her ne kadar mantiksiz derecede yiiksek dozlarla
yapilmis olsa da, bize en azindan bir insana 140 gram giimiis enjekte ettigimizde bile
ciddi saglik sorunu yaratmayacagini, sadece bobrek ve karaciger iizerinde i1limh
degisiklikler yapabilecegini gosterdigi i¢in ilging ve degerlidir. Halbuki Wadhera ve

Fung, (137) glimiis nitrat i¢in dldiiriicii dozun 10 mg oldugunu belirtmektedirler.

2.19. GUMUS NANO PARCACIKLARA ORAL MARUZIYET

Glimiis igeren iriinlerin oral yolla alinmasi daha ¢ok internet kaynakli bilgiler
dogrultusunda artrit ve hatta bazen kanser tedavisi umudu ile kontrolsiiz kullanimi
neticesinde olmaktadir Bu durum, yani kontrolsiiz tiiketimi, barsak iilserlerine ve
hatta arjiriye neden olsa da onlenememektedir. Oral yolla alinan giimiis kolaylikla

sistemik dolasima ge¢cmektedir (137).
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Cha ve ark. (24), 15 nm boyutundaki nano partikiilleri ve 2-3.5 um boyutundaki
mikro partikiilleri dogrudan fare midesine verdikleri caligmalarinda, maruziyeti
takiben 3.giinde fare karacigerinin ciddi boyutta lenfosit artis1 yani inflamasyon
gosterdigini saptamislardir. Takiben, ticari olarak temin edilen insan karaciger hiicre
kiilltirinde bir seri c¢alisma yaparak mitokondrial aktivite ve baz1 gen
ekspresyonlarina ve hiicrelerin DNA igeriklerine bakmislardir. Ne var ki bu ¢alisma,
kendi i¢inde mantiksiz ve tutarsiz 2 ayri c¢alismay1 barindirmakta ve ¢okga soru
isareti tagimaktadir. Calismaya daha detayli bakacak olursak, oncelikle farelere agiz
yolu ile 2.5 gram giimiis vermislerdir. Metinde belirtilmemis olsa da deney
farelerinin agirhigr yaklagik 30 gramdir. Bu agirliktaki fareye 2.5 gram gilimiis
vermek, standart bir insana (70 kg), 8 kg giimiis vermeye esdegerdir. Calismacilarin
— kendi makalelerinde rakamsal bir hata yapmamislarsa- neden bu kadar yiiksek bir
doz kullandiklar agiklanabilir olmaktan uzaktir. Ardindan, bu farelerin karacigerleri
cikartilmis ve sadece 151k mikroskopisi incelemesi yapilmistir ve karacigerde her
hangi bir glimiis tayini yoluna gidilmemistir. Oysa ki bunu yapmak bdyle bir ¢aligma
icin elzemdir. Ustelik, bu kadar yiiksek doz giimiis kullanilmasma ragmen
mikroskopik olarak ¢ok da korkutucu sonuglar alinmamistir. Diger taraftan,
calismanin bu ilk kismi ile tamamen iliskisiz olarak, insan karaciger hiicre
kiiltiirtinde yaptiklar1 calismalarda 0.24 ppb’den baslayarak 2400 ppb’ye (2.4
ppm)’e c¢ikan dozlarda giimiis kullanmiglardir. Bu c¢alismalar1 sonrasinda
inflamasyondan sorumlu 4 genin ekspresyonunun degistigini gostermislerdir.
Mitokondri fonksiyonlarinda higbir degisiklik gormemisler ancak hiicrelerin DNA
iceriginde ciddi azalma saptamislardir. Bu azalma, kendi ifadelerine gore kesinlikle
doz bagimli degildir. Bu bilgi ise mevcut literatiirle ¢elismektedir. Ayrica,
sitosoksiste g¢aligmalarinda ise kullandiklar1 hi¢bir dozun sitotoksik olmadigini
bulmusglardir. Calismalarinin 4. sayfasindaki tabloda bu durum agikca goriilmektedir.
Oysa ki, ¢alismanin in vitro agamasini, giimiis verdikleri farelerin karaciger hiicreleri
ile yapmis olsalard1 sonuglar ¢ok daha farkli olabilirdi. Ciinkii, ticari olarak satin
alman hiicre kiiltiirlerinin ¢ok sayida pasajlanmasi (yani ¢ok fazla sayida ayni
hiicrelerden yeni hiicreler iiretilmesi) sebebi ile giderek daha dengesiz bir yapiya
sahip olduklar1 ve DNA hasarina meyilli hale geldikleri bilinir. Bu bilgiyi Arora ve

arkadaslar1 da desteklemektedir. (7,8) Calismanin asil soru isareti tastyan kismu ise,
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0.24 ppb ile bunun 10.000 kat1 olan 2400 ppb arasinda DNA bozulmasi agisindan
anlaml fark olmamasidir. Bu durum, elde ettikleri sonucun giimiis disinda bir baska
etkene bagli oldugu anlamina gelebilir. Bu calismanin ayni1 dozlarla ama farklh
kisilerce tekrar edilmesi gerektigi ortadadir. Diger taraftan, farelere verilen
partikiillerin sistemik dolasima gec¢ip gegmedigi, uygulama bolgesinde toksik etkinin
varlig1 ya da yoklugu, digki ile elimine edilme miktar1 gibi noktalar da ¢alismanin

kapsami1 disinda tutulmustur.

Kim ve ark. (72), farelerde 60 nm boyutunda nano giimiisiin tekrarlayan oral
dozunun doku dagilimini ve toksikolojisini incelemislerdir. Bu c¢alismada diisiik
(30mg/kg/giin), orta (300mg/kg/giin) ve yliksek (1000mg/kg/giin) doz glimiise maruz
birakilan 3 grup olusturmuslardir. Toplamda 28 giin siiren bu uygulama sonrasinda
cesitli dokularda giimiis birikimi ve glimiis seviyesinde artis saptanilan bu ¢alismada
kullanilan giimiis dozu da ¢ok yiiksektir ve muhtemelen ¢ok biiyiik bir yiizdesi digk1
ile atilmistir. Calisma bu noktada bu verilerden yoksundur. Glimiis birikimini beyin,
karaciger, bobrek, akciger ve testiste 6l¢miisler ve karacigerin belirgin hasarlandigini
saptamiglar ama her hangi bir gruptaki her hangi bir denekte saglik sorunu veya gida
aliminda azalma saptamamiglardir. Bu bulgular da yine literatiir ile uyumludur.
Ancak, serum biyokimya degerlerine bakildiginda, sadece yiiksek (1000 mg/kg/giin)
doz giimiis verdikleri deneklerde bir takim degismeler saptamiglardir. Calismanin
ilging olan tarafi ise, bu degismelerin ALP, total kolesterol ve total protein
degerlerinde olmasidir. Ciinkii bu ¢alisma disindaki tiim diger calismalar basta AST
olmak {izere baska bir takim parametrelerde degisiklik saptamis, ALP, kolesterol ve
protein degerlerinde normalden sapma saptamamislardir. Deneklerin tam kan
sayimlarina bakildiginda ise, erkek farelerde MCV, disi farelerde ise RBC, Hb ve
HCT degerlerinde normalden sapma gozlenmistir. Bu bulgular ve cinsiyetler
arasindaki farklilik diger ¢aligsmalarla kismen benzerlik gostermektedir. Bu durumun
bir yorumunu yapmak su an i¢in ¢ok miimkiin goriinmemektedir. Yine, sadece
yiiksek doz kullanilan grupta bir “kan pihtilasma” belirteci olan APTT degerinde

klinik olarak anlamli olmayan dozda bozulma saptanmaistir.

Calismanin devam eden asamasinda, deneklerden alinan kemik iligi orneklerinde

genotoksik ve sitotoksik inceleme yapmislar ve normal farelere kiyasla anlamli bir
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genotoksisite ve sitotoksisite saptamamislardir. Bu durum, yukarida bahsedilen Cha
ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alisma ile tezat teskil etmektedir. Cha ve arkadaslar1 0.24
ppb gibi bir doz ile genotoksisite saptarken, Kim ve arkadaslar1 kiimiilatif olarak
toplam 28 giinde verilen 28.000.000 ppb gibi bir dozla bile genotoksisite
saptamamistir. (1000 mg/kg/giin dozundan yola ¢ikilarak hesaplanmistir). Sonuglar
arasindaki bu inanilmaz farklilik, her iki deneyde kullanilan yontemin birbirinden
farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ciinkii, Cha ve arkadaslar1 ¢ok daha detayli
ve hassas bir inceleme yapmislardir. Yine de aradaki farkin bu kadar biiytik olmasi
ancak hiicre kdkenlerinde aranmalidir. Cha ve arkadaslari, genetik olarak bozulmaya
elverigli ticari hiicre kiiltlirii kullanirken Kim ve arkadaslari deneklerin kendi
hiicrelerini  kiiltlir ortaminda c¢ogaltip bunlart kullanmigtir. Ayrica, Kim ve
arkadaslarinin ¢alismasinda, giimiis verilen denekler deney boyunca hayatta oldugu
icin glimiis metabolizmasi ¢aligmig ve detoksifikasyon siirecleri yasanmis olabilir.
Oysa ki Cha ve arkadaslarinin caligmasinda, glimiis nano parcaciklari dogudan
hiicrelerin iizerine verilmistir ki, klinik uygulamada hiicrelerin yasayacagi giimiis
maruziyeti bu sekilde degil Kim ve arkadaslarinin ¢aligmasinda oldugu gibidir. Diger
taraftan, Kim ve arkadaslarinin ¢alismasina elestiri getirecek olursak, yazarlarin bu
calismada kullandiklar1 giimiis dozlari, insanlarda kullanilabilecek klinik dozlardan
hayli yiiksektir. Bu da calismanin degerini bir dl¢iide diistirmektedir. Kullandiklari
en diislik doz olan 30 mg/kg/giin dozu bile ele alinsa, kiimiilatif dozun standart bir

insan i¢in 58.800 mg (58,8 gram) (58.800 ppm) oldugu hesaplanacaktir.

Bahsi gecen ¢alismada dokularin giimiis igeriklerine bakildiginda ise, diger bir takim
calismalarda oldugu gibi disi deneklerin giimiis biriktirmeye daha meyilli oldugu

goriilecektir.

Calismanin baska ilging sonuglar1 da vardir. Erkek kontrol grubunda testislerde 0.1
mg/g glimiis saptanmistir. Bu 100 mg/kg demektir ki 100 ppm’e denk gelir. Ayni
kontrol grubunda bobreklerde 20 ppm, karacigerde 20 ppm, beyinde 30 ppm,
akcigerde 40 ppm, midede 20 ppm ve kanda 10 ppm giimiis saptanmis olmasi
olduke¢a diisiindiiriictidiir. Ciinkii bu grup kontrol grubudur ve higbir sekilde giimiis
verilmemistir. Disi farelerde de durum bundan farkli degildir sadece biraz daha

diisiik miktardadir. Deneklere glimiis verildiginde ise, her iki cinsiyette de artan doz
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ile dogru iliskili olacak sekilde —beklenildigi gibi- glimiis artis1 olmustur. Ne var ki
doz arttikca, disilerin organlarinda biriken giimiis de daha hizli artmaktadir. Bu
durum, disi cinsiyetin, giimiis birikimine daha meyilli oldugu anlamina gelebilir. Az
once de belirtildigi gibi, hi¢ giimiis verilmemis deneklerde de pek ¢ok ¢alismacinin
“yiiksek” olarak adlandirdigi dlgiide glimiis ¢ikmasi, literatiir ile uyumlu olarak, bu
deneklerin fark edilmeden su ve gida ile giimiis aliyor oldugu anlamina gelir. Ciinkii
bilindigi kadari ile glimiisiin hayvan ve insan metabolizmasinda yeri yoktur. Diger
taraftan, bahsi gegen ¢alismada en yiiksek giimiis dozu verilen grupta kan giimiis
seviyesi 0.80 mg/g (800 ppm) olarak Sl¢iilmiistiir. Diger organlarda sonuglar bundan
cok cok daha yiiksektir. Giimiisiin tibbi bir implanta kaplanilarak insan viicudunda
kalic1 olarak kullanilmasi fikrine yesil 151k yakan bu caligma da diger ¢alismalar gibi
diistindiiriicii taraflar igermektedir. Burada alinan sonuglar, giimiis kaplamali bir
implant uygulamasinda kullanilacak dozlarin ¢ok altinda olsa da, bu kadar yiiksek
ppm degerlerinin memeli dokusuna zararsiz oldugunu iddia etmek ¢ok mantikli
degildir ve mevcut literatiiriin biiylik bir kismu ile ¢elismektedir. Ayrica, kontrol
grubunda saptanan abartili giimiis miktarlari, bu calismanin tekrar yapilmasi
gerektiginin gostergesidir. Deneklerin ¢aligma dncesi beslenmelerinde su ve gida ile
farkinda olunmadan giimiis aliyor olmasi teorisi bile rakamsal olarak elde edilen

sonuclar1 karsilamaktan uzaktir.

2.20. INSANLAR UZERINDEKI CALISMALAR

Gilimiis nano parcaciklar antibakteriyel etki amaci ile gidalarda, medikal iirtinlerde,
endiistriel {riinlerin kaplanmasinda ve kozmetikte ¢okc¢a kullanilmaktadir (137).
Glimiisiin doku dagilim yolaklarii ortaya koymak icin boyut, ylizey geometrisi,
yilizey kimyasi, uygulama yolu ve siiresi asil dikkat edilmesi gereken ozelliklerdir
(27). Kisisel maruziyet i¢in ¢ok ¢esitli maruziyet yolu belirlemek miimkiindiir.
Dogrudan cilt temasi, oral yolla alinmasi (mide barsak sistemi), solunum yolu ve
damar i¢i uygulamalar sonrasinda bu durum gergeklesebilir (27,3). Deney hayvaninin
kuyruk veninden verilen nano glimiisiin sirkiilasyon siiresi daha kisa, doku dagilimi
daha genistir (81). Major hedef organ karacigerdir, bunu sirasi ile dalak, akciger ve

bobrek izler. Daha biiyiik parcaciklar birincil olarak dalakta birikir. Tekrarlayan
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damar i¢i uygulamada kan giimiis seviyesi enjeksiyon sonrasi 6 giin yiiksek kalabilir
ve zaman gectikce bu seviye diiser. Bu durum, giimiisiin zamanla viicuttan atildiginin

ispatidir (81).

Glimiisiin inhalasyon toksisistesini inceleyen ¢aligsmalardan birisi, Hyun ve arkadaslar
tarafindan yapilmis ve siganlarin burun mukozalarinda ¢esitli parametrelere
bakmislardir. Bulgularmin hi¢ birisi, kontrol grubuna goére anlamli derecede farklilik
gostermemisti (60). Bahsi gegen ¢alismada, siganlara diisiik doz olarak 0.5 ug/m?, orta
doz olarak 3.5 ug/m’® ve yiiksek doz olarak da 61 ug/m’ giimiis iceren hava
solutmuglardir. Makaleden hesaplandigi kadar1 ile calisma araliklarla 120 saat
stirmiistiir. Bu calismanin, bu rapora bir anlam katabilmesi i¢in, deney siiresince
sicanlarin ne kadarglimiise maruz kaldiginin hesaplanmasi gerekmektedir. Ciinkii
kullanilan dozlarda zararli bir etki gozlenmemistir ve bu hesaplama sonrasinda
ulagilacak degerler, glimisiin giivenli kullanim sinir1 i¢in bir baska degerli veri elde
etmemizi saglayacaktir. Literatiirde (163) siganlarin dakikada soluk sayis1 70-115
olarak ve her soluktaki hava hacmi ise 0.6-2 ml olarak belirtilmektedir. Her iki verinin
de ortalama degerleri alindiginda bir sicanin dakikada 165.6 ml hava soludugu
goriilecektir. Yani bir sican saatte 9936 ml hava solumaktadir. Caligma 120 saat
stirdlriildiigiine gore, her bir sican deney boyunca toplam 1192320 ml hava
solumustur. Bu ise yaklasik 1.2 m® hava anlamma gelmektedir. Buradan diisiik doz
grubundaki her bir sicanin deney boyunca 0.65 ug, orta doz grubundaki her bir sicanin
deney boyunca 4.55 ug ve yiiksek doz grubundaki her bir si¢anin ise deney boyunca
79.3 ug glimiise maruz kaldigi hesaplanacaktir (sicanlarin ortalama agirhigr 191 g
olarak belirtildigine gore, yliksek doz grubundaki her sican 0.41 ppm glimiise maruz
birakilmistir). Bu rakamlardan en yiiksek olani dahi c¢alismacilara gore zararh
olmaktan uzaktir. Diger veriler gibi bu veri de ¢alismanin “karar” kisminda tekrar

degerlendirilecektir.

Glimiisiin inhalasyon toksisitesini inceleyen c¢aligmalardan birisi de Song ve
arkadaslarinin yaptigr calismadir (121). Siganlar lizerinde yapilan bu caligmada
denekler, metrekiipiinde 49 ug, 117 ug ve 381 ug giimiis bulunan havay1 solumak
zorunda birakilmistir. Caligma 12 haftalik (84 giin) bir deney siiresi ve 12 haftalik bir

nekahat stiresi olacak sekilde planlanmistir. Belirlenen araliklarla denekler sakrifiye
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edilerek akciger ornekleri zararlanma agisindan incelenmis ve deney boyunca tiim
denekler akciger fonksiyonlar1 agisindan takip edilmistir. Calismalarinin sonunda,
disi farelerde anlamli bozulma gozlenmezken, erkek farelerde ciddi solunum
bozukluklar1 ve histopatolojik olarak da akciger dokusunda =zararli etkiler
goriilmistiir. Diisiik ve orta doz verilen erkek farelerde nekahat donemi sonunda
anlaml diizelme saptanirken, yiiksek doz verilen erkek farelerde nekahat dénemi
sonrasinda olumlu bir degisiklik gozlenmemistir. Calisma boyunca, her sakrifikasyon
periyodunda deneklerin karaciger, beyin, bobrek, dalak, testis, yumurtalik, goz ve
kan dokularindaki giimiis miktarina bakilmis ve ozetle, disi farelerin tiim dozlari
erkeklere gore daha iyi tolere ettigi saptanmistir. Diisiik doz uygulanan erkek ve disi
farelerde nekahat dénemi sonunda tama yakin diizelme saptanmis, orta doz giimiis
kullanilan grupta ise yine diisiik doz grubuna yakin bir diizelme elde edilmistir.
Literatiir ile uyumlu olarak, en ¢ok giimiis birikimi karaciger ve dalakta olmustur.
Nekahat donemi sonrasinda bu iki organ disindaki tiim diger organlarda glimiis
neredeyse tamamen temizlenmis, bu iki organda ise istatistiksel olarak ¢ok anlamli
olmayan ama diger dokulara gore daha fazla oldugu saptanan giimiis birikimi rapor
edilmistir. Yazarlarin beyanina gore, solunum yolu ile glimiise maruz kalmanin sinir
degeri (NOAEL) 100 ug/m? olarak zaten dnceden kabul edilmistir. Kendi sonuglari
da, bu bilgiyi dogrularniteliktedir. 49 ug/m® ve 117 ug/m® giimiis verilen gruplarda
hem organ fonksyonu hem de mikroskopik agidan kalict bir sorun yasanmazken,
NOAEL degerinin ¢ok iizerinde olan 381 ug/m*® dozunda ciddi ve geri doniissiiz
toksik etkiler saptanmistir. Daha 6nceki benzer ¢alismalarin irdelenemesi sirasinda,
bir siganin bir saatte ne kadar hava soludugu hesaplanmis ve 9936 ml/saat
bulunmustur. 84 giin boyunca giinde 6 saat deneye maruz birakilan siganlarin her
birinin toplamda 5007744 ml giimiislii hava soludugu goriilecektir. Bu ise yaklagik 5
m® hava anlamma gelmektedir. Demek ki diisiik doz grubundaki sicanlar, deney
boyunca 245 ug, orta doz grubundakiler 585 ug ve yiiksek doz grubundakiler ise
1905 ug giimiisii dogrudan akcigerlerine c¢ekerek viicutlarina almistir. Sicanlarin
ortalama agirliklarinin disi ve erkeklerde sirast ile 135 g ve 171 gram oldugu
belirtilmistir. Kabaca, ortalama 150 g olduklar diisiiniildiiglinde, diisiik doz igin
kiimiilatif dozun 1.6 ppm (1.6 ug/g), orta doz grubu i¢in 3.9 ppm (3.9 ug/g) ve
yiiksek doz grubu i¢in 12.7 ppm (12.7 ug/g) oldugu goriilecektir. Bu rakamlar da
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yine daha oOnce incelenen calismalarda oldugu gibi “karar” kisminda tekrar

tartisilmak iizere hesaplanmustir.

2.21. GEBELERDE GUMUS KULLANIMI

Zebra baligi ile yapilan bir c¢aligmada (85), giimiisiin embriyoya gecebildigi
gosterilmistir. Buradan, hamile kadinlarin, gebelikleri boyunca giimiis maruziyetinden
kaginmasi gerektigi sonucu ¢ikmaktadir. Bu oldukca degerli bir bilgidir. Calismacilar,
giimiisii hamile baliga vermek yerine dogrudan i¢inde embriyo olan balik yumurtasina
vermiglerdir. 8-64 hiicreden olusan tek bir balik embriyosu i¢in 0.19 nM yani 20.5 ng
glimiis kullanmis ve bu miktar1 embriyoda gelisim kusuru ve hatta 6liim olusmasi igin
sinir deger olarak belirtmiglerdir. Bu deger, bir zebra baligi embriyosunun agirlig
tartilamadig1 icin insana yansitilamasa da, bir balik embriyosu ile insan viicudu
oranlandiginda hamile bir kadinin kazara maruz kalabilecegi dozdan ¢ok fazla oldugu,
yani aslinda klinik uygulama i¢in diisiiniildiigiinde, makul dozlarda giimiisiin insan
embriyosunda zarara yol agmayacagi kestirebilir. Bu ifadeler, hamile bir kadinin
gebeliginde giimiislii bir {irtin kullanmasina izin verilebilecegi anlamia gelmemelidir.
Bu rapor, daha dnce de defalarca belirtildigi tizere, giimiis kapli implantlarin insanda
kullaniminin giivenlik smirlarmi belirlemek adina yazilmistir. Burada sorulmasi
gereken soru, daha onceden glimiis kapli bir implant kullanilmisg bir kadin hamile
kaldiginda, anne karnindaki ¢ocugun bundan etkilenip etkilenmeyecegi olmalidir. Bu
makaleden yola cikarak kesin bir sey soylemek miimkiin degildir. Ancak, kullanilmas1
planlanan implant sisteminin igerdigi / igermesi 6n goriilen toplam giimiis miktar1
bilindiginde ve konu hakkinda yazilmis baska calismalarla da desteklendiginde bir

sonuca varmak daha mimkiin olacaktir.

Bu nedenle de, asagida, bu konuya odaklanmig baska caligsmalara deginilmistir.
Hamile farelere giimiis verildiginde yavrularin 6grenme sorunu yasayip yasamadigi
sorusunu irdeleyen bir calismada (164), 0.427 mg giimiis verilen farelerin
yavrularinda 0grenme sorunu oldugu saptanmistir. Calisma 0.407 mg
polivinilpirolidin (PVP) kapl giimiisle ve 0.013 mg giimiis iceren giimiis nitrat

kompleksi ile tekrarlandiginda boyle bir sorun yasanmamistir. Bu ¢alismada, yavru
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farelerin beyin dokular1 da incelenmis ve oOzellikle 6grenme ile ilgili olan
hipokampus boélgesinde glimiis miktarinin arttigr saptanmistir. Bu sayede, hem
gilimiisiin hamile bireyden yavruya gecebildigi hem de hic masum olmadig1 bilgisine
ulagilmis olmaktadir. Ne var ki, calismacilar, kendi calismalarinda bile, glimiisiin
zararll etkilerinin doz ve zaman bagimli oldugunu belirtmis olsa da, g¢aligmalarini

tamamen yanlis kurgulamistir.

Austin ve arkadaslarin yaptig1 bir baska calismada (165), gebe farelere farkli
dozlarda giimiis verilmis ve hem farelerin kendisinde hem de heniiz dogmamis
yavrularinda gilimiis miktarina bakilmistir. Anne farelerin neredeyse tiim
dokularinda, verilen doz ile orantili olarak giimiis birikimi saptanmasina ragmen,
Ozellikle anne farenin beyninde ve yavrularda ¢ok daha diisiik dozlarda giimiis
birikimi saptanmistir. Bu caligsma, bir taraftan, giimiisiin anne karnindaki ¢ocuga
gecebildigini gostermekte diger taraftan da bu gecisin korkulacak diizeyde olmadigi
belgelemektedir. Kullanilan kiimiilatif doz, gebe fare basina 35 ve 66 ug olarak
belirlenmistir  (bu dozun fare basma 1-2 ppm oldugu rahatlikla
hesaplanabilmektedir). Bu dozu 1 defada degil, gebeligin 7., 8. ve 9. giinlerinde
olmak tizere (yani organogenez safhasina denk gelecek sekilde) damar i¢inden 3’er
esit doz halinde vermisler (kendi ifadelerine gore 0.4 mg/kg/giin ve 0.73 mg/kg/giin)
ve son enjeksiyonu takiben 24 saat sonra denekleri Sldiirerek 6rnekler almislardir.

Calisma sonunda, higbir yavru farede organ gelisiminde bozulma saptamamislardir.

2.22. IN VITRO CALISMALAR

Nano glimiis toksisitesinin kapsamint ve mekanizmasini ortaya koymada
biyokimyasal belirleyiciler kullanilabilir. Oksidatif stresle ilgili genlerde up
regiilasyon, metallothionein mRNA ekspresyonu ve 1si-sok proteini 70’in up-
regiilasyonu bu belirteglerden bazilaridir (2,27). Son zamanlarda, bu biyokimyasal

belirleyiciler lizerine odaklanmis ¢aligmalar da yapilmaya baslanilmistir (89).

Literatiirde giimiis nano pargaciklarla yapilmis ¢ok sayida c¢alisma mevcuttur.

Mevcut calismalar da genellikle cilt, sindirim sistemi, karaciger toksisitesi ve
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akcigerler tizerinde yogunlagsmistir. Bu calismalar bazen tek bir hiicre tipine

yogunlagirken bazen de organi ele almistir.

2.23. DERMAL MODELLER

Glmiis nano pargaciklarin 6zellikle yara Ortiilerinde kullanimi bir miktar suistimal
ediliyor gibi goriinmektedir. Bu konuda daha detayli ¢alismalar yapilmasi,
partikiillerin penetrasyonunun incelenmesi ve hedef organlar i¢in risk analizinin
tamamlanmas1 gerekmektedir. Arora ve ark (7), hem insan fibrosarkom hiicrelerinde
hem de insan deri kanseri hiicrelerinde bir ¢alisma yapmustir. Calismada, hiicreler 24
saat boyunca 50 ug/mg giimiisle muamele edilmistir (7-20 nm). Ardindan, hiicrelerin
metabolik yeterlilikleri XTT hiicre proliferasyon caligmasi ile Sl¢iilmiistiir. IC 50
degerleri, fibrosarkom hiicreleri i¢in 10.6 ug/ml ve insan cilt kanseri hiicreleri i¢in
11.6 ug/ml bulunmustur. Glimiis iyonlarinin IC 50 degerinin yaklasik yar1 dozunda
(6.25 ug/ml) hiicre icinde oksidatif stresi artirdigr saptanmistir. Bu sekilde
diistiniilmesinin nedeni, bu dozlarda artmus lipid peroksidasyonu ve GSH sevilerinde
azalma saptanmis olmasidir. Apopitoza neden olacak konsantrasyon da ayrica
hesaplanmistir ve fibrosarkom hiicreleri i¢in 0.78 ug/ml, cilt kanseri hiicreleri i¢in ise
1.56 ug /ml bulunmustur. Nekroz i¢in ise bu deger 12.5 ug/ml olarak ol¢iilmiistiir.
Az sayida calisma yapilmis olmasina ragmen, giimiis nano parcaciklarin deri
hiicrelerinde oksidatif stresi artirarak etki ettikleri kesin gibidir. Ne var ki, giimiisiin
canli dokuda bunu yapabilmesi i¢in Oncelikle derinin katmanlarini gegmesi
gerekmektedir. Saglam cildin glimiis gecisine karsi gii¢lii bir direnci vardir. Cilt
biitiinliigli bozuldugunda bu durum degismektedir. Caligmacilarin da belirttigi gibi,
giimiigiin pek ¢ok gram pozitif ve gram negatif bakteri i¢cin MIC degeri (bakterilerin
yarisini Oldiirebilmek i¢in gereken en diisiik glimiis dozu) 1.56-6.25 ug/ml’dir ve bu
dozun aslinda saglikli memeli hiicrelerine zararsiz oldugu kabul edilir. Calismacilar
da bununla o6rtiisen bir sonu¢ bulmuslar ve bakteri 6ldiiren dozun, memeli hiicresine
zarar vermedigini ortaya koymuslardir. Bu calisma, aslinda 2 ayr tiir cilt kanseri
hiicresi ile yapilmistir ve igerdigi lizeri kapali mesaj “giimiisiin antikanserojen
oldugu”dur. Saglikli hiicreyi Oldiirmeyen nano giimiis dozlarmin belirlenip bu

dozlarin kanserli hiicrelerde denenmesinde fayda oldugu agiktir.
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2.24. KARACIGER MODELLERI

Karaciger toksisitesi, glimiis nano partikiillerin en ¢ok biriktigi organ olmasi nedeni
ile neredeyse en ¢ok calisilan konudur. Hussain ve ark (58), glimiisiin karaciger
toksisitesini ilk ¢aliganlar olmustur. BRL 3 A karaciger epitelyum hiicreleri ile
yaptiklar1 ¢aligmada, 2.5-50 ug/ml gimiis kullanmislar ve bu islemi 6-24 saat
siirdiirmiiglerdir. Farkli metallerle de yapilan bu calisma en potent metalin giimiis
oldugunu gostermistir. Onlara gore, glimiis partikiilleri fazla miktarda reaktif oksijen
tirevleri (ROS) {liretimine neden olmaktadir. Ayrica GSH seviyesi diismektedir.
Ciinkii glimiis GSH’ya baglanmakta, ya da GSH sentezinde kullanilan proteinlere
baglanmakta ve onlar1 inaktive etmektedir. Bu calismada dikkati ¢eken ayrinti
kullanilan dozlardadir. Calismacilar, acik¢a, “2.5 ile 5 ug/ml glimiis dozunun
incelenen tiim parametreler iizerinde etkisiz oldugunu ve sitotoksisite yapmadigini
belirtmektedirler. Zararli etkinin basladig1 doz ise 5-10 ug/ml arasinda, yani 5 ug/ml
(5 ppm)’den sonradir. Bu dozdan sonra ise dozla orantili olarak hiicrelerin girdigi
stres ve yasadig1 zararlanma katlanarak artmaktadir. Bu calismanin bu rapor icin
degerli olmasmin asil sebebi, glmiisiin karaciger hiicreleri iizerindeki zararl

etkisinin hangi dozdan itibaren basladigini agik¢a ortaya koymasidir.

Cha ve arkadaslar1 (24), hem mikro partikiillerin hem de nano partikiillerin etkilerini
insan karaciger kanseri hiicrelerinde incelemislerdir. Bu ¢alisma nano from ile mikro
formu kiyaslayan ender caligmalardandir. Yazarlar hicbir konsantrasyonda
(maximum 2.4 ug/ml) 72 saat boyunca mitokondri fonksiyonlar1 iizerine her hangi
bir toksik etki saptamamislardir (Hussain ve arkadaslar1 da ayni sonucu bulmustur).
Bu degerler, pek ¢ok in vitro deneyin kullandigi dozun ¢ok altindadir. Bu kadar
diisiik doz kullanmak nano glimiis kaplamali implantlarin zararsiz dozunu bulmakta
ya da zararli olup olmayacagini ortaya koymakta onemli olsa da, risk analizi
hesaplamalar1 i¢in uygun degildir. Ayrica GSH seviyesini tek bir zaman noktasinda
O0lcmek de yanlistir. Ciinkii siire¢ “zaman bagimli” dir ve ilerleyen zamanlarda
yapilacak GSH 0l¢iimleri normale doniisii gdsterebilirdi. Ayrica 72 saatlik zaman da
bir miktar uzundur ve muhtemelen ilk 24-48 saatlik zaman diliminde olanlar1

kagirmustir.
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Arora ve ark (8) 7-20 nanometre boyutundaki giimiis pargaciklarini fare fibroblastlar
ve karaciger hiicreleri iizerinde denemislerdir. 24 saat boyunca giimiise maruz
biraktiklar1 fibroblast hiicrelerinde IC so degerini (yani hiicrelerin yarisini inhibe eden
doz) 61 ug/ml ve karaciger hiicrelerinde 449 ug/ml olarak belirlemislerdir. Ancak,
oncesinde, 25 ug/ml ve 100ug/ml dozundki giimiisiin hiicrelerde her hangi bir
morfolojik veya fonksiyonel sorun yaratmadigmi gosterislerdir. IC 50 dozu
belirlendikten sonra kendi ifadeleri ile bir meydan okuma yapmuslar ve bu IC 50
dozunun yarisi ile ¢calismayi tekrarlamiglardir. Bu ¢alisma sonucunda mitokondri ve
sitoplazmada siyah elektron dens agregatlar saptamiglardir. Bu agregatlarin igerigi
analiz edilmemis ancak yazarlar bunlarin giimiis nano pargaciklar oldugunu beyan
etmislerdir. Ayn1 dozda (ICso dozunun yar1 dozunda) giimiis nano parcaciklar primer
fibroblastlarda koruyucu etki gostermis, GSH sevilerinde artigs ve lipid
peroksidayonunda azalma saglamistir. Hepatositlerde de artmig anti oksidan enzim
olan siiperoksit dismutaz (SOD) seviyeleri saptanmistir. Diisiik doz oksidatif stres
koruyucu mekanizmalar1 aktive ediyor gibi goriiniirken, fazla oksidatif stres pro-
inflamatuar yanitta artigla sonuglanmakta gibi goriinmektedir. Calismanin bir baska
asamasinda, her iki hiicre grubunda da nekroz 8 hiicre Olimii) yapan dozu
belirlemislerdir. Bu doz fibroblastlar icin 100ug/ml ve karaciger hiicreleri i¢cin 500
ug/ml olarak &l¢iilmiistiir. Ilging olan bulgu ise, apopitoz (programli hiicre 6liimii-
hiicre intihar1) i¢in gereken dozun, nekroz yapan dozdan ¢ok daha diisiik olmasidir.
Apopitoz dozu fibroblast ve karaciger hiicreleri i¢in sirasi ile 3.12 ug/ml ve 12.5
ug/ml olarak bulunmustur. Calismada yiiksek doz giimiis kullanilmamistir. Aslinda
goreceli olarak diisiik konsantrasyonlardaki giimiisiin (fibroblastlarda 3.12 ug/ml,
hepatositlerde 12.5 ug/ml) pro apopitotik sinyal enzimi kaspaz-3’ii aktivite edebildigi
sOylenmektedir. Arora ve ekibi, tibbi uygulamalar ic¢in kullanilabilecek topikal
kremlerin (20 ug/g) gilivenli oldugunu belirtmektedir. Bu dozlarda, karacigerde
zararli etkiden ¢ok faydali etkiler olacagmmi da dile getirmektedirler. Ne var ki,
calismalar1 incelendiginde, bu dozu nasil hesapladiklari anlagilamamaktadir. Arora
ve ekibinin ifadesine gore, hiicreler giimiise maruz kaldiginda oksidatif stres
yasanmaktadir ve bu stres yeterince fazla oldugunda hiicre Oliimii (nekroz)
gelismektedir. IC 50 degerinde gelindiginde ise yine hiicrelerin en az yarisi

Olmektedir ancak bu sefer olim sekli nekroz degil programlanmis hiicre OSliimii
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olarak bilinen apopitoz ile olmaktadir. Iste bu sebeple, IC50 degerinin yarisi ile
calismay1 tekrarlamiglar ve hiicrelerin strese girmelerini saglamiglardir ve
gormiislerdir ki, bu seviyedeki hiicresel stres, hiicrelerde higbir sekilde nekroz veya
apopitoz seklinde bir 6liimle sonuglanmamaktadir. Aksine, koruyucu mekanizmalari
aktive ederek zarar yerine fayda saglamaktadir. Bu koruyucu doz, fibroblastlar i¢in
3.12 ug/ml ve karaciger hiicreleri i¢in 12.5 ug/ml olarak belirlenmistir. Yine kendi
ifadelerine gore, benzer caligmalar hamster bobrek hiicrelerinde ve insan kalin barsak
kanseri hiicrelerinde de yapilmis ve ancak 44ug/ml dozun {izerine ¢ikildiginda hiicre
olimii saptanmistir. Calismacilar, ayrica, 2008 yilinda yaptiklart ve bu raporda daha
once bahsettigimiz kendi g¢alismalarina atifta bulunmuslardir. Bahsi gegen 2008
calismalarinda, sekonder (ikincil — yani fibroblastlarin kanserli tiirevlerini) hiicreleri
kullanmiglardir. Bu calismada ise ayni hiicrelerin primer halini, yani farelerden
cikarilmis normal hiicreleri kullanmiglardir. Ve gormiislerdir ki, primer hiicreler,
kanserli hiicrelere gore glimiisiin zararli etkilerinden ka¢mayr daha 1yi
basarmaktadirlar. Rakamlarla konusmak gerekir ise, fibroblast hiicrelerinin saglikli
olanlarini 6ldiiren giimiis dozu 61 ug/ml iken ayni1 hiicre tiirlerinin kanserli hallerini
Oldiiren giimiis dozu 10.6 ug/ml olarak 6l¢iilmiistiir. Aslinda bu bilgiler, bir taraftan
glimiisiin insan saghiginda giivenli kullanimi i¢in aradigimiz esik degerleri bize
sagladigi icin O6nemli iken, diger taraftan da saglikli hiicrelerin, kanserli hiicrelere
gore glimiise daha dayanikli oldugunu sdylemesi bakimindan daha da degerli hale
gelmektedir. Bu giin fayda-zarar dengesi tartisilan nano glimiis, ¢ok belli ki ileride

kanser tedavisinde kullanilabilecektir.

Kesin olan bilgi, glimiisiin karaciger hiicrelerinde oksidatif stresi artirarak toksik
etkilere aracilik ettigidir ancak bu durum kesinlikle doz bagimlidir. Diisiik dozlarda
koruyucu antioksidan prosesler aktive olurken yiiksek dozlarda apopitoz ve nekroza
kadar gidebilen hiicresel olaylar zincirini tetiklemektedirler. Yine dozun nano
partikiil toksisitesindeki Onemi ortaya c¢ikmaktadir. Daha sonraki c¢alismalarin
koruyucu etkiyi de ortaya koymak adma ¢ok daha diisiikk dozlarda yapilmasi
gerekebilir.

Bu raporun birincil amaci, nano giimiisiin her hangi bir toksik etkisinin olup

olmadiginin belirlenmesi ve eger var ise bu etkinin ne dl¢lide ve ne dozda meydana
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geldiginin agikliga kavusturulmasidir. Bunun ortaya konulabilmesi i¢in ise dncelikle
nano glimiisiin insan veya hayvan viicuduna girdiginde ne yaptiginin ve bunu nasil
yaptigimin  ortaya  konulmasi, yani  giimiisiin  farmakokinetiginin  ve

farmakodinamiginin iyi bilinmesi gerekmektedir.

Gegmiste giimiis, kronik yaralarin ve yaniklarin tedavisinde kullanilmistir.
1940’larda penisilin kullanima geg¢mesinden sonra giimiise olan ilgi oldukc¢a
azalmistir (32) 1960’larda, %0.5 giimiis nitratin yanik tedavisinde kullanmaya
baslanmasi ile giimiis tekrar sahneye c¢ikmustir. Calismalara goére bu soliisyon
epidermal proliferasyonu etkilememekte ancak S.aureus, P.aeruginosa ve E.coli
tizerinde oldukga etkiliydi. (17). 1968’de giimiis nitrat, siilfonamid ile kombine edildi
ve glimis siilfadiazin krem bulundu. Bu f{iriin, sahip oldugu genis antibakteriyel
0zelligi sebebi ile yaniklarda hala kullanilmaktadir. Giimiis siilfadiazin, basta E.coli,
S.aureus, Klebsiella sp., Pseudomonas sp olmak iizere pek cok bakteriye karsi
etkilidir. Ayn1 zamanda kismen anti fungal ve anti viral etki de gosterir (44). Son
zamanlarda, antibiyotik direncinin ¢ok artmasi nedeni ile klinisyenler 6zellikle yara
ortillerinde ve yanik hastalarinda tekrar glimiis igeren iirlinlere doniis yapmis

durumdadar.

Cesitli kimyasallar ve ilaclar adina ¢ok c¢esitli PBPK modeli gelistirilmis olmasina
ragmen nano gimis ile ilgili pek az ¢alisma vardir. Bu calismalardan bazilari,
Takenaka ve arkadaslarimin 2001, Tang ve arkadaslarimin 2008, Lankveld ve
arkadaslarinin 2010, Van der Zande ve arkadaglarinin 2012, Dziendzikowska ve
arkadaglarinin 2012 yilinda siganlar iizerinde, Ahamed ve arkadaslarinin 2010
yilinda zebra baliklar {izerinde, Xue ve arkadaslarinin 2012 yilinda fareler iizerinde
ve Lee ve arkadaslarinin 2013 yilinda tavsanlar tizerinde yaptig1 ¢alismalardir. Bu tez
ise sayist bu kadar az olan nano giimiis c¢alismasina ek bilgi saglamak adina

yapilmistir.

Daha Once altin {izerine yapilan calismalar da giimiise iizerine yapilmis bu
caligsmalarla benzer sonuglar vermistir ve potansiyel olarak giimiis nano pargaciklar
gibi uygulama sahasindan viicuda gegerek dokularda biriktigini gostermistir. Semler-
Behnke ve ark (117), 1.4 nm ve 18 nm boyutundaki iki farkli nano altim

isaretleyerek sicanlara intratrakeal olarak vermisler ve 18 nm boyundaki altinin)

57



99,8’inin akcigerde kaldigini ancak 1.4 nm altinin akcigerde kalan kisminin %91.5
oldugunu ve kalan %8.5’luk kismin kan ve karaciger dahil pek cok ikincil hedef
dokuda biriktigini saptamiglardir. Boylelikle daha kiigiik parcaciklarin akcigerdeki

hava-kan bariyerini gegebildigini gostermislerdir.

Glmiis nano partikiiller iizerinde yapilan farmakokinetik c¢alismalarin biiyiik bir
cogunlugu, dagilim i¢in ilk secilen organin karaciger oldugunu gostermektedir. Bunu
dalak ve bobrek izlemektedir. Oral, intravendz, subkutan veya inhalasyon yoluyla

verilmesi durumu degistirmemektedir.

Ahamed ve arkadaslarinin zebra baliklar1 ile yaptigi calismalarin, genotoksisite
acisindan insanlara yansitilabilecek sonuclar verdigi kabul edilmektedir. Ciinkii bu
baliklarin genetik yapisi insanin genetik yapisina ¢ok yakindir ve insanla benzer
genler tagimaktadir. Genetik calismalarda zebra baligr modeli bu sebeple artik kabul
gbérmiis bir modeldir. Arastirmacilar ¢alismalarinda 30 mg/L, 60 mg/L ve 120 mg/L
yani 30, 60 ve 120ppm dozlar kullanmislardir. Bu calisma (161) incelendiginde
baliklar i¢in 6limciil dozun 250 ppm oldugu goéze carpmaktadir. 30 ppm giimiis
kullanilan grupta 6nemsiz bir takim bozulmalar saptanmis ama 60 ve 120 ppm nano
giimiis kullanilan gruplarda ciddi boyutta genetik degisiklikler belirlenmistir. 30
mg/L. giimlise maruz birakilan deneklerin karacigerlerinde 0.29 ng/mg (290 ppb)
giimiise rastlanilirken, 120 ppm (120 mg/L) giimiise maruz birakilan deneklerin
karacigerinde 2.4 ng/mg (2.4 ppm) gilimiise rastlanilmistir. Buradan anlasilacagi
tizere kullanilan doz 4 kat arttiginda, dokuda biriken doz 4 kat degil 8 kat artmustir.
Bu durum, glimiisiin dokulardaki birikiminin dozla dogru orantili olarak arttigin
dogrularken bu artisin lineer degil parabolik bir artis oldugunu gostermektedir. 30
ppm dozunda bir maruziyet sonrasinda dokuda biriken glimiis miktarinin 0.29 ppm
(vaklasik 0.3 ppm) olmasi, alinan giimiisiin sadece %1’inin karacigerde biriktigini

gostermektedir ve bu orandaki giimiis karaciger icin toksik degildir.

Asharani ve arkadaglarina (160) ait bir calismada 5-100ppm aras1 doz kullanilmis ve
bu yiiksek dozlarda zebra baliginda embriyo gelisim kusurlar1 ve artmig embriyo
Olimii saptanmistir. 5 ppm nano gliimis kullanilan grupta ilimli sayilabilecek
diizeyde anomaliler saptanirken, 25 ppm ve sonrasinda artmis embriyo Oliimii

saptanmigtir. Sonuglar 15181inda bu ¢alismanin 5 ppm’den daha diisiik dozlarla tekrar
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yapilmasi 6nerilmektedir. Clinkii bu ¢alisma, mevcut hali ile 5 ppm’lik dozun toksik
olmadigini iddia edememekte, sadece dolayli yoldan bu dozun (5 ppm) toksik etkinin

basladig1 doz oldugunu ima etmektedir.

Lankveld ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklar1 farmakokinetik ¢aligma, aslinda
giimiisiin dokulara alimmasi ve tekrar atilmasi konularinda c¢ok degerli bilgiler
vermektedir. Calismalari, 6zellikle fizyoloji temelli farmakokinetik modeller (PBPK)

olusturabilmek adina yol gostericidir (81).

Lankveld ve arkadaslari siganlar {izerinde yaptiklari ¢alismada 20, 80 ve 110 nm
boyutundaki glimiis pargaciklarini birbirine yakin konsantrasyonlarda kuyruk
veninden damar i¢i olarak vermislerdir.20 nm boyutundaki giimiisin mililitresinde
23.8 ug, 80 nm boyutundaki glimiisiin mililitresinde 26.4 ug ve 110 nm boyutundaki
giimiislin mililitresinde 27.6 ug glimiis bulunmaktadir. Caligmada tiim gruplardaki

siganlara, 5 giin boyunca giinde 1 ml giimiis igeren sivi enjekte etmislerdir.

Tek doz glimiis verilmesi ile neler oldugunu anlamak i¢in, enjeksiyon sonrasi her
gruptan ilk enjeksiyonu takip eden 2., 5., 10, 20, 30. ve 60. dakikalarda kan almiglar
ve her gruptan 2 sicam1 Oldiirerek doku oOrnekleri almiglardir (beyin, bdbrek,
karaciger, akciger, dalak ve testis). Kiimiilatif (birikimsel) dozun hangi organda ne
kadar biriktigi, bu birikimin doza mi, pargacik boyutuna mi1 yoksa organin kendisine
mi bagli oldugunu anlamaya calismak icin ise geride kalan siganlara 5 giin boyunca
giinliik 1 ml glimiis enjekte etmeye devam etmisler ve bu sicanlardan 2., 3., 5., 6., 8.,

11. ve 17. glinlerde 2 ser adedini 6ldiirerek yine kan ve doku 6rnekleri almiglardir.

3. giinde alinan kan orneklerinde 23.8 ug glimiis verilen 20 nm boyutlu giimiis
grubunda ilk 6l¢iimde elde edilen kan giimiis degeri 0.2 ppm iken, 26.4 ug giimiis
verilen 80 nm boyutlu glimiis durumunda ayni deger 0.3 ppm, 27.6 ug glimiis verilen
110 nm grubunda ise 0.6 ppm olarak Olgiilmiis ama 30. dakikada tekrar 6l¢iim
yapmiglar ve tiim gruplarda kan giimiis degerinin neredeyse 0 ppm oldugu
goriilmiistiir. 5.giin 6rneklerinde de benzer durum saptanmistir. Dokularin giimiis
icerigine bakildiginda ise, tek doz giimiis uygulamasi sonrasinda 20 nm boyutlu
parcaciklar karacigerde birikmis ve dlglilen deger 0.2 ppm’in altinda bulunmustur. 80

ve 110 nm boyutlu pargaciklar ise, tek doz enjeksiyonu takiben belirgin sekilde
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dalakta birikmis ve Olcililen deger, 110 nm boyutlu pargaciklar i¢in 1.6 ppm’e kadar
¢cikmustir.

Tiim organlar icin Ol¢iilen en yiiksek degerler son enjeksiyonu takiben, 6.glinde
alinan orneklerde gozlenmistir. 20 nm grubunda kan glimiis degeri 6. giin 1143 ng,
17.glin ise 0 ng Ol¢iilmiistir. Ayn1 grupta, en yiiksek doku birikimi karacigerde
gozlenmis olup 6.giinde bu deger 10968 ng iken 17. giinde ayni1 deger 1855 ng olarak
Ol¢iilmiistlir. Viicuda enjekte edilen toplam dozun 6.giin i¢in %11 inin ve 17.giin igin
ise sadece %?2’sinin dokularda kaldigi goriilmiistiir. 80 nm grubunda kan glimiis
degeri 6. giin 684 ng, 17.giin ise 0 ng dl¢iilmiistiir. Bu grupta viicuda enjekte edilen
toplam dozun 6.giin i¢in %22’sinin ve 17.giin i¢in ise sadece %12’sinin dokularda
kaldig1 goriilmiistiir. 110 nm grubunda ise kan glimiis degeri 6. giin 1016 ng, 17.gilin
ise 0 ng oOl¢iilmiistiir. Bu grupta ise viicuda enjekte edilen toplam dozun 6.giin i¢in
%21’inin ve 17.giin icin ise sadece %]11’inin dokularda kaldig1 gériilmiistiir. Ozet
olarak damar i¢i verilen giimiisiin kandan hizlica uzaklastig1 ve 2 hafta gibi bir siire
sonunda verilen ilk giimiisiin %12 ila %2’sinin viicutta kaldig1 gortilmiistiir. Bu
calismadan 20 nm boyuttaki giimiis parcaciklarinin viicutta daha az birikmekte

oldugu ve daha kolay atildig1 ¢ikarilabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismanm deney kisminda denek olarak Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri

Laboratuvarindan temin edilen 63 adet rat kullanilmustir.

Calisma oOncesi Ankara Universitesi Hayvan Etik Kurulu’ndan onay almmustir

(Dosya No: 2014-99, Karar-No: 2015-4-87).

Tiim deney boyunca 36 adet titanyum implant kullanilmistir. “Sol gel yontemi”
kullanilarak tiim implantlarin deney kurgusuna uyacak sekilde nano giimiis, nano

¢inko ve nano bakir ile kaplanmasi yapilmistir.

Deney hayvanlarindan sakrifikasyon sirasinda beyin, karaciger ve bobrek dokusu
almmis ve analiz edilmistir. Intrakardiyak yolla 5 cc kan ve intravesikal olarak idrar
ornegi alinmistir. Deney siiresi boyunca belirlenen her bir sakrifikasyon déneminde,
sakrifiye edilen deneklerin iliak arterlerinden 5 cc kan alinarak Ankara Universitesi
Tip Fakiltesi laboratuarlarina gonderilmistir. Biyokimya laboratuarina gonderilen
orneklerden karaciger-bobrek fonksiyonlar1 ve serum elektrolitlerinin incelenmesi,

hematoloji laboratuarina gonderilen 6rneklerden sadece tam kan sayimi yapilmistir.

Akut toksisitenin test edilmesi i¢in 2. giinde her gruptan 3’er denek sakrifiye edilerek

tarif edilen doku 6rnekleri alinmistir.

Subakut toksisitenin belirlenmesi i¢in 30. giinde her gruptan 3’er denek sakrifiye

edilerek tarif edilen doku 6rnekleri alinmistir.

Enjeksiyon kesildikten sonraki zaman diliminde (ilk 30 giinden sonra) nekahat
doneminin degerlendirilmesi, hasarlanmalarin geri dontigiimlii olup olmadigi, geri
dontlistimli ise bu durumun doz bagimli olup olmadigi ve agir metal itrahinin
belirlenmesi i¢in her gruptan geriye kalan 3’er denek 60. giin sakrifiye edilerek ayni
sekilde doku 6rneklemesi yapilmistir. Deney siiresi boyunca farkli tarihlerde yapilan
sakrifikasyonlardan elde edilen karaciger, bobrek, beyin ornekleri deney sonuna

kadar formaldehit igerisinde fikse edilerek saklanmistir. Deney sonunda tiim 6rnekler
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Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dalma génderilerek

kaplamada kullanilan agir metallere bagli doku hasar1 olup olmadig1 incelenmistir.

Deneyin 2, 30 ve 60. giinii alinan doku &rnekleri Ankara Universitesi Tibbi Patoloji
A.B.D. tarafindan incelenmistir. Hematoksilen&Eozin (H&E) boyal1 4p’luk parafin

kesitler 151k mikroskopik olarak incelenmistir.

Patoloji 6rneklemesi i¢in ¢ikarilan dokularin bir kismi1 %2.5 gluteraldehit icerisinde
fikse edilerek bekletilmistir ve deney sonunda toplu halde Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Anatomi Anabilim Dali’na gonderilerek ayni amacgla elektron

mikroskopunda incelenmistir.

Dokulardaki agir metal miktarinin belirlenmesi amaci ile, deney siiresi boyunca
farkli tarihlerde yapilan sakrifikasyonlardan elde edilen karaciger, bobrek, beyin
ornekleri dnce hassas terazide tartilmis, agirliklari not edilmis, daha sonra ise deney
sonuna kadar 2 cc hacmindeki eppendorf tiiplerinde ve serum fizyolojik igerisinde
dondurularak saklanmistir ve deney sonunda Aksaray Universitesi ICP-MS
labortauvarina gonderilmistir. Gonderilen 6rneklerden bakir, ¢inko ve giimiis analizi
yapilmistir. Benzer sekilde, her sakrifikasyon doneminde alinan serum 6rnekleri ve
idrar ornekleri de biyokimya tiiplerinde saklanilarak ayni tarihte aynmi laboratuara

gonderilmis ve yine agir metal analizi yapilmstir.

Calismada toplam 7 grup olusturulmustur. Her grupta toplam 9 denek bulunmaktadir.
Kontrol grubundaki ratlara deney boyunca her hangi bir nano metal enjeksiyonu
yapilmamistir. Diger gruplara yapilan enjeksiyonlarin getirebilecegi stres faktoriinii
ekarte edebilmek adina sadece giinlik 1 cc intraperitoneal serum fizyolojik (SF)

enjeksiyonu yapilmistir.

Grup I deki ratlara deneyin 0. Giinii intraperitoneal olarak giimiis kaplamali
implantlar yerlestirilmistir. Her bir denek i¢in toplamda 50 nanograma esdeger
giimiis maruziyeti vardir. Bu gruba ilk 30 giin 1cc SF intraperitoneal olarak enjekte
edilmigtir. Ardindan 2. giin 3 adet rat sakrifiye edilerek beyin, bobrek ve karaciger
dokular1 alinmigtir. Sakrifikasyon sirasinda kan ve idrar 6rnegi alinmistir. Bu grupta,

geriye kalan 6 rat icin 30. Giine kadar her giin 1 cc SF periton igerisine enjekte
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edilmistir. 30. Giin 3 adet rat daha sakrifiye edilerek doku, kan ve idrar ornekleri

alinmistir. Geriye kalan son 3 rat ise 60. Giin sakrifiye edilmistir.

Grup II deki ratlara deneyin ilk giiniinden 30. Giine kadar 1cc intraperitoneal giimiis
enjeksiyonu yapilmustir. ilk 30 giin boyunca her giin Spgr (5000 ng) giimiis enjekte
edilen ratlar 3’erli gruplar halinde 2., 30. ve 60. gilinlerde sakrifiye edilmistir ve

gerekli ornekler alinmastir.

Grup IIl’teki ratlara deneyin ilk giiniinden 30. giine kadar intraperitoneal glimiis
enjeksiyonu yapilmistir. Bu siire boyunca, her giin 50ugr (50.000 ng) giimiis enjekte
edilen ratlar 3’erli gruplar halinde 2., 30. Ve 60. Giin sakrifiye edilmistir ve gerekli

ornekler alinmustir.

Grup IV teki ratlara deneyin ilk giiniinden 30. Giine kadar intraperitoneal giimiis
enjeksiyonu yapilmistir. Her giin 250pgr (250.000 ng) glimiis enjekte edilen ratlar
3’erli gruplar halinde 2., 30. Ve 60. Giin sakrifiye edilmistir ve gerekli ornekler

alinmustir.

Grup V teki ratlara deneyin 0. Giinii intraperitoneal olarak 20’ser nanogram giimiis,
bakir ve ¢inko kaplamali implantlar yerlestirilmistir. Ardindan 2. Giin 3 adet rat
sakrifiye edilerek beyin, bobrek ve karaciger dokulari alinmistir. Sakrifikasyon
sirasinda kan ve idrar 6rnegi alinmistir. Bu gruptaki ratlara 30. Giine kadar her giin 1
cc SF periton igerisine enjekte edilmistir. 30. Giin 3 adet rat daha sakrifiye edilerek
doku, kan ve idrar 6rnekleri alinmistir. Geriye kalan son 3 rat ise 60. Giin sakrifiye

edilmis, yine ayni amagla ayn1 6rnekler alinmistir.

Grup VI daki ratlara deneyin ilk giiniinden 30. Giine kadar intraperitoneal 20’ser pgr
giimiig, bakir ve ¢inko enjeksiyonu yapilmistir (toplam enjeksiyon hacmi 1 cc).
Ratlar 3’erli gruplar halinde 2., 30. ve 60. giinlerde sakrifiye edilmistir ve gerekli

ornekler alinmustir.

Grup IV i¢in planlanan doz 500 pgr olacakken 250 pgr verilmesinin sebebi,
enjeksiyon sivisi hazirlanirken verilebilecek maksimum konsantrasyonunun 250
ugr/lec olmasidir. 30 giin boyunca 1 cc enjeksiyon yapilacak olan ratlarda 500 ugr

vermek i¢in 2cc enjeksiyon yapilmasi gerekecekti. 2 cc enjeksiyon giinliikk olarak
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yapilan ratlarda sivi1 yiiklenmesi, intestinal konjesyon, kalp yetmezIgi gibi durumlar

olusturabileceginden sivi miktar1 1 cc ile kisitlanmistir. Bu nedenle ancak 250 pgr

verilebilmistir. Tablo 5, anlatilan deney kurgusunu toplu halde gdstermektedir.

Tablo 5. Calisma kurgusu, grup bilgileri ve doz tablosu.

Grup Grup Bilgisi Yapilan islem(ler) Siire Kiimiilatif | Kiimiilatif
Kodu Doz Doz
(2.giin)" (30.giin)™
K Kontrol (n=9) Periton igi serum | ilk 30 giin | 0 mg/rat 0 mg/rat
fizyolojik (SF) | (glinde 1| 0 mg/kg 0 mg/kg
enjeksiyonu defa, 1 cc) 0 ppm 0 ppm
GI Giimiis Kapli implant | Periton i¢i implant | ilk 30 giin | 50 ng/rat 50 ng/rat
(n=9) yerlestirilmesi (50 | (giinde 1 200ng/kg 200ng/kg
+
nano gram Ag) + | defa, 1.cc) | 000 hom | 0.0002 ppm
Periton ¢l SF
enjeksiyonu
GII Nano giimils | Periton i¢i nano | Ilk 30 giin | 10ug/rat 150ug/rat
enjeksiyonu (n=9) glimiis enjeksiyonu | (gilinde 1 40ug/kg 600ug/kg
(5ug Ag/giin) defa, 1 cc (0.04 ppm) 0.6 ppm
GIII Nano giimils | Periton i¢i nano | Ilk 30 giin | 100ug/rat 1500ug/rat
enjeksiyonu (n=9) glimiis enjeksiyonu | (gilinde 1 400ug/kg 6000ug/kg
(50 ug Ag/giin) defa, 1 cc) 0.4 ppm 6 ppm
GIvV Nano giimils | Periton igi mnano | Ilk 30 giin | 500ug/rat 7.5mg/rat
enjeksiyonu (n=9) glimiis enjeksiyonu | (glinde 1 2000ug/kg | 30mg/kg
(250 ug Ag/giin) defa, 1 cc) 2 ppm 30ppm
GV Giimiis+Bakir+Cinko | Periton i¢i implant | ilk 30 giin | 60 ng/rat 60 ng/rat
Kapli implant (n=9) | yerlestirilmesi [her | (giinde 1 240ng/kg 240ng/kg
bir metal tirli i¢in | defa, 1 cc) 0.00024 0.00024 ppm
20 ng (toplam 60 m
ng)] + Periton i¢i SF PP
enjeksiyonu
GVI Nano Giimiis+ Nano | Periton i¢i nano | ik 30 giin | 12ug/rat 180ug/rat
Bakir+ Nano Cinko | giimiis+ nano bakir | (giinde 1 48ug/kg 720ug/kg
enjeksiyonu (n=9) +n.an0. (;mk.o defa, 1 cc) 0.48 ppm 0.72ppm
enjeksiyonu [her bir
metal icin 2ug/giin
(toplam 6 ug/giin)]

Grup I’in Grup V ile kiyaslanmasi, her grupta da implant kullanildig1 i¢in daha

dogrudur. Grup VI ise kendisine en yakin doz kullanilan Grup II ile kiyaslanmalidir.
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Grup I, Grup II, Grup III ve Grup IV ise, artan giimiis miktarlarina bagl olarak

alinan sonuglarin degerlendirilmesi i¢in birbirleri ile kiyaslanmalidir.

(*) 2.giine ait kiimiilatif doz siitunudur. Implant kullanilan gruplarda (GI ve GV)
glinliik olarak nano metal enjeksiyonu yapilmadig: icin, kiimiilatif doz zaman ile
degismemektedir. Bu stitun, ¢alismamin 2.giintinde her gruptan 3’er ratin sakrifiye
edilmis olmasi nedeni ile olusturulmustur. Bu siitundaki kiimiilatif dozlar, 2.giin

sakrifiye edilen deneklerin diger sonuglari ile birlikte yorumlanmalidr.

(**) 30.giine ait kiimiilatif doz siitunudur. Implant kullanilan gruplarda (GI ve GV)
giinliik olarak nano metal enjeksiyonu yapilmadig: icin, kiimiilatif doz zaman ile
degismemektedir. Bu siitun, ¢alismanin 30.giiniinde her gruptan 3’er ratin sakrifiye
edilmis olmast nedeni ile olusturulmustur. Bu stitundaki kiimiilatif dozlar, 30.giin

sakrifiye edilen deneklerin diger sonuglart ile birlikte yorumlanmalidir.

2. ve 30.giinlere ait kiimiilatif doz siitunlarinda her bir grup igin 3 ayrt bilgi oldugu
goriilecektir. mg/rat, ug/rat veya ng/rat ile ifade edilen ilk satirlar, denek basina
verilen kiimiilatif nano metal dozunu ifade etmektedir. mg/kg, ug/kg veya ng/kg
olarak verilen ifadeler, denek’in kilogrami basina diisen dozlari belirtmektedir
(ortalama denek agirligi 250 gramdir). ppm seklindeki ifadeler ise, ortak bir ifade
sekli olusturulmasi icin kullamlmistir. Gergekte kg basina kullanilan nano metalin
mg olarak oranini ifade etmektedir. Bir baska ifade ile ppm=mg(nanometal)/kg(rat)
olarak diisiiniilmelidir. (Orn. GIV i¢in 2000ug/kg ifadesi, 2 mg/kg ifadesi ile, bu
ifade ise 2 ppm ifadesi ile aynidir)

(Kiimiilatif doz (60.giin) isimli bir siitun olusturulmamistir. Ciinkii hi¢bir denege
30.giin ile 60. giin arasinda nano metal enjeksiyonu yapilmamistir. Bu donem,

nekahat donemi olarak kurgulanmistir.)

Bu c¢alismanin daha 1yi anlasilabilmesi i¢in ppm, ppb ve ppt terimlerinin ne
oldugunun ve g, mg, ug, ng birimlerinin birbirine ¢evrilmesinin agiklanmasina gerek

duyulmustur:
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Ppm: part per million, yani milyonda birlik orani ifade eder. Bir baska ifade ile 1
litrelik (1000 mg) (suyun 0zgiil agirhigr yaklasik olarak 1 kabul edildiginde) suyun
icerisinde bahsi gecen maddeden 1 mili gram (mg) oldugunu anlatir. mg/L, mg/kg

veya ng/g ayni orani ifade eder.

Ppb: part per billion, yani milyarda birlik orani ifade eder. Bir baska ifade ile 1
litrelik (1000 mg) suyun igerisinde bahsi gecen maddeden 1 nano gram (ng)
oldugunu anlatir. ng/L, ng/kg, ug/mL ug/g ayn1 orani ifade eder.

Ppt: part per trillion, yani trilyonda birlik orani ifade eder. Bir baska ifade ile 1
litrelik (1000 mg) suyun igerisinde bahsi gecen maddeden 1 mikro gram (ug)

oldugunu anlatir. ug/L ve pg/mL ayni1 orani ifade eder. (pg: pikogram)

1kg=1000g=1.000.000mg oldugu i¢in, 1 mg/kg ifadesi 1mg/1000.0000 mg seklinde
de yazilabileceginden ve ppm terimi “milyonda birlik oran™ ifade ettiginden, bu

ifade ayn1 zamanda 1 ppm olarak da yazilabilir.

[1 ug (mikrogram)= 1000 ng(nanogram) ve 1mg=1000 ug(mikrogram)]
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4. BULGULAR

Deney sirasinda kullanilan toplam 63 adet rat deney Oncesi tartildi ve agirliklar

kaydedildi.

Tablo 6. Deney sirasinda dlgiilen rat agirliklar

Grup/Rat (gr) 0.gilin 2.glin 30.glin 60.glin
KR1 181 179 212 220
KR2 190 194 200 205
KR3 186 188 215 223
KR4 202 200 190 X
KRS 217 217 220 X
KR6 197 196 237 X
KR7 186 189 X X
KR8 192 190 X X
KR9 201 207 X X
GI1R1 198 199 196 202
G1R2 209 211 240 238
GI1R3 243 239 Ex Ex
G1R4 198 195 236 X
GIRS5 186 190 223 X
G1R6 200 203 212 X
GI1R7 197 197 X X
GI1R8 186 186 X X
GI1R9 190 189 X X
G2R1 188 191 206 223
G2R2 229 213 242 252
G2R3 207 205 238 241
G2R4 193 193 204 X
G2R5 194 190 221 X
G2R6 235 229 250 X
G2R7 185 189 X X
G2R8 199 190 X X
G2R9 228 211 X X
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Tablo 6 Devami. Deney sirasinda 6l¢iilen rat agirliklar

Grup/Rat (gr) 0.giin 2.giin 30.giin 60.gilin
G3R1 205 203 212 228
G3R2 190 192 190 210
G3R3 216 203 196 209
G3R4 181 179 236 X
G3R5 184 189 230 X
G3R6 188 192 206 X
G3R7 223 225 X X
G3R8 208 210 X X
G3R9 216 214 X X
G4R1 180 180 204 234
G4R2 208 209 200 210
G4R3 208 208 220 218
G4R4 208 212 240 X
G4R5 195 193 223 X
G4R6 191 190 227 X
G4R7 205 205 X X
G4R8 198 199 X X
G4R9 228 226 X X
G5R1 205 203 242 238
G5R2 200 200 221 230
G5R3 185 183 215 227
G5R4 178 180 237 X
G5R5 220 218 224 X
G5R6 222 223 240 X
G5R7 202 205 X X
G5RS 223 220 X X
G5R9 206 209 X X
G6R1 217 215 227 235
G6R2 206 203 199 210
G6R3 252 250 260 254
GO6R4 256 252 260 X
G6R5 198 200 213 X
G6R6 216 215 220 X
G6R7 195 195 X X
G6R8 229 229 X X
G6R9 243 245 X X

(K: kontrol, G: grup, R: rat, x: rat sakrifiye edilmistir.)
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Deneye katilan tiim ratlar deneyin 0, 2, 30 ve 60. giinlerinde tartilarak agirliklar
kaydedilmistir. Ratlarin hemen hepsinde deney siiresinde kilo alimi oldugu
gorlilmiistiir. Bu durum beslenmelerinin iyi oldugu genel saglik durumlarinin
bozulmadigi ve katabolik siireglere girmediklerini diisiindiirmiistiir. Tiim ratlar deney
siiresince Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi hayvan laboratuarlarinda veteriner
kontroliinde bakilmistir. Taze su ve gida verilmistir. Ratlar kendi gruplarindaki
toplam 9 rat i¢in uygun biiytikliikteki kafeslerde bakilmistir. Her kafes {izerinde grup
numarasini gosteren renkli sayilar kullanilmistir. Ratlarin ilk 30 giin icerisindeki

enjeksiyonlar1 veteriner kontroliinde yapilmustir.

Ratlarin sakrifikasyon giiniinde veteriner esliginde intraperitoneal ketamin ile
anestezisi yapilmistir. Operasyon i¢in tespit edilen ratlara flebotomi ile sakrifikasyon
yapilmugtir. Bu sirada kan 6rnegi almmustir. Intravesikal idrar &rnegi almmustir.
Ardindan karaciger ve bobrek dokulari alinmistir. Foramen magnumdan baglayarak
genis kraniektomi Metz makas ile yapilmistir. Beyin dokusu Ornegi alinmustir.
Almman doku Ornekleri tartilarak formaldehit soliisyonu icinde saklanmistir ve

kaydedilmistir.

4.1. HISTOPATOLOJIK ANALIZ

Tablo 7. Ratlardan alinan dokularin histopatolojik incelemesine ait tablo.

KARACIGER BOBREK BEYIN/SEREBELLUM
KR1D60 KONJESYON KONJESYON NORMAL
KR2D60 KONJESYON KONJESYON NORMAL
KR3D60 KONJESYON KONJESYON NORMAL
KR4D30 KONJESYON KONJESYON NORMAL
KR5D30 KONJESYON KONJESYON NORMAL
KR6D30 KONJESYON KONJESYON NORMAL
KR7D2 NORMAL YOK NORMAL
KR8D2 NORMAL NORMAL NORMAL
KR9D2 NORMAL KONJESYON NORMAL
G1R2D60 KONJESYON KONJESYON NORMAL
GI1R3D60 KONJESYON KONJESYON NORMAL
G1R4D30 NORMAL NORMAL NORMAL
GIR5D30 KONJESYON KONJESYON NORMAL
G1R6D30 KONJESYON KONJESYON NORMAL
GIR7D2 NORMAL YOK NORMAL
G1R8D2 NORMAL NORMAL NORMAL
G1R9D2 NORMAL NORMAL NORMAL
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Tablo 7 Devami: Ratlardan alinan dokularin histopatolojik incelemesine ait tablo.

KARACIGER BOBREK BEYIN/SEREBELLUM
G2R2D60 KONJESYON NORMAL NORMAL
G2R4D30 KONJESYON KONJESYON NORMAL
G2R5D30 NORMAL KONJESYON NORMAL
G2R6D30 KONJESYON KONJESYON NORMAL
G2R7D2 NORMAL NORMAL NORMAL
G2R8D2 NORMAL NORMAL NORMAL
G2R9D2 NORMAL NORMAL NORMAL
G3R1D60 KONJESYON KONJESYON NORMAL
G3R2D60 KONJESYON KONJESYON NORMAL
G3R4D30 NORMAL NORMAL NORMAL
G3R5D30 NORMAL KONJESYON NORMAL
G3R6D30 KONJESYON KONJESYON NORMAL
G3R7D2 NORMAL NORMAL NORMAL
G3R8D2 NORMAL NORMAL NORMAL
G3R9D2 NORMAL NORMAL NORMAL
G4R2D60 PIGMENT BIRIKIMI NORMAL NORMAL
G4R3D60 PIGMENT BIRIKIMI NORMAL NORMAL
G4R4D30 PIGMENT BIRIKIMI NORMAL NORMAL
G4R5D30 PIGMENT BIRIKIMI NORMAL NORMAL
G4R6D30 PIGMENT BIRIKIMI NORMAL NORMAL
G4R7D2 NORMAL NORMAL NORMAL
G4R8D2 NORMAL NORMAL NORMAL
G4R9D2 KONJESYON KONJESYON NORMAL
G5R1D60 KONJESYON KONJESYON NORMAL
G5R2D60 KONJESYON KONJESYON NORMAL
G5R3D60 NORMAL NORMAL NORMAL
G5R4D30 NORMAL NORMAL NORMAL
G5R5D30 KONJESYON KONJESYON NORMAL
G5R6D30 KONJESYON KONJESYON NORMAL
G5R7D2 NORMAL NORMAL NORMAL
G5R8D2 NORMAL NORMAL NORMAL
G5R9D2 NORMAL KONJESYON NORMAL
G6R1D60 PIGMENT BIRIKIMI NORMAL NORMAL
G6R2D60 PIGMENT BIRIKIMI NORMAL NORMAL
G6R3D60 PIGMENT BIRIKIMI NORMAL NORMAL
G6R4D30 PIGMENT BIRIKIMI NORMAL NORMAL
G6R5D30 PIGMENT BIRIKIMI NORMAL NORMAL
G6R6D30 PIGMENT BIRIKIMI NORMAL NORMAL
G6R7D2 NORMAL NORMAL NORMAL
G6R8D2 NORMAL NORMAL NORMAL
G6R9D2 KONJESYON KONJESYON NORMAL

(K: Kontrol, G:grup, R:Rat, D: Giin (Day). Ornegin KR6D30: Kontrol grubundaki 6.ratn 30.giin
sakrifikasyonundan alinan &rnekleri ifade etmektedir.)

60. giinde sakrifiye edilen G4 ve G6 kodlu hayvanlarin tiimiinde karaciger
dokusunda disse araliginda, periportal ve periveniiler alanlarda krem renkli pigment
yuklii histiyosit birikimi dikkati ¢ekmistir (Resim 1A-D). Diger hayvanlarda

karaciger ve bobrek dokularinda vaskiiler konjesyon disinda kayda deger patolojik
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bulguya rastlanmamistir (Resim 2 A,B). Serebellum/beyin dokular1 tim hayvan

gruplarinda dogal histomorfolojik goriiniimde izlenmistir (Resim 3 A,B).

Resim 1. A-D. Karaciger dokusunda sirastyla periportal alan, periveniiler alan ve
disse araliginda krem renkli pigment yiiklii histiyosit birikimi (H&Ex94,
x581, x697, x1003).
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Resim 2. A, B. Karaciger ve bobrek dokularinda vaskiiler konjesyon (H&Ex836,
x484).

- “-f-“';'rfg"‘,' _“-H—H i X IA' i . - [E
Resim 3. A, B. Normal histopatolojik goriiniimdeki serebellum/beyin dokulari
(H&Ex194, x581).

60. giinde alinan doku orneklerinin patolojik incelemesi sonucu dokularda toksisite
goriilmemis olmasi, kullanilan antibakteriyel ve antifungal kaplamalarin organlarda

hasar yaratmadigin1 desteklemektedir.

4.2. Elektron Mikroskopisi

Deney sirasinda ratlardan alman doku &rnekleri Hacettepe Universitesi Anatomi
Anabilim dal1 laboratuvarlarinda elektron mikroskopisi ile incelendi. 2., 30. ve 60.
giin alinan doku ornekleri yorumlandi. Goriintiilerin tamaminda orjinalin 5000 kati

biiytlitme saglandi.
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Elektron mikroskopisinde Grup IV, 2. Giin sakrifiye edilen ratlardan

Sekil 1.

(G4D2) alinan beyin dokusunda cekirdek etrafinda 6dem ve axonal sisme

goriilmektedir (x5000).
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Sekil 2. FElektron mikroskopisinde Grup V, 2. Giin sakrifiye edilen ratlardan

(G5D2) alinan bobrek dokusunda g¢ekirdek c¢evresinde periniikleer ve
mitokondriyal 6dem goriilmiistiir (x5000).

2. giinde alinan doku Orneklerinde meydana gelen bu doku hasarinin verilen
antimikrobiyal kaplamalar i¢in kullanilan iyonlarin etkisine bagli oldugu ve iyonizan

etkiyle doku hasar1 olusturdugu diistintilmiistiir.
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Sekil 3. Elektron mikroskopisinde Grup IV, 30. Giin sakrifiye edilen ratlardan

(G4D30) alinan beyin dokusunda doku hasarini1 gdsteren periniikleer ve

sitoplazmik 6dem goriilmektedir (x5000).
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Sekil 4. Elektron mikroskopisinde Grup III, 30. Giin sakrifiye edilen ratlardan

(G3D30) alinan bobrek dokusunda sitoplazma igerisinde vakuollerin
gelistigi gortilmektedir. Perimitokondriyal 6dem az da olsa mevcuttur

(x5000).
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Sekil 5.  Elektron mikroskopisinde Grup II, 30. Giin sakrifiye edilen ratlardan
(G2D30) alinan bobrek dokusunda doku hasarmin da diizelme basladigi
goriilmiistiir. Perinlikleer 6demin azaldigi ve sitoplazmadaki 6demin

azaldig1 goriilmiistiir (x5000).

30. giinde meydana gelen degisiklikler dokulardaki akut hasarin geri doniistimlii
oldugu ve tamir mekanizmalarinin devreye girdigi goriilmiistiir. Viicuttan itrah edilen
iyonlardan geriye kalan dokularda tamir mekanizmalarinin devreye girdigi, normale

doniilmeye calisildigr goriilmiistiir.
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Sekil 6. Elektron mikroskopisinde grup II, 60. Giin sakrifiye edilen ratlardan

(G2D60) alinan beyin dokusunda dokunun tamamen normal beyin
dokusuna benzer goriinime kavustugu goriilmektedir. Yer yer goriilen
cekirdek etrafindaki vakuollerin gegirilmis doku hasar1 sonrasi olustugu

diisiiniilmistiir (x5000).
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Sekil 7.

5 im

Elektron mikroskopisinde Grup IV’te, 60. Giin sakrifiye edilen ratlardan
(G4D60) alinan bobrek dokusunda, tamamen normal bobrek dokusuna
benzer goriiniime kavustugu goriilmektedir. Mitokondriyal dizilimin eski
diizenine kavustugunun saptanmasi, doku hasarimin tamir edildigini

diisiindiirmiistiir (x5000).
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Sekil 8. Elektron mikroskopisinde grup VI, 60. Gilin sakrifiye edilen ratlardan

(G6D60) alinan karaciger dokusunda dokunun tamamen normal karaciger
dokusuna benzer goriinlime kavustugu goriilmektedir. Mitokondriyal
dizilimin eski diizenine kavustugunun saptanmasi, doku hasarinin tamir

edildigini distindirmiistiir (x5000).

60. giin sonunda alinan elektron mikroskopisi goriintiilemelerinde dokularda
meydana gelen hasarin tamir mekanizmalar1 ile diizeltildigi, viicuda alinan
antibakteriyel iyonlarin itrahi ile eski doku organizasyonlarinin saglandigi

goriilmiistiir. Bu da hasarin geri doniisiimlii oldugunu diistindiirmiistiir.
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4.3. ICP-MS analiz sonuclari

Deneklerden 2, 30 ve 60. Giin alinan doku Orneklerinde ICP-MS analiz sonuglari

giinlere gore incelenerek gruplara boliinerek listelenmistir. Analizler Aksaray

Universitesi laboratuvarlarinda yapilmstir.

Tablo 8. 2. giin Ag degerleri i¢in 7 grubun ICP-MS analiz sonuglari

Grup Agirhik(gr) Cu (ppb) Zn (ppb) Ag (ppb)
Kontrol N 14 14 12 9

Ort.£SS 0.337+0.165 3.0574+2.618 12.006+8.290 0.022+0.035

Ortanca 0.305 2.280 11.928 0.003

(min-maks) | (0.090-0.620) (0.010-8.574) (1.119-26.196) | (0.000-0.100)
Grupl N 14 14 12 12

Ort.£SS 0.375+0.152 2.326+1.398 13.013+8.392 0.021+0.022

Ortanca 0.325 2.377 13.291 0.016

(min-maks) | (0.140-0.640) (0.042-4.567) (1.769-25.729) | (0.001-0.080)
Grup2 N 13 13 13 11

Ort.£SS 0.393+0.167 2.760+1.851 11.447+7.118 0.029+0.063

Ortanca 0.400 2.487 10.700 0.006

(min-maks) | (0.110-0.660) (0.083-7.368) (0.599-24.565) | (0.001-0.216)
Grup3 N 15 15 13 13

Ort.£SS 0.463+0.238 2.627+2.353 11.656+8.525 0.171+0.152

Ortanca 0.420 2.179 11.909 0.137

(min-maks) | (0.080-0.930) (0.019-7.493) (1.246-26.914) | (0.005-0.439)
Grup4 N 12 12 8 10

Ort.£SS 0.364+0.081 2.812+1.933 10.416+8.298 0.289+0.271

Ortanca 0.360 2.332 12.032 0.245

(min-maks) | (0.230-0.510) (0.033-6.519) (0.516-21.450) | (0.004-0.940)
Grup5 N 15 13 11 10

Ort.£SS 0.295+0.133 2.925+2.100 14.979+14.774 | 0.006+0.008

Ortanca 0.310 2.314 11.268 0.003

(min-maks) | (0.110-0.540) (0.143-7.440) (0.194-49.269) | (0.000-0.027)
Grup6 N 15 15 12 6

Ort.£SS 0.309+0.159 3.2444+2.791 20.523+15.642 | 0.021+0.027

Ortanca 0.320 2.186 16.632 0.008

(min-maks) | (0.009-0.540) (0.082-10.278) (1.162-55.763) | (0.002-0.071)

p degeri 0.115 0.991 0.311 <0.001
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2. giin Ag degerleri i¢in 7 grubun ICP-MS analiz sonuglar arasinda ikili alt gruplara
bakildiginda Kontrol-3.Grup (p=0.028), Kontrol-4.grup (p=0.012), 3.grup-5.grup
(p=0.002), 4.Grup-5.grup (p=0.001) arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
farklilig1 yaratan gruplardir (p<0.001).

Tablo 9. 30. glin Ag degerleri i¢in 7 grubun ICP-MS analiz sonuglari

Grup Agirhik(gr) Cu (ppb) Zn (ppb) Ag (ppb)
Kontrol N 21 21 21 17

Ort.£SS 0.318+0.147 3.38443.008 15.727+7.694 0.078+0.143

Ortanca 0.310 2.172 15.345 0.016

(min-maks) | (0.110-0.710) (0.592-13.090) (3.665-32.103) | (0.004-0.565)
Grupl N 14 14 14 4

Ort.£SS 0.403+0.240 4.582+5.796 17.331+£11.997 | 0.031+0.056

Ortanca 0.420 2.985 15.896 0.005

(min-maks) | (0.020-0.970) (0.375-23.030) (1.835-51.948) | (0.000-0.114)
Grup2 N 12 12 10 6

Ort.£SS 0.415+0.151 3.195+3.223 11.457+£5.813 0.016+0.015

Ortanca 0.390 2.070 10.784 0.010

(min-maks) | (0.240-0.740) (0.061-9.098) (3.716-19.957) | (0.003-0.040)
Grup3 N 12 12 12 12

Ort.£SS 0.405+0.136 3.664+3.919 11.079+5.720 0.293+0.305

Ortanca 0.425 2.197 10.833 0.161

(min-maks) | (0.080-0.570) (0.122-12.044) (2.250-17.854) | (0.011-1.018)
Grup4 N 12 12 12 12

Ort.£SS 0.398+0.113 4.817+5.400 10.957+5.737 1.224+1.356

Ortanca 0.370 2.636 10.145 0.695

(min-maks) | (0.220-0.630) (0.603-18.574) (3.094-17.926) | (0.067-4.274)
Grup5 N 24 24 24 12

Ort.£SS 0.355+0.112 3.821+£3.994 20.079+32.087 | 0.068+0.101

Ortanca 0.345 2.263 10.319 0.030

(min-maks) | (0.180-0.690) (0.745-16.621) (1.223-164.923) | (0.001-0.293)
Grup6 N 24 24 23 7

Ort.£SS 0.369+0.108 4.147+5.288 16.893£17.011 | 0.054+0.055

Ortanca 0.345 2.971 15.025 0.026

(min-maks) | (0.190-0.560) (0.018-26.362) (3.301-86.571) | (0.009-0.143)

p degeri 0.430 0.975 0.524 <0.001
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30. giin Ag degerleri i¢in 7 grup arasinda ikili alt gruplara bakildiginda Kontrol-
4.Grup (p=0.005), 1.grup-4.grup (p=0.008), 2.grup-4.grup (p=0.003), 4.Grup-5.grup
(p=0.012) arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli farklili§1 yaratan gruplardir
(p<0.001).

Tablo 10. 60. giin Ag degerleri i¢in 7 grubun ICP-MS analiz sonuglari

Grup Agirhk(gr) Cu (ppb) Zn (ppb) Ag (ppb)
Kontrol | N 14 13 13 7

Ort.+SS 0.406+0.205 3.852+3.406 14.660+9.887 0.004+0.003

Ortanca 0.430 3.629 12.313 0.002

(min-maks) | (0.060-0.700) | (0.127-12.312) | (3.700-34.100) (0.001-0.008)
Grupl N 14 14 13 7

Ort.£SS 0.374+0.236 3.026+2.390 12.886+6.709 0.004+0.005

Ortanca 0.380 3.232 15.680 0.002

(min-maks) | (0.040-0.990) | (0.000-7.739) (0.871-23.978) (0.000-0.011)
Grup2 N 12 12 12 10

Ort.£SS 0.383+0.277 3.370+1.706 22.920+15.448 0.007+0.007

Ortanca 0.320 3.798 17.859 0.006

(min-maks) | (0.110-0.980) | (0.693-5.344) (11.784-67.838) (0.000-0.021)
Grup3 N 9 9 7 7

Ort.+SS 0.371£0.212 2.472+2.954 20.258+13.144 0.036+0.040

Ortanca 0.310 0.722 15.354 0.031

(min-maks) | (0.070-0.770) | (0.013-7.879) (5.346-42.820) (0.001-0.119)
Grup4 N 13 13 12 12

Ort.£SS 0.351+0.222 4.126+3.573 22.819+14.397 0.927+1.247

Ortanca 0.340 3.304 17.814 0.203

(min-maks) | (0.050-0.830) | (0.483-11.513) | (9.665-60.435) (0.004-3.781)
Grup5 N 14 14 13 1

Ort.£SS 0.391+0.207 2.519+2.090 11.756+7.258 0.004=£-

Ortanca 0.400 1.728 10.460 0.004

(min-maks) | (0.090-0.670) | (0.000-7.484) (3.976-24.544) (0.004-0.004)
Grup6 N 16 16 15 9

Ort.+SS 0.434+0.232 2.93442.745 10.093+6.825 0.028+0.041

Ortanca 0.380 1.564 8.150 0.010

(min-maks) | (0.130-1.010) | (0.013-7.912) (3.327-21.372) (0.000-0.114)

p degeri 0.942 0.660 0.026 0.003
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60. giin Ag degerleri i¢in 7 grubun kendi arasindaki ikili alt gruplara bakildiginda
Kontrol-4.Grup (p=0.018), 1.grup-4.grup (p=0.008), 2.grup-4.grup (p=0.025)
arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli farklilig1 yaratan gruplardir(p=0.003).

Datalar incelendiginde 4.grup, en yiiksek doz intraperitoneal nano giimiis verilen
gruptur. Implant grubu olan 1.grubun, implant grubundaki giimiis miktarinin 100 kat1
gliimiis kullanilan 2.grubun ve yine implant grubundan 1000 kat fazla giimiis
kullanilan 3.grubun kontrol grubuna gore ve birbirlerine gore istatistiksel olarak
anlamli glimiis birikimi gostermemesi, ama 4.grup (implant grubunun 5000 kati
giimiis kullanilan grup) ile aralarinda istatistiksel fark olmasi, giimiisiin dokularda
birikme hizin artmasi veya itrahinin azalmasi i¢in bir esik degeri olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu tablodaki Ag, Cu ve Zn miktarlari, her bir gruba ait her bir
denekten alinan tiim 6rneklerin (beyin, bobrek, karaciger, kan ve idrar) toplam ilgili
metal degerleri iizerinden hesaplanmistir. Bu tablo, doku spesifik olarak
hazirlanmamistir. Kontrol grubu dahil ilk 5 gruba (Kontrol, GI, GII, GIII ve GIV)
bakir ve ¢inko verilmemistir. Olgiilen  degerler, deneklerin  normal
metabolizmalarinda bakir ve ¢inko bulundurmalari sebebi iledir. Bu nedenle de, bu
tabloda goriilen bakir ve ¢inko degerleri aslinda bakir ve ¢inkonun normal degerleri
adma GV ve GVI i¢in (Cu ve Zn verilen gruplar i¢in) kontrol grubunu

olusturmaktadir.

60. giin Cinko degerleri i¢in 7 grup arasinda ikili alt gruplara bakildiginda higbir alt

grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamustir.

GI (glimiis kapli implant grubu) icin 2., 30. ve 60. giindeki giimiis degiskenine ait
ortalama degerleri sirasiyla 0.029, 0.016, 0.007 olarak bulunmustur. Burada 2.

giinden 30. giine ve 30.giinden 60.giline dokudaki giimiis miktar1 azalis gostermistir.

GV (bakir-ginko ve giimiis kaplanmis implant grubu) i¢in 2., 30. ve 60. giindeki
cinko degiskenine ait ortalama degerleri sirasiyla 20.523, 16.893, 10.093 olarak
bulunmustur. Burada 2. Giinden 30. Giine ve 30.glinden 60.giine dokudaki ¢inko

miktar1 azalis gdstermistir.
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Grafik 1. Grup ’in 2., 30. Ve 60. Giin dokulardaki glimiis miktar1 (ppb)

1.grup i¢in 2., 30. ve 60. giindeki glimiis degiskenine ait ortalama degerleri sirasiyla
0.021, 0.031, 0.004 olarak bulunmustur. 2. Giinden 30. Giine dokudaki giimiis

miktar1 artig gostermistir ama 30. Giinden sonra dokudaki giimiis miktar1 diismiistiir.
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Grafik 2. Grup I[I’nin 2., 30. Ve 60. Giin dokulardaki giimiis miktar1 (ppb)

2.grup i¢in 2., 30. ve 60. glindeki giimiis degiskenine ait ortalama degerleri sirasiyla
0.171 0.293, 0.036 olarak bulunmustur. 2. Giinden 30. Giine dokudaki glimiis miktar1
artis gOstermistir ama 30. Giinden sonra giimiis enjeksiyonu kesilince dokudaki

gilimiis miktar1 diigmiistiir.
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Grafik 3. Grup III’lin 2., 30. Ve 60. Giin dokulardaki giimiis miktar1 (ppb)

3.grup i¢in 2., 30. ve 60. giindeki glimiis degiskenine ait ortalama degerleri sirasiyla

0.289, 1.224, 0.927 olarak bulunmustur. 2. Giinden 30. Giine dokudaki giimiis

miktart artis gostermistir ama 30. Giinden sonra glimiis enjeksiyonu kesilince

dokudaki giimiis miktar1 diismiistiir.
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Grafik 4. Grup IV’iin 2., 30. Ve 60. Giin dokulardaki glimiis miktar1 (ppb)

4.grup i¢in 2., 30. ve 60. glindeki giimiis degiskenine ait ortalama degerleri sirasiyla

0.006, 0.068, 0.004 olarak bulunmustur. 2. Giinden 30. Giine dokudaki giimiis

miktar1 artis gostermistir ama 30. Giinden sonra glimiis enjeksiyonu kesilince

dokudaki glimiis miktar1 diismiistiir.
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Grafik 5. Grup V’iin 2., 30. Ve 60. Giin dokulardaki giimiis miktar1 (ppb)

S.grup icin 2., 30. ve 60. giindeki giimiis degiskenine ait ortalama degerleri sirasiyla
0.021, 0.054, 0.028 olarak bulunmustur. 2. Giinden 30. Giine dokudaki giimiis
miktar1 artis gostermistir ama 30. Giinden sonra glimiis enjeksiyonu kesilince

dokudaki giimiis miktar1 diismiistiir.
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Grafik 6. Grup V’iin 2., 30. Ve 60. Giin dokulardaki bakir miktar1 (ppb)

5.grup icin 2., 30. ve 60. giindeki bakir degiskenine ait ortalama degerleri sirasiyla
2.925, 3.821, 2.519 olarak bulunmustur. 2. Giinden 30. Giine dokudaki bakir miktar1
artis gostermistir ama 30. Giinden sonra bakir enjeksiyonu kesilince dokudaki bakir

miktar1 diismiistiir.
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Grafik 7. Grup V’iin 2., 30. Ve 60. Giin dokulardaki ¢inko miktar1 (ppb)

5.grup icin 2., 30. ve 60. giindeki ¢inko degiskenine ait ortalama degerleri sirasiyla
14.979, 20.079, 11.756 olarak bulunmustur. 2. Giinden 30. Giine dokudaki ¢inko

miktar artig gdstermistir ama 30. Giinden sonra dokudaki ¢inko miktar1 diigmiistiir.
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Grafik 8. Grup VI'nin 2., 30. Ve 60. Giin dokulardaki bakir miktar1 (ppb)

6.grup icin 2., 30. ve 60. giindeki bakir degiskenine ait ortalama degerleri sirasiyla
3.244, 4.147, 2.934 olarak bulunmustur. 2. Giinden 30. Giine dokudaki bakir miktari

artis gostermistir ama 30. Giinden sonra bakir enjeksiyonu kesilince dokudaki bakir

miktar1 diismiistiir.
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4.4. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Verilerin analizi SPSS 11.5 for Windows siiriimiinde yapilmistir. Tanimlayici olarak
nicel degiskenler i¢in ortalama+standart sapma ve ortanca(minimum-maksimum)
kullanilmistir. Nicel degisken i¢in ikiden fazla gruba sahip kategorik degiskenin
kategorileri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olup olmadigina, normal
dagilim varsayimlar1 saglaniyorsa One Way ANOVA, saglanmiyorsa Kruskal Wallis
testi ile bakilmistir. Anlamlilik diizeyi 0.05 olarak alinmistir.
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5. TARTISMA

Deney sonucunda elde edilen bilgiler dogrultusunda antibakteriyel kaplamali
implantlarin  biyogiivenilir oldugu dislniilmistiir. Literatiirde mevcut olan
calismalarda nanopartikiiller canlilara direkt olarak uygulanmistir. Fizyolojik dozun
cok tistiindeki literatiir uygulamalarinida doku hasarlar ile sik karsilasilmistir. Bu
calismanin en 6nemli farki, bir taraftan klinik uygulamalar i¢in daha makul dozlarin
secilmis olmasi, diger taraftan da kaplamali implantlarin canli ratlar igine
yerlestirilmesi ve 60 giin takibi sirasinda deney datalarinin toplanmis olmasidir. Buna
ek olarak, antibakteriyel kaplamali implantlarin fizyolojik dozlarin altinda salinim
yaptig1 ve dokularda kalict etkisinin olmadigi, yiikselen dozlarda ise dokularda 30.
glinde geri doniistimlii hasar gézlenmesi ve 60. giin dokularda devreye giren tamir

mekanizmalar1 sonucu hasarin tamir edildiginin gosterilmis olmasidir.

Calismanin ICP-MS asamasi, yani dokulardaki glimiis birikiminin hesaplandigi
asama, tiim ¢alismanin temelini ve ¢ikis noktasini olusturmaktadir. Literatiir, bu tiir
metallerin viicut i¢inde her hangi bir amagla kullaniminin yaratacagi olumsuz
sonuclar1 agiklamakta yetersiz kalmaktadir. Yapilan pek cok calisma, o6zellikle
gilimiis iizerine odaklanmistir ve kullanilan giimiis dozlar1 klinikte 6nerilen dozlarin
cok tizerindedir. Alinan sonuglar, giimiisiin nefrotoksik, hepatotoksik, sitotoksik ve
genotoksik oldugu yoniindedir. Ancak, bahsedilen bu calismalarda elde edilen
sonuglarin klinik kullanim agisindan anlamlandirilmasi ve yorumlanmasi giictiir ve
bu tiir bir ¢ikarima gidilmesinin yanlis olacagi, ¢iinkii kullanilan dozlarin ¢ok yiiksek
oldugu pek ¢ok makalenin tartigma bolimiinde dile getirilmistir. Bir diger ifade ile,
bu tiir metallerin zararh etkiler gosterdigini ifade eden higbir ¢alisma “mantikli”
olarak kabul edilen bir doz kullanmamus, genellikle klinik uygulamalarda kendisine
yer bulamayacak yiiksek dozlarla ¢alismistir. Oyle ki, nano giimiisiin genotoksik
oldugunu iddia eden bir ¢aligma, deneklere giinde 1 mg/kg dozunda nano glimiis
vermistir. Oysa ki, nano glimiis ile yapilan implant kaplamalar1 bu dozun neredeyse
1/1.000.000’unu kullanmaktadir. Yapilan caligmalarin bu kadar yiiksek dozlar

kullanmis olmasi ve bu nedenle almis olduklar1 olumsuz sonuglar, bu tiir metallerle
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kaplanilan implantlara kars1 bir 6n yargi olusturmus, etkinin “doz bagimli” oldugu
gercegini arka plana itmistir. Bu ¢alisma, bu eksigi kapatmasi sebebi ile alaninda bir
ilktir. Diger taraftan, antibakteriyel ve antifungal 6zellikleri oldugu bilinen bakir ve
cinko hakkinda yapilmis ¢aligma sayist yok denilecek kadar azdir. Bu ¢aligmada her
iki eksikligin de giderilmesi amaglanmigtir. Caligmaya giimiisiin yani sira bakirin ve
cinkonun eklenilmesinin asil amaci budur. Deneklere verilecek glimiis, bakir ve
c¢inko miktarlar1 ise klinik ag¢idan makul olmakla birlikte atomik absorbsiyon
spektrofotometresi (AAS) ile ¢alismak icin ¢ok diisiiktiir. Bu yontemin Grup I ve
Grup V’deki miktarlar1 Olcemeyecegi ortadadir. Clinkii AAS, ppb (particle per
billion) diizeyinde 6l¢iim yapabilirken Grup I ve Grup V’de ppt (particle per trillion)
diizeyinde hassasiyet gerekmektedir. Diger tiim gruplarda ppb diizeyinde, hatta Grup
IV’de ppm (particle per million) diizeyinde aktif madde kullanilacaktir. Ne var ki
literatiir, 6zellikle glimiislin en az %90’ 1nin digki ve idrarla itrah edildigi yoniindedir.
Bu durum g6z 6niine alindiginda, ppb diizeyinde aktif metal kullanilan gruplarin da
AAS ile incelenmesinin oldukg¢a riskli ve alinacak sonuglarin dngoriilemez olacagini
ortaya koymaktadir. Ciinkii neredeyse tiim gruplarda itrah sonrasi geride kalacag 6n
goriilen giimiis, bakir ve ¢inko seviyeleri ppb diizeyinden ppt diizeyine inecektir.
Calismanin hicbir sekilde riske edilmemesi i¢in, doku ve viicut sivilarinda giimiis,
bakir ve ¢inko aranmasini 6n goren bu agamanin AAS ile degil ICP-MS ile yapilmasi

gerekmistir.

Dokularda bu metallerin seviyesinin belirlenmesi ise hayati derecede Onemlidir.
Ciinkii, yukarida da bahsettigimiz gibi, literatiir hala saglikli ve klinik agidan
kullanilabilir verilerden uzaktir. EM, histopatoloji ve biyokimya incelemelerinden
almacak olumlu ve olumsuz sonuclarin hangi dokudaki hangi metal seviyesi ile
iligkili oldugu, ancak ilgili dokudaki metal miktarinin miimkiin olan en hassas
yontemle incelenmesi ile ortaya konulabilecektir. Alinan sonuglarin, dokulardaki
glimiig, bakir ve c¢inko seviyesi ile iliskilendirilmesinin baska yolu yoktur. Elde
edilecek olumlu sonuglar, klinik uygulamalarda klinisyenin doz sinirlarini belirlerken
olumsuz sonuglar da yine kaginilmasi gereken dozlari ortaya koyacaktir. Diger
taraftan, bu tiir aktif metallerin, 6zellikle de giimiisiin, farmako kinetigi ve farmako
dinamigi heniiz netlik kazanmamustir. Kesin olan bilgi, verilis yoluna bakilmaksizin,

bu tiir metallerin hayati dokulara gectigi ve kismen biriktigi yoniindedir. Bu
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birikimin zararli sonuglar dogurmasi ve dogurmamasi i¢in bilinmesi gereken alt ve
iist limitler ise hala karanliktir. Bu ¢alisma, alt limitteki belirsizlige 151k tutabilmek
adma grup I ve V’deki dozlar ¢ok diisiik tutmustur. Grup II, III ve IV’de kullanilan
dozlar da yine literatlirde ¢ok fazla kullanilmamis dozlardir ve her bir grup implant
grubunda kullanilan toplam glimiis miktarinin 100, 1000 ve 5.000 kat1 olacak sekilde
planlanmistir. Grup IV’de kullanilacak doz ise literatiirde kullanilan dozlardan
birisidir ancak kismen diisiik bir dozdur. Goriisiimiiz, literatiirde daha yiiksek
dozlarla yeteri kadar calisma yapildigi yoniindedir. Gruplarin dozaj belirleme

asamasinda tiim bu veriler géz 6niinde bulundurulmustur.

Diger taraftan, 70 kg bir insanda giinliik bakir ihtiyac1 2,5mg/giin (max 10mg/giin),
cinko ihtiyact 10-15 mg/giin diir. Giinliik dogal metabolizmanin pargasi olan bu
metaller i¢in emilim ve itrah mekanizmalart dogal olarak ¢aligmaktadir. Bu
calisgmada grup 5 ve 6 giimiis, bakir ve ¢inko igeren nanopartikiillere maruz
birakilmistir. Grup 5’te kullanilan ve 60 giine kadar organizma igerisinde kalan
implantlarda toplam 20ngr giimiis, 20ngr ¢inko ve 20ngr bakir vardir. Grup 6 da ise
giinlik 2pgr (2000ng) nanopartikiiller iceren enjeksiyonlar yapilmistir. Bu doz,
yaklagik 200 gr agirligindaki bir rat igin Grup 6 da 1 gr doku basina giinliik 0.1pgr
glimiis, bakir ve ¢inko yiikii olusturur. Giinliik ihtiyaca gore bakildiginda 70 kg bir
insan i¢in 1 gram basmma 0,2pgr ¢inko ihtiyact vardir. Giinlik yapilan
enjeksiyonlarda dahi maruz kalinan ¢inko miktar1 giinliik alimin yarist kadar

oldugundan toksisite beklenmemektedir.

Giinliik 2,5 mg bakir ise giinliik insan metabolizmasinda kullanilmaktadir. 10 mg
bakir ise tolere edilebilmektedir. Cinko ile benzerlik gdsteren bu dozlar
diisiiniildiiginde gilinliikk ihtiyacin altinda kalan dozlarda olacaktir. Giinliik
enjeksiyon yapilmadig1 ve yerlestirilen implantlarin toplamda 3 ayr1 nano materyal
icin her birinden 20ng nano metal igerdigi diisiiniiliirse insan i¢in giinliik ihtiyacin

¢ok altinda bir alim s6z konusudur.

Insan viicudundaki giimiisiin ise literatiirde cogu drnekte eser miktarda oldugu ve
insan metabolizmasinda kullanilmadigr yoniindedir. Giimiis Tlzerinde ¢alisan
iscilerde yapilan bir aragtirmada ise kanda 0.1 — 23 pgr/L giimiis bulunabilecegini

gostermistir. Bu da 70 kg bir insan i¢in 1 gr dokuda 1 nanogram giimiise esittir.

92



Calismamizda grup I de 50 nanogram giimiis iceren implant kullanilmigtir. 200 gr
agirhi@indaki bir rat i¢in 1 gr doku basma 0,25 nanogram giimiise esittir. Bu deger,

acikca goriilebildigi gibi “normal” sinirlar igerisindedir.

Calisma verilerine tekrar bakilacak olunursa, tiim gruplarda 2. giinden 30. giine
dokulardaki glimiis miktar1 artis gostermistir ama 30. Giinden sonra giimiis
enjeksiyonu kesilince dokudaki glmiis miktarlari, beklenildigi gibi diismeye
baslamistir. 5. ve 6. Grupta bakir i¢in yine benzer olarak 2. Giinden 30. Giine artis
goriilmiis ama 30. Giinden sonra bakir enjeksiyonu kesilince dokudaki bakir miktari
diismistiir. Cinko i¢in ise sadece 5. Grupta 2. Giinden 30. Giine artis gériilmiis ama

30. Glinden sonra ¢inko enjeksiyonu kesilince dokudaki bakir miktar1 diismiistiir.

Gruplar arasinda 2. giindeki glimiis miktar1 agisindan da Kontrol grubundan 4. Gruba
dogru verilen giimiis miktar1 arttig1 icin dokularda kalan giimiis miktar1 da onceki
calismalara benzer olarak yiiksek doz verilen gruplarda daha yiiksek bulunmustur.
Grup 5 ve 6’y1 da kendi i¢inde bakir giimiis ve ¢inko agisindan degerlendirdigimizde
6. Gruba bu elementler daha yiliksek dozda verildigi i¢in dokularda kalan miktarlar da

literatiirle uyumlu olarak bu grupta daha ytiksek ¢ikmustir.

Gruplar arasinda 30. glindeki giimiis miktar1 agisindan da 1. gruptan 4. gruba dogru
verilen glmiis miktar1 arttigi i¢cin dokularda kalan gilimiis miktar1 da onceki
calismalara benzer olarak yiliksek doz verilen gruplarda daha yiiksek bulunmustur.
Sadece 2. gruptaki giimiis miktar1 1. gruptan daha diisiik bulunmustur. Bu beklenilen
bir durum degildir ve yorum getirilememistir. Grup 5 ve 6’y1 da kendi i¢inde bakir ve
cinko agisindan degerlendirdigimizde 6. Gruba bu elementler daha yiiksek dozda
verildigi i¢in dokularda kalan miktarlar da literatiirle uyumlu olarak bu grupta daha
yiiksek ¢ikmistir. Bu gruplarda da literatiire aykir1 olarak 5. gruptaki dokuda kalan
giimiis miktar1 6. grup degerinden daha yiiksek bulunmustur.

Ayni1 gruplarda 60. giin degerlerine yani dozu kestikten 30 giin sonra dokularda kalan
giimiis degerlerine baktigimizda literatiirle uyumlu sekilde yiiksek doz verilen
gruplarda daha yiiksek ¢ikmistir. Grup 5 ve 6’y1 da kendi ig¢inde bakir ve glimiis
acisindan degerlendirdigimizde 6. Gruba bu elementler ilk 30 giin daha yiiksek
dozlarda verildigi i¢in dokularda kalan miktarlar da daha yiiksek ¢ikmistir. Bu
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gruplarda sadece 5. gruptaki dokuda kalan ¢inko miktar1 6. grup degerinden daha
ylksek bulunmustur.

Calisma verileri yorumlandiginda antibakteriyel ve antifungal kaplamali implantlarin
biyotoksisitesinin olmadig1 goriilmiistiir. Kullanilan Giimiis (Ag), Bakir (Cu) ve
Cinko (Zn) kaplanmig implantlarin igerdigi nano metallerin, tim deney boyunca
deneklerde her hangi bir hematolojik ve biyokimyasal bozulma yapmadigi
saptanmistir. Bununla birlikte, yapilan beyin, karaciger ve bdbrek dokularinin
analizlerinde implant yerlestirilen gruplarda ICP-MS analizi sirasinda ve elektron

mikroskopisinde toksisite olusturacak diizeyde metal birikimine rastlanmamustir.

Tim bu sonuglar bir arada degerlendirildiginde giimiis, bakir ve ¢inko igeren
implantlarin kullanilmasiin ratlarda biyogiivenilir oldugu sonucuna ulasilmaktadir.
Insan metabolizmas! igin bakildiginda ise, kaplama yapmak igin kullanilan nano
giimiig, nano bakir ve nano ¢inko dozlarinin, literatiiriin belirledigi toksik dozlarin
cok altinda kaldig1 ve hatta bakir ve ¢inko icin giinliik ihtiyag dozu dahi

karsilamadig1 goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Antibakteriyel ve antifungal 6zellik kazandirilmak amaci ile nano giimiis, nano bakir
ve nano ¢inko ile kaplanilan implantlarin ratlarda 60 giinliik periyodda toksisite
yaratmadig1 goriilmiistiir. Elektron mikroskopisi, histopatolojik inceleme, rat agirlik
takibi, dokulardaki agir metal birikimlerinin ICP-MS analizi sonuglart nano giimiisi
nano bakir ve nano ¢inko kaplamali implantlarin biyolojik yan etkiler agisindan
giivenli oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu konu iizerinde ileride yapilacak insan

calismalari ile elde edilecek datalar yol gosterici olacaktir.

4 farkli iiniversite ve 6 farkli boliim tarafindan yapilan, Ankara Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri tarafindan desteklenen, Ankara Universitesi Etik Kurulu
tarafindan onaylanan ¢alismamiz insan ¢alismalar1 i¢in antibakteriyel ve antifungal

kaplamali implantlarin giivenilir oldugu yoniinde kanit saglamaktadir.
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OZET

Antibakteriyel ve Antifungal Omurga implantlarin Biyogiivenilirligi

Implant kullanilan cerrahi islemlerde enfeksiyon oraninin arttig1 bilinen bir gercektir.
Enfeksiyonun implanta kadar ulasmasi ise tedavinin siiresini ve maliyeti artirmakta,
hastanin saglik durumunu olumsuz etkilemektedir. Implant bagimli enfeksiyonlarm
Onlenmesi amaci ile pek ¢ok c¢alisma yapilmaktadir. Bu giine dek yapilan implant
ylizey modifikasyonlar1 icerisinde en ¢ok basari saglayanlar antibiyotik kaplh
implantlar olmustur. Bu implantlarin maliyetlerinin yiiksekligi, smirli bir etki
spektrumuna sahip olmalar1 ve antifungal etkilerinin olmamasi ise eksik yonleridir.
“Sol-gel yontemi” kullanilarak nano glimiis, nano bakir ve nano ¢inko kaplanmis

implantlarin, tim bu eksiklikleri ayn1 anda gidermesi miimkiindiir.

Calisma, 63 adet albino sigan ile yapilmistir. Her birisinde 9 adet siganin oldugu 7
grup olusturulmustur. Baz1 gruplara sadece kaplanmis implantlar implante edilirken
baz1 gruplara sadece nano kimyasal enjeksiyonu yapilmistir. Deney boyunca alinan
dokularda ve viicut sivilarinda giimiis, bakir ve ¢inko tayini yapilmistir. Ayni
dokularin hem elektron mikroskop, hem de 151k mikroskop incelemesi
gerceklestirilmistir. Cesitli doku ve viicut sivilarinda yapilan metal analizleri ise, bu
metallerin giivenli klinik kullanim siirlarini belirlemede degerli bilgiler vermistir.
Bu ¢alisma bahsi gecen metallerin doz bagimli yan etkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda

anahtar rol oynayacaktir.

Elde edilen sonugta, antibakteriyel kaplamali implantlarin ratlarda giivenilir oldugu,
insan metabolizmasina orantilandirildiginda ise giinliik metabolizma igerisindeki
iyon yiikiiniin altinda bir dozda giimiis bakir ve ¢inkoya bireyin maruz kalacagini

gostermistir.

Anahtar Sozciikler: antibakteriyel, antifungal, implantlar, toksisite
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SUMMARY

Biosafety of Antibacterial and Antifungal Spinal Implants

It is a known fact that the rate of infection is increased in surgical procedures using
implants. The infection reaches the implant as long as it increases the duration and
cost of the treatment and adversely affects the health of the patient. Many studies
have been conducted with the aim of preventing implant-dependent infections. The
most successful implant surface modifications to date have been antibiotic coated
implants. The costs of these implants are high, they have a limited spectrum of effect,
and the lack of antifungal effects is an incomplete aspect. Using the "sol-gel
method", implants coated with nano silver, nano-copper and nano-zinc, all these
deficiencies can go away at the same time. Thanks to this coating system, the
implants will have both very strong antibacterial properties and antifungal properties

at satisfactory dimensions.

The study was carried out with 63 albino rats. 7 groups, each containing 9 rats, were
formed. Some groups were implanted with only coated implants, while some groups
received only nano-chemical injections. Silver, copper and zinc containing tissues
and body fluids are taken during the experiment. Both electron microscope and light
microscope examination of these tissues were performed. This study will help the
development of antimicrobial implant surfaces with both safer and wider spectrum of
effects. Metals analysis on various tissues and body fluids provides valuable insight
into the safe clinical use of these metals and play a key role in revealing dose-

dependent side effects of precious metals.

As a result of this study, antibacterial and antifungal coated implants are found to be
“bio-safe” in rats. From this result, one can make an intiution that these implants are
also bio-safe for humans. The amount of exposed coating materials are below the

needed daily uptake.

Keywords: antibacterial, antifungal, implants, toxicity
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