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ONSOz

Yiizyillar oncesinden giinlimiize kadar gecen siirede insanlarin degerli madenler
arasinda gordiigli giimiis, bir¢ok alanda kullanilmis ve insanliga hayli fazla fayda
saglamistir. Giimiisin en bilinen etkisinin antibakteriyel etkisi oldugu bilinmekle
birlikte aslinda altin, ¢inko, bakir gibi metallerin de antibakteriyel etkinlige sahip
oldugu ancak bunlarin i¢inde insan sagligina en az olumsuz etki olusturanin giimiis
olmas1 nedeniyle diger elementler bir kenara birakilmis ve giimiis ile ¢alismalar devam

etmistir.

Gegmis zamanlarda insanlarin yiyecek ve iceceklerini bozulmadan saklamak i¢in
kullandiklar1 glimiisiin medikal anlamdaki kullanim1 da ¢ok eskilere dayanmaktadir.
Birinci diinya savasi sirasinda glimiis yaralarda enfeksiyon 6nlemek i¢in kullanilmig
basit bir antibiyotik islevi gormekteydi. Ancak daha sonra penisilin gibi nispeten daha
ucuz ve spesifik antibiyotiklerin ortaya ¢ikmasiyla daha az tercih edilmistir. Bu
gelismelere ragmen giliniimiizde hala kiicimsenmeyecek kadar medikal {iriiniin
icerisinde farkli formlarda da olsa giimiis iyonlar1 bulunmaktadir. Ayrica sadece
medikal degil kozmetik, kisisel bakim, ¢esitli makineler, plastik paketleme {irtinleri,

dezenfektanlar, deterjanlar gibi bir¢ok iriin yelpazesinde kullanilmaktadir.

Kullanim alaninin bu kadar genis olmasi, bu kadar fazla maruz kalmanin
sonucunda direk giimiisiin veya kullanilan diger formlariin canlilar tizerindeki bilinen
veya bilinmeyen toksik etkilerinin veya faydalarinin tekrar arastirilmasi kaginilmaz bir

zorunluluk haline gelmistir.

Bu calismamizda, ratlarda glimiisiin akut, subakut ve subkronik toksik etkilerinin
arastirilmasi amaclanmustir.

Tez ¢alismasinin; konu se¢iminde ve hazirlanmasinda yardimci olan, destegini
hicbir zaman esirgemeyen danismanim Dog. Dr. Bugrahan Bekir YAGCI’ ya teorik
ve pratik ¢aligmalardaki yardimlari icin I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Ogretim iiye ve
yardimeilari ile yine ayni sekilde bu calismada emegi gegen hocam Dr. Ogr. Uyesi
Ibrahim Mert POLAT ve Dog. Hiisamettin EKICI’ ye ve bu calisma siiresince
desteklerini hi¢cbir zaman esirgemeyen annem, babama ve esim Mehmet

YESILOREN?” e tesekkiir ederim.
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OZET

Nanobiyogiimiis Kullaniminin Akut Subakut Ve Subkronik Toksik Etkilerinin

Rodentlerde Arastirilmasi

Bu c¢alismanin amaci biosilver parcaciklarinin kemirgen modeli {izerindeki
toksisitesini arastirmaktir. Sistemik toksisite c¢alismalarinda 8-12 haftalik fareler
kullanilmistir. Caligma gruplart akut toksisite testlerinde 5 disi ve 5 erkek fareden
olusurken subkronik toksisite testleri icin 10 disi ve 10 erkek calisma grubu
olusturulmustur. Kontrol grubu ise 8-12 haftalik 5disi ve Serkek fareden
olusturulmustur. Negatif kontrol i¢in Phosphate Buffered Saline soliisyonu kullanildi.
Akut toksisite testleri igin tek doz nanobiosilver enjekte edildi; subakut ve subkronik
toksisite testleri i¢in toplam 7 enjeksiyon yapildi. Nanobiosilver, bir kilogram viicut
agirligr basina 20 mL'lik bir dozda intraperitonal olarak enjekte edildi. Calisma
gruplarinda bioglimiis uygulamalarinin sonunda klinik bulgularda belirgin
degisiklikler goriilmedi. Viicut agirhig degisiklikleri ¢alisma gruplarindaki referans
araliklarinda hesaplandi. Ayrica, tiim dokular biyogiivenligin sistemik toksisitesini
degerlendirmek i¢in histopatolojik olarak incelendi. Calisma gruplarinin vital

dokularinda 6nemli degisiklikler yoktu.

Sonug olarak, biosilver partikulleri, kemirgen modeli lizerinde herhangi bir
akut, subakut ve subkronik toksisite etkiye sahip olmadigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Akut, biyogiimiis, subakut, subkronik, toksisite.



SUMMARY

Investigation Of Acute Subacute And Subchronic Toxic Effects Of Nanobiosilver
In The Rodent Model

The aim of this study was to investigate the toxicity of biosilver particles on rodent
model. 8-12 weeks aged mice were used for systemic toxicity experiments. Study
groups was consist of 5 female and 5 male mice for acute toxicity tests while 10 female
and 10 male mice for subchronical toxicity tests. Control group was consisting of 5
female and 5 male mice aged with 8-12 weeks. Phosphate Buffered Saline extraction
solution was used for negative control. Single dose of nanobiosilver was injected for
acute toxicity tests; while totally 7 injections was performed for subacute and
subchronic toxicity tests. Nanobiosilver was injected intraperitonealy at a dosage of
20 mL per kilograms of body weight. No significant clinical signs changes was
observed after the biosilver administrations in all study groups. Body weight
alterations were calcutated in referance ranges in study groups . Furthermore, all the
tissues were examined histopathogicaly for evaluate the systemic toxicity of biosilver.

There were no significant changes on vital tissues of study groups.

In conlusion, biosilver particles have not any acute, subcute and subchronic

toxicity effects on rodent model.

Keywords: Acute, biosilver, subacute, subchronic, toxicity.
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1.GIRIS

1.1. NANOTEKNOLOJi

Insanlik tarihi kadar eski olan teknoloji kavrami, her gegen giin ortaya ¢ikan degisimler
ile toplumlar1 derinden etkilemeye devam etmektedir. Ozellikle son zamanlarda
teknoloji blyuk bir hizla gelismekte olup bireysel ve toplumsal bazda bu gelisimleri
takip etmek oldukca zorlagsmaktadir. Bu gelismeler cercevesinde Nanobilim ve
Nanoteknoloji (N&N), 21°nci yiizyila damgasini vuracak olan 6nemli bir teknolojik

alan olarak gorulmektedir (Ozer 2008).

Nanoteknoloji, maddeler {izerinde 100 nanometre 6l¢eginden kiiciik boyutlarda
gerceklestirilen isleme, 6l¢iim, tasarim, modelleme ve diizenleme gibi ¢alismalarla
maddeye atom ve molekiil seviyesinde gelismis veya tamamen yeni fiziksel, kimyasal
ve biyolojik 6zellikler kazandirmayi hedefleyen, hizla gelisen bir bilim ve teknoloji
alanidir. Nanoteknoloji malzeme, elektronik, bilgisayar, tip, ilag, tekstil, cevre, enerji,
biyoteknoloji, tarim ve gida gibi bir¢ok alanda uygulama imkani sunabilmektedir
(Tarhan ve ark. 2010).

Nano bilimi, boyutlar1 1-100 nanometre (metrenin milyarda biri) arasinda degisen
materyallerin essiz davranislari ve 6zelliklerini inceleyen bir disiplindir (Sarsar ve ark.

2014).

Bir nanometre, bir mikrometrenin binde biri, milimetrenin (mm) milyonda biri ve
metrenin milyarda biridir. Ornegin; bir DNA sarmal1 2.5 nm, bir protein molekiilii 5

nm, bir kirmizi kan hiicresi 7.000 nm ve insan sag¢1 80.000 nm genisligindedir.

Nanomateryaller, nano Olgeklerin, essiz Ozelliklerinden faydalanma amaci
giidiilerek tasarlanmistir. Nanopartikiiller, ayn1 kimyasal yapiya ancak daha genis
yiizey alanina sahip partikiillere gore genellikle daha biiyiik kimyasal reaksiyon,
biyolojik aktivasyon ve katalitik Ozellige sahiptir. Ancak bu yeni 6zelliklerden
faydalanmak istenilse de, materyallerin boyutlarini bu 6lgekte degistirmek toksikolojik



risklerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir (Garnett ve Kallinteri 2006; Limbach ve ark.

2007; Nel ve ark. 2006).

Nanomateryaller tatmin edici bir sekilde karakterize edildiginde hiicrelerle olan
etkilesimlerinin  degerlendirilmesi mikroskobik ve biyokimyasal analizlerle

incelenebilir.

Nanoteknoloji, nanomateryallerin biyolojik etkilerinin potansiyel olumsuz
etkilerini belirlemede muazzam bir ilerleme kaydetmistir. Bununla birlikte, heniiz
tatmin edici bir sekilde arastirllmayan bir yon; fizyolojik bir ortamin
nanomateryallerin fizikokimyasal 6zelliklerini nasil degistirdigidir. Bu durum kat1 faz
nanomateryallerle ilgili yeni karigikliklar ortaya ¢ikarmaktadir (Braydich-Stolle ve
ark. 2014).

Nanopartikiiller memeli hiicrelerindeki proteinler ve enzimlerle etkilesirler ve
antioksidan savunma mekanizmasina miidahale ederek, reaktif oksijen tiirlerinin
uretilmesine, inflamatuar yanitin baglamasina ve mitokondrinin pertiibasyonuna,
tahrip edilmesine neden olarak apoptoza veya nekroza neden olabilirler (Schrand ve
ark. 2010).

Nanomateryaller kiicliik boyutlarina ragmen islevleri ve uygulamadaki yeni
Ozellikleriyle ilgi cekmektedir. Birincisi, daha biiyik boyutlardaki ayni kiitleli
materyaller ile karsilastirildiklarinda daha genis yiizey alanina sahiptirler. Birim kiitle
basina daha biiyiik yiizey alani, kimyasallarin daha reaktif olmalarini saglar. Altin gibi
baz1 materyallerin nanopartikiilleri normal boyutlarma kiyasla daha reaktiftirler.
Ikincisi, kuantum etkileri, nano boyutta, 6zellikle daha kiiglik nanomateryalerde,
maddenin davranigsina hdkim olmaya baslayabilir (Anonim 2004).

Canlilik testleri, morfolojik gozlem ve oksidatif stres olusturma kapasitesi,
nanomateryallerin toksisite olusturma mekanizmasiyla ilgili ipucu vermektedirler. Bu
calismalarin sonuglari, nanomateryallerin boyutlarinin kimyasal bilesimlerinin,
sekillerinin toksisitelerini nasil etkiledigini anlamada katkida bulunabilirler (Schrand
ve ark. 2012).



1.2. GUMUS

Gilimiis iyonu, elektron sayisinin proton sayisindan bir az olmasi sebebiyle pozitif
yukli katyondur (dolayisiyla Ag+ olarak yazilir). Glimiis iyonun iyonik yarigap1 ~ 0.1
nm' dir. Iyonlar yiiklerinden dolay1 oldukg¢a reaktiftirler. Bir iyon diger iyonlarla
birlesebilir, ancak iyonun kendisi dogal olarak kalicidir ve tahrip edilemez. Bu
karmasik etkilesimler, makromolekiiller, nanoparcaciklar, kolloidler ve partikiller

arasindaki hassas sinirlart bulaniklagtirmaktadir (Lead ve Wilkinson 2006).

Cizelge 1.1. Giimiisiin formu, yaklasik boyutlar1 ve yiikleri (Kulinowski 2008)

GUMUSON TiPi YAKLASIK BOYUTU OZNITELLIKLER

Dogada tek olarak bulunmaz,

Elemental / metalik Elemental giimiis oksidasyon

(tek atom) 02584y tepkimelerine girmez

Toksik, suda ¢ozlnebilir, pozitif veya
C_}uml_ls 1yonu 0.258 nm negatif ytkli olabilir
(iyonik)

Serbest iyon salinimi yapabilir ve/veya
Nanogiimiis 1-100 nm kendi basina toksik olabilir.

S1vi iginde siispansiyon halinde tutulan
farkli boyutlu pargaciklarin bir karigimi,
. 1-1000 nm nano partikiillii glimiis, glimiis iyonlari
Kolloidal veya her ikisini de icerebilir.
Inorganik giimiis
bilesikleri /giimiis
tuzlzirl. ((“)rn“. glimiis Degisir Ko!a_yca_g_ozulemez, nano hale
kloriir, giimiis oksit) getirilebilir.

Kovalent, ¢ozllmesi neredeyse
Organik giimiis Degisir imkansiz.
bilesikleri (Orn.
giimiis proteinler)




Nanogilimiis molekiilleri, bir iyonun aksine kararli formda degildirler, ¢6zlinebilir
ve parcalanabilirler. Bunun anlami molekiiler 6zelliklerini kaybederek yeni bir form
kazanamazlar. Bu giimiis iyonlar1 ile glimiis nanoglimiis iyonlar1 arasindaki temel
farktir. Kolloid terimi giimiis i¢in siklikla kullanilmaktadir (Cizelge 1.1.). Bir kolloid,
1 nm ile 1.000 nm arasinda genis bir aralikta bir parcacik olarak tanimlanir. Yani bir

kolloid, bir nanopartikul olabilir veya olmayabilir (Lead ve Wilkinson, 2006).

Biosidal giimiis tiriinleri; iyonik, kolloidal veya nano partikiiler formlarin, serbest
ya da bagli giimiis sekillerini ihtiva ediyor olabilir. Kullanilan giimiisiin formu ne
olursa olsun bakterisidel etkisini belirleyecek en 6nemli 6zellik, serbest kalan giimiis

iyonlarinin konsantrasyonudur (Navarro ve ark. 2008).

Mevecut literaturler, iyonlarin Ag-NP' lerden ¢éziinmesinin toksisitede énemli bir
rol oynayabilecegini gostermektedir; Bununla birlikte, iyonlar1 NP' lerden ayirmak
icin mevcut degerlendirme metodolojisi, kesin bir toksisite nedeni belirlenmeden énce

hala iyilestirme gerektirir (Maurer 2014).

Glimiisilin antibakteriyel aktivitesinde, glimiis iyonu salinimin biiyiik rolii vardir.
Glimiis nitrat bilesikleri, oldukca fazla serbest giimiis iyonu birakmalar1 sebebiyle
medikal uygulamalarda siklikla tercih edilirler. Diger giimiis bilesiklerinin
antimikrobiyal etkileri, serbest giimiis iyonu salinimi amaciyla oksitlendiklerinde
ortaya ¢ikar. Birim kiitle basina daha yiiksek bir ylizey alani, daha fazla oksitlenmis
giimiis Uretecektir (Schaller ve ark. 2004).

Gilimiis nanopartikiiller (Ag NP' ler), tekstil ve yara sargilari, tibbi cihazlar ve
buzdolaplar1 ve camasir makineleri gibi cihazlarda ve antibiyotik ajanlar olarak
giderek daha popiiler hale gelmistir. Stensberg ve arkadaglar1 2011° de yaptiklar1 bir
calismada; Ag NP igeren iriinlerin sayist 2006' da 30' dan az iken 2011' in
baslangicinda 300’ iin lizerine ¢iktigin1 ve ¢ogu zaman enfeksiyonun 6nlenmesi veya
deodorantlar olarak bakteriyostatik kaplamalar olarak kullanildigini, ticari veya
endiistriyel iirlinlerde kullanilmak tizere yaklasik 280 ton Ag NP’ nin tretildigi ve bu
saymin 2015 yilina kadar dort katina ¢ikacagi tahmin edildigini bildirmislerdir (Sekil
1.1).



Insan Etkilenimi Cevresel Salimim \
e Dezenfektan spreyler

e Yara bantlar e Endustriyel atiklar

o Temizlik malzemeleri e Medikal atiklar
o Kisisel bakim Grtnleri e Evsel atiklar

o Belediye atiklar

/

Y

Cevresel Degisim
e Ayrilma

Insan Etkilenimi
e icmesuyu

e Yiyecek e Toplanma /yigiima

e Reaksiyon e Devamlilik

e Donustirme

)

Sekil 1.1. Glimiis nanopartikiiller i¢in potansiyel insan ve ¢evresel maruziyet yollar

(Stensberg ve ark 2011).

1.2.1. Tarihte Giimiisiin Kullanimi

Gumiis yillardan beri siit ve su gibi ticari liriinlerin igerisindeki zararli bakteriler
Uzerindeki 6lduricu etkisiyle bilinmekteydi. Antik Yunan da aritilmis su ve saraplari
depolamada kullanilmigti. 1900' lerin basinda Birlesik Devletler' de halk siitlerini taze
tutmak icin giimiis paralarini siitlerin igerisine atarlardi. Ancak son yillarda giimiisii
cozelti, slspansiyon ve/veya nano partikil formunda bir biyosit olarak

kullanilmasinda dramatik bir canlanma yasamistir.

Glimiisiin medikal anlamda da kullanim1 da ¢ok eskilere dayanmaktadir. 1884
lerde Alman dogum uzmani C. S. F. Crede, gonorrhea olan annelerden dogan

bebeklerde, enfeksiyonlar1 6nlemek amaciyla géz soliisyonu olarak %1 glimiis nitrat



kullanmigtir (Eisler 1996). Bazi bolgelerde hala, yeni dogan bebekler igin giimiis nitrat
g6z damlasi yasal bir gerekliliktir (Chen ve ark. 2008). Birinci diinya savasinda giimiis
bilesikleri yara enfeksiyonlarini engellemek amaciyla yaygin olarak kullanilmas,

kostik, dezenfektan, antiseptik gibi {iriinlerin i¢inde bulundurulmustur.

Ancak penisilin ve sefalosporin gibi daha secici antibiyotiklerin ortaya ¢ikisiyla
glimiisiin tibbi kullannominda azalma olmakla birlikte, ciddi yanik yaralanmalarinda
giimiis ve siilfat iceren karigimlar (giimiis sulfadiazine krem) standart tedavilerde hala

yerini korumaktadir.

Ustiinkdrii yapilmis tarihi arastirmalar, giimiisii basarili bir dezenfektan maddesi
gibi gosterse de tiptaki kullanim alanlar1 biiyiidiik¢e ve incelemeler arttik¢a, karisiklar
ortaya ¢ikmaktadir. Hollinger (1996), farmositik preparatlarda ve cihazlarda giimiisiin
kullanim1 arttikca, toksik etkilerinin tahmin edilebilir ve beklenebilir oldugunu

Ongormustiir.

Gilimiigiin medikal alanlarda kullaniminin temelinde antibakteriyel 6zellikleri
yatmaktadir. Gegmisteki caligmalar, giimiisiin, bakterilere karsi genis spektrumlu ve
etkili bir toksin oldugunu dogrulamaktadir. Stafilokok gibi bakterilerin, antibiyotiklere
direngli hale gelmesiyle modern antibiyotik etkinliginin kaybedilmesi, agik yara

tedavilerinde giimiisiin kullanimini arttirmistir (Lubick 2008).

1.2.2. Giimiisiin Hiicre icine Alinmasi ve Etkileri

Glimilis nanopartikiilleri olusturduklar1 Ag+ iyonlar1 sayesinde oldukca reaktif
olmasma ragmen, metalik glimilis nispeten reaksiyona girmez. Ayrica nano
partikillerin mikrobiyal hiicrelere etkili sekilde niifuz ettigi goriilmiistiir bu da diisiik
konsantrasyonlarda nano boyuta indirgenmis giimiis pargaciklarinin mikrobiyal
kontrol i¢in yeterli olacagini diislindiirmektedir. Bu yaklasim 6zellikle hiicre
penetrasyonuna karsi direncgleri nedeniyle antibiyotiklere karst daha az duyarl olan
organizmalar icin, mevcut tedavilere kiyasla daha etkili olabilir. Giimiis nano

parcgaciklarinin bakterilere miidahale ettigi ger¢ek mekanizma heniiz belirsizdir ancak



bazi arastirmacilar, giimiis nano pargaciklarin, hiicre besin maddesinin tasginmasinda
rol oynayan enzimleri tahrip ederek, hiicre zar1 veya hiicre duvar1 gecirgenligine zarar

vererek, sonugta hiicre 6liimiine neden oldugunu ileri stirmiislerdir (Sondi ve ark.

2004).

Metalik glimiis, insan dokularinin mevcudiyetinde etkisizdir, ancak nem, viicut
stvilart ve salgilarinin etkisiyle iyonize olur ve siilfidril gruplar1 ve proteinlerin diger
aniyonik ligandlari, hiicre zarlar1 ve doku kalintilari igin gii¢lii bir afinite gésteren

biyolojik olarak aktif olan Ag+ “y1 serbest birakir (Lansdown 2010a).

Hiicrelerin yiizeyleri ve biyolojik dokularin hiicre duvarlari, istenmeyen
maddelerin hiicrenin igine girmesini engelleyen ve temel maddelerin girisini
diizenleyen bir zar sistemi ile ¢evrilidir. Iyon tasiyicilari, metal yiikleri ve biiyiikliikleri
ile uyum ve bag tercihlerine bagli olarak esas iyonlar1 almak lizere segici olarak

tasarlanan proteinlerdir (Veltman ve ark. 2008).

{ LDH Release o .=°. Larger Nanosilver

L ]
* Lipid Peroxidation . . or Aggregates

Receptor-Mediated
Signaling (PAK, MAPK, PP2A)

Smaller Nanosilver
°
[ Y L4
Diffusion \

Endocytosis/
\ Endosomes

@ Vesicles

Apoptosis

*Mito. Dysfunction
Mito. Membrane

Potential Ca
*ATP Production

p53 Act*ivation / Cag

+ Oxidative Stress
Gene Expression

(CAT, sOD, etc.) Mitochondria
* Genotoxicity Anti-Cancer
+ Epigenetic ® 9 Cleav!
Changes P \ATF-G /== Endoplasmic

4 Cleaved ATF-6 Reticulum
Gene Expression

Nucleus Golgi

Sekil 1.2. Nanogiimiisiin hiicre {izerinde stres yaratma yollari (Shana ve ark. 2018).



Endositozis, 100 nm' ye kadar olan materyallerin huicrelere girme sirecidir. Bu,
nano parcaciklarin hicre igine alindigi olasi bir mekanizmadir. Endositoz sirasinda,
hiicreler materyali hiicre zarini kullanarak hiicre i¢ine alirlar. Ug gesit endositoz vardir.
Fagositozda, zar biiyiik bir nesne etrafinda kivrilir ve kapatir. Pinositozda, zar,
¢oziinmiis maddeler ve proteinler gibi tek molekulleri sarar. Reseptor aracili endositoz,
spesifik reseptorlerle kaplanmis gukurlarin ice dogru olusumunu igerir. Her durumda
membran, materyalleri i¢ine alir ve daha sonra hiicrenin i¢ine ¢ekilerek vezikiil veya
endozom olusturur. Endozomlar, olusum sirasinda segici olarak bazi maddeleri
konsantre edebilir, diger materyalleri disarida birakabilir veya lizozomlar ile
birlesebilirler. Bu mekanizma, vezikiilleri par¢alamak veya diger toksik olan
materyallere kars1 korumak igin 6zel olarak tasarlanmigtir (Schirmer 2014). Toksik
maddeler lizozomlar ic¢inde ¢ok yogunlasirsa, hiicrelere bu toksinler sizmaya
baslayabilirler. Endozomlar, hiicre i¢inde belirli iglevleri bulunan, mitokondri, golgi
cisimcigi ve ¢ekirdek gibi organellere, bazi materyalleri dogrudan sunmak tizere de
kullanilirlar. Bir organik nanopartikiil ile bu organellerin birlesmesi, bu sistemlerin

isleyisini bozabilir (Sekil 1.2.).

Glimiis gibi hayati énemi olmayan metaller, tasiyicilar tarafindan, énemli bir
iyonun 6zelliklerini taklit edecek derecede ele alinirlar. Glimiis iyonlari muhtemelen,
hiicrenin sodyum ve / veya bakir konsantrasyonunu kontrol eden bir tasiyici sistem

tarafindan tagimnir (Bury ve Wood 1999).

Partikiiler nano giimiisiin, deniz ve kara canlilarina, ¢esitli memeli hiicrelerine
toksik oldugu ve hatta insan sagligina zararl olabilecegi yoniinde ¢esitli kanitlar olsa
da kuskusuz ki medikal sahada ¢ok yararli alanlarda da kullanilmaktadir. Ancak
kullanimlari tam olarak kontrol edilmelidir (Senje ve llluminato 2009). Nanogiimiisiin
toksisitesinin diger bir sartt da biyoyararliligidir. Biyoyararlanim, genellikle
nanoparcacigin  organizmaya niifuz edebilme kabiliyeti ile tanimlanir;
Biyoyararlanilabilirligi olan nanopartikiiller, hiicrenin isleyis mekanizmasin1 bozarak
toksisite olustururlar. Nanopartikiiliin kendisi de toksisiteye neden olabilecegi gibi
nanopartikiillerin agiga ¢ikardigi glimiis iyonlar1 veya salinan gazlar da hiicresel

islemleri kesintiye ugratabilirler.



Ikinci nakil sistemi ise endositotik sistemdir ki nanoparcaciklarin hiicrelere girisi
icin oldukg¢a uygun bir yoldur. Giimiis nanopargaciklarinin biiyiik bir iyonu, giimiis
iyonunun sodyumu taklit ettigine benzer sekilde taklit etmesi pek olasi

goérinmemektedir (Senje ve Illuminato 2009).

Toksisite, canli organizmanin aldig1 doz veya maruz kalma durumu ile belirlenir.
Glimiisiin toksik olabilmesi igin, bir organizmanin dokularina niifuz etmesi gerekir.
Bu nedenle biyolojik olarak biriken konsantrasyon, bir organizmanin maruz kaldigi

giimiis dozunun gostergesidir (Veltman ve ark. 2008).

Glimigiin bakteriler i¢in son derece toksik oldugu iyi bilinmekle birlikte,
fitoplankton gibi bitkilerin yani sira omurgasizlar ve baliklar i¢in metallerin en toksik
maddeler arasindadir. Bununla birlikte, glimiis insanlara veya diger memelilere karsi

ozellikle zehirli degildir. Asagida glimiisiin toksisitesi iizerine etkiler siralanmistir:

e Hiicre i¢ine alinma kabiliyeti;
e Onemli islevleri yerine getiren biyolojik bélgelere baglanma egilimi;
e Metalin atilma derecesi;

e Metalin hiicreler igerisinde toksik olmayan formda sizdirilma derecesi.

Glimiis de dahil olmak tlizere metallerin detoksifikasyonu, tiim organizmalarda
evrimlesmis normal bir siirectir ve muhtemelen, yer kabugunda dogal olarak bulunan
metal iyonlarinin varliginin bir sonucudur. Giimiisiin insandaki detoksifikasyonu,
dokularda giimiis tuzlarinin; giimiis kloriir, giimiis fosfat ya da giimiis stilfit ile
cokelerek olustugu ortaya ¢ikmistir. Argyria 'l insanlarda, mavi veya gri renkte cilt
renk degisikligi, ultraviyole 1s1ga maruz kalma sirasinda metalik giimiisiin foto

rediiksiyonundan kaynaklanir (Wadhera ve Fung1996).

Norolojik olarak yapilan klinik ve deneysel galigmalarin iddiasinin aksine
yayinlanmus literatiirlerin kritik analizlerinde, giimiisiin beyin ve santral sinir sistemine
emiliminin olmadig1 ve ne kan-beyin bariyerini ne de kan-serebrospinal siv1 bariyerini
herhangi bir tiirde gectigini kanitlayan saglam kanitlar yoktur. Sigara kullanimini

caydirmak amacl kullanilan ac1 bir tad1 andiran glimiis asetatin kullanimi giivenli ve



efektiftir. Diger yandan Westhofen ve Schafer bir vakada, generalize argyrosis ile
birlikte ilerleyici tat ve koku duyumlarinda diizensizlik, vertigo ve hypesthesia eslik

ettigini ortaya koymuslardir (Lansdown 2010a).

Glimiis stlfiir ve glimiis kloriir graniilleri, bazal membran olarak adlandirilan ve
hiicrelerin disinda, bir¢ok organin yiizey hiicrelerinin altinda bulunan bag dokusunun
ince katmaninda yer alirlar. Bir beyaz kan hiicresi olan makrofajlar da giimiisiin

hlcrelere niifuz etmesini Onler (Baudin ve ark. 1994).

Gimiis stabil bir mineral olarak depolamadan Once, biiyiik oranda siilfhidril
gruplar1 igeren proteinlere baglanir. Bu proteinlerin en yaygin olani, metal spesifik
baglanma proteinleri olarak adlandirilir. Bu proteinler daha sonra graniiler halde
depolanmis materyallerin etrafinda toplanir ya da lizozomlar tarafindan kaplanirlar;
vezikiiller genellikle viicuda yabanci maddeleri zararsiz formda tutmak veya
indirgemek i¢in kullanilir. Giimiis tortulari, periferik sinirlerin ve kan-beyin
bariyerinin yakininda goriilebilir, ancak bu tortularin, sinir dokusunun onemli
membranlari lizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu diistiniilmemektedir (Lansdown
2007). Ancak yiiksek konsantrasyonlarda toksinler, lizozomlarin par¢alanmasina ve
toksinlerin sizmasina sebep olur. Karaciger metallothioneinler gibi detoksifiye
proteinlerin sentezi icin dnemli bir organdir ve bu da glimiisiin bu organa kuvvetli bir
sekilde birikme egiliminde olmasinin nedeni olabilir. Sindirim sisteminin bazal
mebranlarinda da yiiksek muhafaza giicli ve ortadan kaldirma kapasitesi sebebiyle

yiiksek giimiis konsantrasyonlarina rastlanabilir (Baudin ve ark. 1994).

Gauger ve ark. (2003), bir kolunda giimiis kapl bir tekstil ile, digerinde pamuklu
tekstil GriinG olan 15 hastanin sonuglarini 7 giin boyunca karsilastirmis, ¢alismanin
sonunda, giimiis kapl tekstil ile temasta olan kollarinda ¢ok diisiik miktarda stafilokok
bakterisine rastlamislardir. Bunun gibi birgok c¢alisma yapilmis olsa da giimiis
toksisitesinin doz bagimli karakteristik bulgulari heniliz tam olarak ortaya

konulamamustir.

Gilimiisiin bakteriler icin toksik hale geldigi konsantrasyonla ilgili dikkatle
incelenmemis olup mevcut deneysel veriler arasinda degiskenlik goriilmiistiir.

Ornegin, patojen bir bakteri olan Staphylococcus aureus' un verilen dozda giimiise
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tepkisine iligkin, iki benzer ¢aligma yapilmig, 8 ila 80 ppm arasinda degisen esik
degerde toksik etkiler goriilmiistiir (Chopra 2007). Bagka bir patojen bakteri olan
Pseudomonas aeruginosa ile yapilan iki baska arastirmada, giimiis iyonu i¢in 8 ila 70
ppm arasinda benzer toksisite goriilmiistiir. Bakteri kolonisinin dogasi da glimiisiin
etkinligini degistiren faktorlerdendir. Bjarnsholt ve ark. (2007), bakteri biyofilmini
yok etmek i¢in gerekli olan giimiigiin bakterisid konsantrasyonunun, serbest yagsayan
bakterileri yok etmek icin kullanilandan 10 ile 100 kat daha yiiksek oldugunu ve
mevcut kullanilan yara bandajlarindaki glimiis konsantrasyonunun bakteriyel biyofilm
ile enfekte olmus kronik yaralarin tedavisi i¢in ¢ok diisiik oldugu sonucuna
varmiglardir. Giimiisiin farkli salinimlari, farkli glimiis formiilasyonlar1 da giimiis

toksisitesini etkiler (Brett 2006, Chopra 2007).

Chen ve arkadaglar1 (2008), 15 nm (AgNPs15), 50 nm (AgNPs50) ve 100 nm
(AgNPs100) olmak uzere Ug farkli karakteristik boyutta AgNP' leri kullanarak, balik
kirmizi  kan hiicrelerinde nanogiimiisiin boyut bagimli nano toksisitesini
incelemislerdir. Optik mikroskopi ve transmisyon elektron mikroskobu gozlemleri,
AgNP' lerin RBC' ler tarafindan adsorpsiyon ve aliminda biiytik bir etki gosterdiklerini
gostermistir. Hemoliz, membran hasari, lipit peroksidasyonu ve antioksidan enzim
tiretimine bagli olarak belirlenen toksik etkilerin agik¢a biiyiilk ve doza bagimlh
oldugunu, 6zellikle, en kiglk boyutlu AgNPs15' in AgNPs50 ve AgNPs100' den daha

fazla hemoliz ve membran hasar1 indiikleme yetenegi sergiledigini saptamiglardir.

Glimiisiin  biyosidal etkisinin arkasindaki mekanizmalar, enzimler ve
proteinlerdeki tiol (stlfhidril, -SH) gruplarinin etkilesimiyle ilgilidir. Giimiis, boyle bir
ligan ile proteine baglandiginda, o proteinin normal islevlerini etkiler. Hiicrelerin
solunumu ve membranlardan elektron tasinmasi, siilfthidril grubu enzimlerinin
destekledigi iki fonksiyona ornek olabilir. Giimiis, ayn1 zamanda, DNA sarmalina
mudahale ederek DNA replikasyonunu da inhibe eder. Giimiis, bakterilerin solunum
yetenegini ve onemli iyonlarin hiicre igindeki dengelerini muhafaza ederek yasam i¢in
uygun bir i¢ ortami koruyan hiicre duvari iizerinde oksidatif stres olusturarak,
blylmeyi inhibe eder, solunum ve metabolizmay1 bastirir; hiicre potasyumunu
kaybeder ve onemli kimyasallarin hiicre zar1 igine ve digina taginmasi baskilanir

(Hwang ve ark. 2007).
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Nanoglimiisiin toksisitesi, biyolojik ve ¢evresel degisimler, yiizey oksidasyonu,
giimiis iyonu salinimi ve biyolojik makro molekiillerin etkilesimiyle yakindan
iliskilidir. Nanogiimiis partikilleri membran (zar) proteinleri ile etkilesime girebilir ve
hiicre ¢ogalmasimin inhibisyonuna yol agan sinyal yollarii aktive edebilir.
Nanogiimiisiin en 6nemli toksisite mekanizmalarindan biri gerek iyonik gerekse nano
giimiigiin silfiir iceren protein gruplar1 gibi biiylik makro molekullere affinitesinin
olmasidir. Nanogtimiis partikilleri, hiicre icindeki difizyon veya endositoz yoluyla
hicre icine girebilir, mitokondriyal disfonksiyona, Reaktif Oksijen Turlerinin (ROS)
uretilmesine, hiicre igindeki proteinlere ve niikleik asitlere zarar verir ve son olarak

hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonuna neden olur (sekil 1.3.).
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Sekil 1.3. Biyolojik ve gevresel ortamlarda nanosilverin akibeti ve toksisitesi (McShan ve
ark. 2014).

Nanogtimiis partikilleri, difizyon veya endositoz yoluyla htcre igine girerek
mitokondriyal disfonksiyona ve Reaktif Oksijen Tdrlerinin (ROS) Uretilmesine sebep
olarak hticre icindeki proteinlere ve nukleik asitlere zarar verir ve son olarak hiicre
¢ogalmasinin 6nlenmesine neden olur. ROS olusumu hiicresel anti-oksidan savunma
sisteminin kapasitesini astifinda oksidatif stres olusur. Glutasyon ve stilfidril bagl
protein gruplarindaki tiikenme ve antioksidan enzimlerdeki degisiklikler ile lipid

peroksidasyonunun goriilmesi, oksidatif hasarin birer isaretidir. (McShan ve ark.
2014).
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Khan ve arkadaslar1 (2011), yaptiklari bir ¢alismada nanogiimiisiin bes tiir bakteri
ile etkilesimini incelemisler ve nanogiimiisiin bakteriyel yuzey tizerindeki emilimini
veya ekstraseliiler proteinlerle etkilesimin pH, =zeta potansiyeli ve NaCl

konsantrasyonuna bagli oldugunu bulmuslardir.

Kruszewski ve arkadaslar1 (2013), son zamanlarda yaptiklar1 bir ¢alismada
hepatoseliiler karaciger karsinomu (HepG2), insan akciger karsinomu (A549) ve insan
kollateral adenokarsinomu (HT-29) iizerine incelemede bulunmuslardir. Biitiin
hiicrelere, sirastyla 10, 50 ve 100 ug / mL' de 2 veya 24 saat boyunca 20 nm veya 200
nmnanoglimiis verilmis bunun sonucunda nanogiimiis emiliminin Reaktif oksijen
tdrlerinin (ROS) ortaya ¢ikisiyla paralellik gosterdigi ortaya konmustur. HT29' daki
birikim, A540 ve HepG2 hiicrelerinden daha diisiiktiir; bu da, daha yiiksek nano madde
alimina sahip hiicrelerde artan ROS fretimini gostermis ve caligmacilar HT-29
hicrelerinin Grettikleri misin sayesinde daha az nanogiimiis tutulumuna sahip oldugu

sonucuna varmislardir (Kruszewski ve ark. 2013).

Kliniksel ve deneysel ¢aligmalar glimiigiin emilim ve atiliminda karacigeri birincil
organ olarak gosterse de bunun tersi olarak argyriali veya kan giimiis seviyesi > 200
pg olan hastalarda bile metabolizma enzimlerindeki gecici degisikler disinda glimiisiin
karacigerde kalict patolojik degisikliklere sebep oldugunun bir kanit1 yoktur. 30
saglikli hastaya 20 giin boyunca giinliik uygulanan 50 mg giimiis, kandaki fosfolipit,
trigliseritler, kolesterol, glisemi ve ilgili enzimlerdeki gecici artislara yol agmis, ancak

dokuda fonksiyonel degisiklikler olugsmamustir (Lansdown 2010b).

In vitro ¢alismalarin c¢ogu, yiiksek dozda giimiisiin daha yiiksek hiicresel
toksisiteyi tetikledigi doz bagimlhiligini gdstermektedir. In vivo aragtirmalarin aksine,
nanopartikiillerin in vitro konsantrasyonlar1 genellikle ¢ok daha yiiksektir ve

partikiiller, kiiltiir ortam1 yoluyla hiicrelere verilir (Stebounova ve ark. 2011).

Glimiigiin sistemik toksisite yaratmasmin tek yolu giimiise dogrudan maruz
kalmak degildir. Hollinger (1996), tibbi uygulamalarda glimiisiin gittikge
yayginlagsmasiyla gizli toksik etkilerin ortaya ¢ikmaya baslayacagini ongdrmdis,
giimiisiin dolagim sistemine alimmin (6rn., oral yolla veya deride yara yoluyla)

etkilerinin daha kapsamli arastirilmasini, ayrica, gecikmis yara iyilesmesi ve spesifik
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organlarda olas1 lokal glimiis toksisite lizerindeki etkilerin de dikkate alinmasini

Onermistir.

Giimiis nanopartikillerinin yaygin sekilde kullanilmasina ragmen, insan hiicreleri
ve ortamlar1 lizerindeki biyolojik etkileri hakkinda hala bilgi eksikligi vardir. Bazi
yazarlar bakteri ve memeli hiicreleri de dahil olmak Uzere farkli hiicre sistemlerinde
AgNP' lerinin potansiyel toksisitesini arastirmislardir. Bu tiir ¢alismalar, AgNP' lerin
sitotoksisitesini, nanoparcaciklardan Ag iyonlarinin ¢6ziilmesi veya salinmasi, hiicre
membran biitlinliigiiniin bozulmasi, oksidatif stres, protein veya DNA baglama ve
hasari, reaktif oksijen tiirlerinin {iretilmesi ve apoptotik hiicre oliimii gibi farklh
mekanizmalara baglamiglardir. Toksik mekanizma, yiizey alani, ebat ve sekil, kapak
olusturucu madde, yiizey yiikii, pargcacik safligi, yapisal bozulma ve bireysel
pargaciklarin biyoyararlanimi gibi nanopartikiillerin 6zelliklerine de baglidir (Bressan

ve ark 2013).

Hiicre toksisitesinin mekanizmasi, bakteriler iizerindeki toksisiteye benzerlik
gostermekte, tipik hiicre metabolizmasi i¢in gereken enerji depolarini bosaltarak, DNA
sentezini etkileyerek gergeklestirmektedir. Atiyeh ve ark. (2007) giimiis bilesiklerinin
yaranin iyilesme siirecini geciktirdigi ve konakg1 hiicreler {izerinde ciddi sitotoksik
aktiviteye sahip olabilecegi sonucuna varmislardir. Bununla birlikte ayni literatiiri,
glimiisiin hem yara enfeksiyonu kontrolii hem de yara iyilesmesi acgisindan c¢eliskili
olarak tanimlamislardir. Brett (2006), bu tiir etkilerin, glimiisiin yanik vakalarinda
uzun siiredir basarili bir sekilde kullanilmasiyla tutarli olmadigin1 vurgulamistir.
Atiyeh ve ark. (2007), "antimikrobiyal aktivite ile hiicresel toksisite arasindaki pratik
terapotik denge" nin yakalanmasmin mevcut bilgi diizeyinde zor oldugunu ileri
slirmiig, sonug olarak enfeksiyon kontroliiniin, konakg1 hiicre sitotoksisitesi tzerinde

San

ustlin bir profile sahip bir iiriin olarak devam ettigi" sonucuna varmistir.
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1.3. TOKSISITE

Canli organizmalara zarar veren mineral, bitkisel, hayvansal ya da sentetik maddelere
toksik madde ve bu maddelerle organizmanin gegici ya da siirekli olarak bozulmasina
yani toksik etki olusturmasi toksisite (zehirlenme, intoksikasyon) olarak tanimlanir

(Kaya 1995).

Toksikoloji, profesyonel ¢alisma alanini, tanimlayici, mekanistik ve diizenleyici
olarak {ige ayirmistir. Bunlardan mekanistik toksikoloji, canli organizmalar (izerinde
kimyasallarin  toksik etkileri oldugu hiicresel, biyokimyasal ve molekiiler
mekanizmalar1 tanimlamak ve anlamakla ilgilidir. Risk degerlendirmesinde, mekanik
veriler laboratuvar hayvanlarinda go6zlemlenen olumsuz bir sonucun insanlarla
dogrudan iligkili oldugunu gostermede ¢ok yararli oldugu gibi, mekanik veriler ayni
zamanda daha guvenli alternatif kimyasallarin tasarimi ve iretiminde ve kimyasal
zehirlenme ve hastaligin tedavisi icin rasyonel tedavide de yararhidir. Tanimlayici
toksikolojide, giivenlik degerlendirmesi ve diizenleyici gereklilikler i¢in bilgi saglayan
toksisite testi ile dogrudan ilgilidir. Deney hayvanlarinda uygun toksisite testleri,
belirli kimyasallara maruz kalmak suretiyle insanlara ve gevreye verilen riskleri
degerlendirmek icin kullanilabilecek bilgileri vermek {lizere tasarlanmistir.
Diizenleyici toksikoloji ise, tanimlayici ve mekanistik toksikologlar tarafindan
saglanan verilere dayanarak, bir ilacin veya baska bir kimyasalin belirtilen bir amag
i¢in pazarlanmasi i¢in yeterince diislik bir risk olusturup olusturmadigina karar verme

sorumluluguna sahiptir (Eaton ve Gilbert 2008).

Organizmanin normal metabolizmas1 icin gerekli olmayan cesitli yollarla
disaridan alinan ilaglar dahil tiim yabanci maddelere ksenobiyotik denir. Tiim
ksenobiyotiklerin biyolojik sistemlerde olusturduklari olumsuz etkilere toksik etki
denir. Ksenobiyotigin toksik etki olusturmasi ise toksisite olarak ifade edilir.
Toksikoloji bu ksenobiyotiklerin etkileri ile ilgilenir. Ancak canli organizma igin
endojen olan maddeler (hormonlar, bazi aminoasitler gibi veya viicut i¢in gerekli
ekzojen kaynakli maddeler de, vitaminler, yemek tuzu gibi) yiiksek dozlarda toksik

etki gosterirler ve bu nedenle toksikolojinin arastirma alanina girerler. Toksikoloji,
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kimya, farmakoloji, fizyoloji, biyokimya, anatomi ve diger bircok alanda genis bir

uzmanlik gerektiren ¢ok genis bir disiplindir (Kaya 1995).

Tiim ksenobiyotikler uygun yol ve uygun dozda canli organizmaya verildiginde
toksik etki olusturma potansiyeline sahiptir. Toksik etkinin meydana gelmesi i¢in 6nce
bir yoldan viicuda alinmas1 ve oradan absorbe olmasi gerekmektedir. Meydana gelen
toksik etkinin siddeti, organizmada etki yerine ulasan madde miktarina baghdir (Kaya

1995).

Bir zehrin veya toksik maddenin tanim1 ayn1 zamanda kalitatif bir biyolojik yon
de igerir, ¢linkii bir tiir veya bir genetik sus i¢in toksik olan bir bilesik bir digerine
nispeten zararsiz olabilir. Toksisitenin 6l¢iimii de karmagiktir. Toksisite akut veya
kronik olabilir ve yas, genetik, cinsiyet, diyet, fizyolojik durum veya organizmanin

saglik durumu ile birlikte bir organdan digerine farklilik gésterebilir (Hodgson 2004).

1.3.1. Toksisite Olusumunu Etkileyen Faktorler

1.3.1.1.Temas Yolu

Toksik maddelerin viicuda giris yollar1 oral, inhalasyon, dermal ve paranteral yollardir.
Toksik maddeler genel olarak en hizli etkiyi ve en hizli cevabi intravendz yol ile

viicuda alindiklarinda meydana getirirler (Kaya 1995).

Diger giris yollar1 i¢in siralama su sekildedir: inhalasyon > intraperitonal >

subkutan > intramuskuler > intradermal > oral > dermal.

Kimyasallarin tasit maddeleri (kimyasalin ¢oziildiigii malzeme) ve diger
formilasyon faktorleri, yutulma, inhalasyon veya topikal maruziyet sonrasi emilimi
belirgin sekilde degistirebilir. Ek olarak, uygulama yolu ajanlarin toksisitesini
etkileyebilir. Ornegin, karacigerde detoksifiye edilen bir maddenin inhalasyon yoluyla
verildigi zamana kiyasla oral yolla verildiginde daha az toksik olmasi beklenir (Eaton

ve Gilbert 2008).
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1.3.1.2. Temas Siiresi ve Sikhigi

Toksik maddeye maruz kalma stiresi ve sikligina bagl olarak;

a) Akut zehirlenme
b) Subakut zehirlenme
c) Subkronik zehirlenme

d) Kronik zehirlenme

Bircok ajan igin, tek bir maruziyetin ardindan olusan toksik etkiler, tekrarlanan

maruziyetle Uretilenlerden oldukca farklidir (Eaton ve Klaassen 2001).

1.3.1.2.1. Akut Zehirlenme

Akut zehirlenme, ksenobiyotigin toksik dozuna bir kere veya 24 saatten az bir siire
icinde bircok kere maruz kalma sonucu goruliir. Akut maruz kalma sonucu maddeye
ait akut zehirlenme belirtileri kisa bir siire igerisinde ortaya ¢ikar. Bu durum igin bazi
istisnai durumlardan da s6z etmek mimkiindir. Radyasyona akut maruz kalma sonucu
karsinojenik etki maruziyetten yillar sonra ortaya ¢ikabilir. Bu sekilde akut maruziyete
ragmen toksik etkinin sonradan goriilmesine gecikmis akut toksik etki denir.
Maddelere ait akut zehirlenme belirtileri 24 saatlik temas testleri ile belirlenir (Kaya
1995).

Akut sistemik toksisite, tek bir doz bilesigin, tipik olarak sicanlara ve farelere,
oral, dermal veya inhalasyon yoluyla uygulanmasiyla degerlendirilir. Farmasétikler
i¢in, bu caligmalarin ana amaci, (gecikmis toksisite dahil) doganin ve herhangi bir akut
toksik cevabin siiresini belirlemektir. Ayrica, 6ldiiriici olmayan maksimum dozu da
belirler ve insanlarda tek maruziyet veya asir1 dozaj ile ilgili 6n bilgi saglar (Anonim
2018).
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1.3.1.2.2. Subakut Zehirlenme

1 ay veya daha az siire igerisinde toksik etki olusturabilecek miktarda toksik madeninin
organizmaya girmesi ile olusan zehirlenmeye subakut zehirlenme denir. Pestisitlerin
Ozellikle organik fosforlu inseksitisitlerin tarimda uygulanmasi sirasinda bu tip
zehirlenme olaylarina rastlanir. Subakut zehirlenme belirtileri akut zehirlenme
belirtilerine ¢ok benzerdir. Subakut zehirlenme belirtileri, 14 veya 28 gunluk temas

testleri ile saptanir (Kayal995).

1.3.1.2.3.Subkronik Zehirlenme

Ksenobiyotige temas siiresi subakut ile kronik siire (1-3 ay) arasindadir. Zehirlenme
belirtileri ve toksik etki sekli kronik zehirlenmeye daha yakindir. Subkronik

zehirlenme belirtileri 90 giinliik temas testleri ile saptanir (Kayal995).

Subkronik sistemik toksisite, bir test numunesinin 90 gune kadar
tekrarlanmasindan veya siirekli uygulamasindan veya hayvan omriiniin %10' unu
gecmemesinden sonra meydana gelen olumsuz etkiler olarak tanimlanir (Jong ve
Geertsma 2012).

1.3.1.2.4. Kronik Zehirlenme

Organizmada birikme 6zelligine sahip olan toksik maddelere 3 ay veya daha uzun
stirede maruz kalma sonucu ortaya ¢ikan zehirlenmelerdir. Genel olarak bir maddenin
organizmadan atilim hizi absorbsiyon hizina gére daha yavas ise bu madde
organizmada birikebilir yani kiimulatif 6zellik gosterir. Kronik zehirlenme endstride
kimyasal maddelere maruz kalan isciler i¢in 6nemlidir. Kronik zehirlenme sonucu
bircok meslek hastaliklar1 (benzolizm, silikozis, plumbizm) olusmaktadir. Ayrica
cevre kirleticilerine (hava, su, besin maddelerindeki), DDT, klorobifeniller, kursun,

civa ve kadmiyum gibi komulatif zehirlerle gorilen kronik zehirlenmeler ise
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epidemiyoloji ve halk sagligi agisindan oldukga dnemlidir. Kronik zehirlenmelerde
baslangicta bazen akut zehirlenme benzeri ancak daha hafif siddette belirtiler ve uzun
donem sonunda maddeye ait kronik zehirlenme belirtileri gorilmektedir. Toksik
maddelerin akut zehirlenme belirtileri ile kronik zehirlenme belirtileri birbirinden
oldukea farklidir. Ornegin akut benzen zehirlenmesinde baslica toksik etki, santral
sinir sisteminin depresyonu iken kronik benzen zehirlenmesinde ortaya ¢ikan baglica

toksik etki 16semidir (Eaton ve Gilbert 2008).

Uzun stireli veya kronik maruziyet ¢alismalari, maruz kalma siiresinin 3 aydan
uzun olmast disinda subkronik calismalara benzer sekilde gergeklestirilir.
Kemirgenlerde, genellikle kronik maruziyet ¢alismalari genellikle 6 ay ile 2 yildir.
Kemirgenler disinda yapilan ¢alismalarda genellikle 1 yil veya daha uzun olabilir
(Errill 1996).

1.3.1.3. Doz

Biyolojik bir sistemde zehir, canliya zararli bir tepki (Uretebilen, fonksiyon
bozukluguna yol agan ve canliy1 6liime gotiirebilecek ajan olarak tanimlanabilir ancak
bu tanim bilinen her kimyasalin, yeterli miktarda mevcutsa, yaralanma veya 6liime
sebep olma potansiyeline sahip olmasinin ¢ok basit bir nedeni i¢in yararli bir ¢alisma

tanimi1 degildir (Eaton ve Curtis 2008).

Doz toksisiteyi belirleyen temel faktordiir. Uygun dozda kullanilmadigi takdirde
her madde zararli, olumsuz etkiler meydana getirebilir. Ksenobiyotiklerin genis bir
doz spekturumu vardir. Bu nedenle toksik etki olusturma potansiyelleri birbirinden
farklidir. Genel kural olmasa da buytk o6lglide toksisiteyi doz belirler. Bir maddenin
ne kadar toksik oldugunu ifade etmek icin yani toksisite derecesini ifade etmek ic¢in
akut toksisite letalite birimi olan ifadesi kullanilir. LD50 (Letal Doz 50) solunum yolu
disinda diger tiim yollarla organizmaya girerek etki gosteren kati1 veya sivi haldeki
kimyasal maddelerin belirli kosullarda bir kez verildiginde bir gruptaki deney
hayvanlariin %50’ sini 6ldiiren dozu ifade eder ve bu deger mg/kg olarak belirtilir.

LD50 tayini icin organizma maddeye hangi yol ile giriyorsa o yoldan deney
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hayvanlarina uygulanmasi daha stabil sonuglarin elde edilmesine olanak saglar. Verilis
yoluna gore maddenin LD50 degeri farklilik gosterebilir (Cizelge 1.2.). LD50 degeri
maddelerin toksik etki olusturma potansiyellerini karsilagtirmayi saglar ve bu ifade ile
bir maddenin hangi dozlarda zararli oldugunu da anlamak miimkiindiir. LC50 (Letal
Konsantrasyon 50) solunum yolu ile viicuda girerek etkisini gosteren maddelerin akut
toksisite Ol¢iisiinii tanimlar. Belli kosullarda solunum yolu ile viicuda girdiginde bir
gruptaki deney hayvanlarinin %50’ sini dldiiren konsantrasyondur ve birim olarak

ppm veya mg/mm? olarak ifade edilir.

Cizelge 1.2. Baz1 Kimyasal Maddelerin Insan ve Kemirgenlerdeki Letal Doz Degerleri
(Sayg1 2003)

Madde Insan i¢in letal Sican Fare LD50 Tavsan LD50
doz

Lindan 840 mg/kg 125 mg/kg - 130 mg/kg

Kafein 192 mg/kg 192 mg/kg 620 mg/kg -

Borik asit 640 mg/kg 2660 mg/kg 3450 mg/kg -

Amital 43 mg/kg 560 mg/kg - 575 mg/kg

Kimyasallar ve canli sistemler arasindaki etkilesimler belirli sathalarda goriiliir.
Birincisi, canli organizmanin bir sekilde kimyasala maruz birakildig1 ve bu kimyasalin
organizmaya alinmasi veya emilmesinin takip edilebilecegi maruz kalma agamasidir.
Kimyasalin organizmada dagilmis oldugu bir sonraki evreden once gelir. Bu iki
evrenin de gerceklesebilmesi i¢in bir transport sistemine ihtiya¢ vardir. Kimyasalin
organizmanin ¢esitli bélgelerine ulasmasindan sonra gelen evre enzimlerin aracilifiyla
metabolizma oldugu evredir. Bu safhalar bazen toksikokinetik olarak adlandirilirken,
sonraki saftha kimyasalin ve metabolitlerinin organizmanin bilesenleri ile etkilesime

girdigi toksikodinamik fazdir (Timbrell 2008).
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1.3.2. Toksikokinetik

Hayvana veya cevreye 0zgii bir¢ok faktor, toksik maddelerin tanimlanmis deney
kosullar1 altinda belirlenen toksisite degerini degistirebilir. Bilesiklerin toksisitesi
maruz kalma yoluna gore degiskenlik gosterebilir. Toksik maddelere en genel gorilen
maruz kalma yollart agiz, solunum, damar i¢i, periton i¢i olarak gozlenmekle birlikte
bunlardan toksik etkinin en fazla gordlenleri damar i¢i ve periton i¢i olanlaridir. Klinik
veteriner toksikolojide ise oral ve dermal yolla maruz kalinma ¢ok sik gorullr ve
bunun sonucu olarak toksik maddenin emilimi ve yayilimi1 daha uzun siirmektedir.
Giinliik toksik dozun gidayla birlikte alinmasi, tek seferde yogun miktarda alinmasiyla
kiyaslandiginda daha diisiik etki gostermektedir. Bununla birlikte enterohepatik
dolagimi da iceren gastrointestinal dolasim ve derideki dolagim toksik maddeye maruz
kalma siiresini anlamli derecede uzatmaktadir. Bilesiklerin toksik etkileriyle ilgili

vurgulanmasi gereken diger konu ise organlarda yarattigi hasardir (Gregus 2008).

Maruz kalma derecesine gore (Doz), etkilenen hiicrelerin sayisi, dokulardan, tim
organin bulundugu noktaya kadar artar veya biyokimyasal veya morfolojik olarak
degistirilir. Onceden metabolize edilmeden hiicrelerde dogrudan etkileri olan nispeten
az madde vardir. Onceden metabolizma olmaksizin aktif olanlar genellikle dogal
olarak reaktiftir veya hiicre membraninda veya hiicrenin kendisinde spesifik
reseptorlerde aktiviteye sahiptir. Asindirict maddeler, hiicrenin digindan hareket etme
egilimindedir ve birgok hiicrenin 6limiiyle sonuglanan genis etkilere sahip olsalar da
toksik maddelere hiicre icinde veya hiicre zarinda farkli sekilde etki eden yaygin

etkilere sahiptir (Woolley 2008).

Zehirlerin, uygulandiklar1 yerden biyolojik zarlar1 gegip sistemik dolagima
gecmeleri emilme olarak tanimlanir. Normal olarak zehirler viicuda sindirim, solunum
ve deri yoluyla girerler; ama bir sagaltim sirasinda ya da deneysel olarak parenteral

yollarla da girebilirler (Eaton ve Gilbert 2008).
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Tim hiicrelerde bulunan plazma zar1 benzer ozellik gosterir; yaklasik 70A
kalinliktaki bu zar protein molekiillerini 2 yandan kusatan lipid tabakasindan
yapilmustir. Zardaki lipid kisim daha ziyade lesitin, sefalin ve kolesterolden ibarettir.
Herhangi bir maddenin bu yapidaki biyolojik zardan gegisi dagilim katsayisi (yagdaki
¢oziiniirliik/ sudaki ¢oziiniirliik) ve iyonlasma oramiyla yakindan iliskilidir. Iyonize
maddeler zarlardan zor gegerken, suda kolay ¢dziinen bilesenler fosfolipid yapidaki
zarlar1 zar zor asarlar. Ilaglarda oldugu gibi zehirlerin biyolojik zarlardan gegisinde de
basit difiizyon, etkin tasima, kolaylastirilmis difiizyon ve endositoz (pinositoz) olaylari

rol oynar (Timbrell 2008).

Sindirim kanali mukozas1 zehirli maddelerin emilip dolagima ge¢melerinde en
onemli yolu olusturur. Sindirim kanalinin tiim kisimlarinda emilim olursa da bunun en
cok gerceklestigi yer ince bagirsaklardir. Gevigenlerde rumen ve retikulum,
kopeklerde mide ve gevisenler disindaki ot yiyicilerde kalin bagirsaklardan da emilim
olur. Sindirim kanalindaki igerigin tabiati bir zehirin emilmesinin ve sonugta etkisinin
degismesine yardimeir olur. Ozellikle etcillerde mide asiti baslangicta ¢dziinmez
durumdaki maddelerin ¢6ziinebilirligini ve bdyle emilirligini arttirir. Mide igerigi
asidik ve bagirsaklarda bazik oldugundan, herhangi bir maddenin yagdaki
¢oziinlirliighi bakimindan bu iki kisim arasinda farkliliklar vardir. Yani zayif asidik

bilesikler mideden ve bazik olanlar ise bagirsaklardan daha kolay emilirler.

Genel olarak, yeni bir kimyasal iizerinde gerceklestirilen ilk toksisite testi, tek bir
maruziyetin uygulanmasindan belirlenen akut toksisitedir. Akut toksisite testlerinin
yapilis amaglarinda; genellikle yaklasik 6lumcil doz olarak ifade edilen maddenin
(6rn. LD50), gercek toksisitesinin tahmin edilmesini saglamak, hedef organlar ve diger
klinik bulgular1 hakkinda bilgi saglamasi, tiirler arasindaki farkliliklarin ve duyarh
tirlerin saptanmasi, toksik etkinin geri donilislimiiniin saptanmasi, uzun siireli

caligmalarin planlanmasi ve doz se¢imini saglamak.
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LD50 ve diger akut toksik etkiler, bir veya daha fazla tiirdeki bir veya daha fazla
uygulama yolundan (oral yoldan veya hedeflenen maruz kalma yolundan) sonra
belirlenir. En ¢ok kullanilan tiirler fare ve si¢an olmakla birlikte, ¢alismalar yetiskin
erkek ve disi hayvanlarda yapilir. Tek bir dozdan sonra 14 giinliik bir siirede 6len
hayvanlarin sayis1 tablo haline getirilir. Mortalite ve agirliga ek olarak, test
hayvanlarinin giinliik muayenesi, zehirlenme, uyusukluk, davranigsal degisiklikler,

morbidite, gida tiikketimi ve benzeri belirtiler i¢in yapilmalidir.

LD50'in belirlenmesi, laboratuvar hayvanlarinin refah1 ve korunmasina yonelik
artan endiseler nedeniyle bir kamu konusu haline gelmistir. LD50 biyolojik bir sabit
degildir. Birgok faktdr toksisiteyi uyarir ve bu nedenle herhangi bir calismada
LD50'in tahminini degistirebilir. Hayvanlarin tiirii, yas1 ve agirligi, yem tiirii, 6n
deneme agilma siiresi, uygulama ydntemi, siispansiyon ortaminin hacmi ve tiirii ve
gozlem siiresi gibi faktorlerin, toksik maddelere karsi olumsuz tepkileri etkiledigi

gosterilmistir (Errill 1996)

1.3.3. Zehirlenme Tipleri ve Zehirlerin istenmeyen Yan Etkileri

Kimyasallarin istenmeyen yan etkilerinin spektrumu olduk¢a genis olmakla birlikte
baz1 kimyasallarin zararliyken bazisi degildir. Ornegin, bir kimyasal ya da ilag birgok
etki olustururken bunlardan sadece bir tanesi istenen etki olarak tanimlanirken

digerleri kimyasalin yarattig1 yan etki olarak adlandirilir (Eaton ve Gilbert 2008).

Zehirlenmeler alinan zehir miktar1 ve stresine gore klinik olarak perakut, akut,
subakut ve kronik olarak ayrilir. Bu siireler siiphesiz zehirli maddelerin yol agacagi
yalin zehirli etkiler, alerjik tepkimeler (asir1 duyarlilik tepkimeleri) ve idiyosinkratik
tepkimelerin klinik olarak ortaya ¢ikmalari i¢in gegmesi gereken siireleri ifade eder.
Zehirli maddelerin etkileri, ayrica yerel ve sistemik etkiler; doniistimlii ve doniisiimsiiz

etkiler diye de ayrilir (Kaya 1995).
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1.3.3.1. Yahin Zehirli Etkiler

Ilag ve benzeri maddelerin yalin zehirli etkileri genellikle kullanilan miktarlarina bagl
olarak ortaya cikan ve farmakolojik etkilerinin siddetlenmis sekliyle kendilerini
gosterirler; olus bigimi farmakolojik etki bi¢ciminin hemen hemen aynisidir. Yalin
zehirli etkiler; Gorevsel, Yapisal ve Ozel zehirli etkiler olarak 3 grupta incelenir (Kaya
1995).

1.3.3.1.1.Gorevsel Zehirli Etkiler

Bu esasta, ilaglarin doz fazlaliginda oldugu gibi, beklenen veya ongoriilen etkilerin
siddetlenmis ya da abartilmis sekilde ortaya ¢ikmasi durumudur. Orn. sitriknin gibi
MSS uyaricilart ile bu sistemin siddetli derecede uyarilmasi, organik fosforlu
bilesiklerle zehirlenmelerde ter, tiikUriik salgis1 artisi, kas seyirmeleri ve

depolarizasyonlu fel¢ gibi (Kaya 1995).

1.3.3.1.2. Yapisal Zehirli Etkiler

Zehirli maddelerin doku veya hiicre diizeyinde yol actigi hasarla ortaya cikan
etkilerdir. Burada maddenin kendisi etken olabilecegi gibi biyotransformasyonu (BT)
sirasinda veya sonucu ortaya ¢ikan etkin metabolitleri de etken olabilmektedir. Etkin
ara urunler (epoksitler, N-oksitler vb) hlcrelerde ¢esitli biiyiik molekiillere (enzimler,
DNA, RNA gibi) sikica baglanarak onlarda biyokimyasal degisikliklere ve sonugta
organik bozukluklara kadar gidebilen gorevsel, biyokimyasal bozukluklara sebep
olabilirler. Vicutta, zehir ve benzeri maddelerin BT’ u ve atilmasinda karaciger ve
bobrekler yapisal bozukluklara maruz kalan en 6nemli iki organdir. Bunlari sindirim
kanali, kemik iligi, sinir sistemi, kollajen doku, damar endoteli, epitelyal doku, tiroid

bezi gibi yapilar izler (Kaya 1995).
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1.3.3.1.3. Ozel Zehirli Etkiler

flag, zehir veya etkin metabolitlerin hiicre ¢ekirdeginde DNA’ ya etkileri sonucu
gelisen Mutajenik, Karsinojenik ve Teratojenik etkiler 6zel zehirli etkiler basligi
altinda incelenir. Tk iki etkide DNA molekiiliinde kalic1 hasar ve bozukluk bulurken,
sonuncusu DNA’daki bozukluk veya DNA’nin ¢ekirdek disindaki bozukluguyla ilgili
olabilir (Kaya 1995).

A) Karsinojenik Etki:

Kanser, DNA yapisindaki bozukluk sonucu hiicrelerin yeteri 6l¢iide farklilasmadan

kontrolsiiz ve hizl bir sekilde gogalmasiyla kendini gosteren bir durumdur.

Karsinojenitenin degerlendirilmesi i¢in, si¢anlar ve fareler iki yila kadar (bu
tirlerin ortalama Omrii) toksik doza maruz birakilir ve hastalifin insidans1 ve

tiimorlerin tipi degerlendirilir (Anonim 2018).

B) Mutajenik EtKi

Radyasyon dahil, ¢esitli maddelerin hiicre DNA’ sinda yaptiklari kalict degisikliklere
mutasyon denir; etki genotoksik etki diye de bilinir. Etken (mutajen) madde
kromozomlarda ¢ok kiiciik ve onemsiz veya ¢ok biiyiik ve onemli degisikliklere sebep
olabilir. Her hiicrede kendi yapisi, gelismesi ve goreviyle ilgili genetik bilgiler DNA’
da kayith oldugundan, mutasyon sonucu DNA molekiiliinde olusan degisiklik kisith
bir noktaya 6zellikle de tek bir zincire sinirl kalirsa, genellikle 6nemli bir bozukluga
yol acilmaz ve hiicreler normal gorevini strdirebilirler. Ama DNA’ nin yapisinda
olusan degismenin derecesi biiyiikse hiicrelerin gorevlerinde ve gelismesinde bozulma

yaninda 6liimii de s6z konusu olabilir. (Kaya 1995).
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Genotoksisitenin belirlenebilmesi i¢in farkli test sistemlerinin kullanilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle in vitro testlerin yan1 sira in vivo testlerinde yapilmasi
gerekmektedir. Genotoksik etkinin belirlenmesinde hizli ve basit bir test olarak
Alkaline Filter Elution testi érnek verilebilir. Bu testle genotoksik materyallere karsi
hayvan DNA dizilerindeki kirilmalar hizli bir sekilde belirlenebilir (Zorba ve Yildiz
2007).

C) Teratojenik Etki:

flag, zehirli ve cesitli kimyasal maddelerin anne karninda plasenta yoluyla yavruya
geemesi sonucu yavruda sekil bozukluklar1 veya noksan gelismesiyle kendini gosteren
bozukluklara yol agmasi olayidir. Teratojenik maddeler hiicre ¢ekirdegini
etkilemeksizin ya hiicrelerin 6liimiine ve bdylece bir organ veya dokuyu olusturacak
hiicre sayisinin azalmasina sebep olarak ya da hiicrelerin farklilagsmasini onleyerek;
annede yaptiklart bozukluk sonucu (kalp-damar bozuklugu, plasentada dolagim
bozuklugu, vb) yavruda bozukluklara yol agarak; mutasyon ve hiicrelerde kontrolsiiz

¢ogalma ile farklilagmanin bozulmasina yol agarak etkili olurlar (Kaya 1995).

1.3.3.2. Allerjik Tepkimeler

Kimyasal alerji olarak da bilinen ila¢ alerjisi insan veya hayvanlarin kimyasal bir
maddeye Onceden maruz kalmalar1 sonucu gelisen bir tepkidir. Kiiglik molekiil
agirlikli bir maddenin alerjik tepkiye yol agabilmesi i¢in kendisi veya metaboliti
viicutta dnce bit proteinle birleserek antijenik bir bilesik olugturmasi gerekir. Boyle bir
antijene maruz kalinmasini takiben 2 hafta icerisinde antikorlar sekillenir; iste S0z
konusu maddeye belirtilen slreden sonra tekrar maruz kalinmasi sonucu alerjik

belirtilerle seyreden antijen-antikor tepkimeleri ortaya ¢ikar.
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1.3.3.2.1. Tip 1 tepkimeler (anaflaktik tepkimeler)

Bunlara 1gE tipi antikorlar aracilik ederler; bu antikorlar mast hiicreleri ve bazofil
l6kositlerin zarina sikica yapismislardir. Kimyasal madde-protein bilesigi (hapten) yan
yana duran iki IgE molekiiliine koprii olusturacak sekilde baglanir; bunun sonucunda
anilan hiicrelerden histamin, 16kotrienler, prostoglandinler gibi bir¢cok yerel hormon
saliverilerek damarlarda genisleme veya daralma 6dem, yangisal cevap vb. etkiler

sekillenir (Kaya 1995).

1.3.3.2.2.Tip 2 tepkimeler (sitolitik tepkimeler)

Bu tepkimelere hem 1gG hem de 1gM antikorlar aracilik eder; burada kimyasal madde
veya metaboliti damar endoteli veya kan hiicrelerinin zarindaki belirli bir protein
grubu ile birleserek onu antijen haline getirir. Iste bu sabit antijenlere kars1 yukarida
belirtilen antikorlar sekillenir. Olusan antikorlarin bir kismi hiicre ylizeyindeki
antijenlere baglanir; bu baglanma komplementin etkinlesmesi sonucu dogrudan veya
hicre ylzeyindeki antijen-antikor bilesigini taniyan fagositik ya da fagositik tipte
olmayan oldiiriicii hiicreler araciliginda dolayli yoldan hiicrelerde erimeye sebep

olurlar.

1.3.3.2.3. Tip 3 tepkimeler (arthus tepkimeleri)

Bu tepkimelere oncelikle, 1gG antikorlar1 aracilik eder. Blylk antijen- antikor
bilesikleri olusur; sekillenen bu bilesikler damar endoteline kolayca ¢okerek serum
hastalig1 diye bilinen hiicreler i¢i yikimlayici nitelikte yangiya sebep olurlar (Kaya
1995).
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1.3.3.2.4. Tip 4 tepkimeler

Gecikmis asir1 duyarlilik tepkimeleri olarak da bilinen bu duruma T- lenfositler ve
makrofajlar aracilik ederler. Duyarli hiicreler antijenle temasa girdiklerinde
saliverdikleri lenfokinler vasitasiyla yerel yangiya sebep olurlar; lenfokinlerin
saliverilmesi dokuda makrofajlarin ve nétrofil I16kositlerin toplanmasina yol agar. Bu
tip tepkimelerin baglica 6rnegini temas dermatiti olusturur; krom bilesikleri, nikel,
neomisin, organik civa bilesikleri, para-amino benzoik asit tlrevleri, antihistaminikler

bu tip tepkimelere sebep olurlar (Kaya 1995).

1.3.3.3. idiyosinkratik tepkimeler

Canlida genetik noksanlik veya farklilik sonucu herhangi bir maddeye kars1 gelisen
istenmeyen bir tepki olarak tanimlanan idiyosinkrazinin ¢ok sayida 6rnegi vardir. Kimi
durumda kimyasal maddenin BT’ una veya etkisizlestirilmesine giren herhangi bir
enzimin noksanligi, kimi durumda da zehrin etkisine aracilik eden reseptdr sayisinin

azalmasi veya bigiminin degismesi s6z konusudur (Kaya 1995).

1.3.4. Toksikolojik Calismalarin Gelisimi

Toksikoloji 1900' lii yillarda hizli bir gelisim gostermistir. Bu hizli gelisim ikinci
diinya savasi doneminde uyusturucu, bocek Oldiiriicii ilag, mithimmat, sentetik elyaf
ve endistriyel kimyasallarin iiretimindeki belirgin artigla birlikte paralellik
gostermistir. Bir¢ok bilim dali gelisimini diizenli bir ¢alismaya dayanan: teori, hipotez,

sentez ve yeni fikir gelisimleri lizerine dayandirmaktadir (Gallo 2001).

Modern toksikoloji on dokuzuncu ve yirminci yiizyillarda biyoloji ve fizik
bilimlerinin gelisimin bir devami olarak goriilebilir. Yirminci ylizyila kadar ilag
kullanimina yonelik diizenlemeler olduk¢a esnek olmakla birlikte 1937 yilinda 'elixir

of stilffonamid' adinda bir ilacin kullanimiyla yiizden fazla kisinin 6lmesinin ardindan
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ABD kongresi satis1 yapilacak ilaglarin dncesinde hayvanlar tizerinde test edilmesini

zorunlu hale getirmistir (Vural 2005).

Tanimsal hayvan deneylerinin temelinde 2 ana ilke vardir. Birincisi laboratuvar
hayvanlarinda bilesiklerin olusturdugu etkiler uygun nitelikte oldugunda insanlara
uygulanabilirligidir. Viicut yiizeyi birimine gore doz bazinda, insanlarda toksik etkiler
genellikle deney hayvanlarinda oldugu gibidir. Viicut agirligi bazinda, insanlar
genellikle deney hayvanlarindan daha savunmasizdir. Bu kantitatif farkliliklar goz
online alindiginda, insanlar i¢in nispeten giivenli dozlar1 hesaplamak i¢in uygun

guvenlik faktorleri uygulanabilir (Gallo 2001).

Belirlenen herhangi bir riski yonetmek ve azaltmak icin gerekli kontrol
onlemlerini tanimlamak adina doz ve toksikolojik cevap arasindaki iliskiyi karakterize
eden testlerden elde edilen veriler, bir risk degerlendirmesi yapmak i¢in insan

maruziyeti hakkindaki bilgilerle birlestirilir (Anonim 2018).

Ikinci prensip, deney hayvanlarinin yiiksek dozlarda kimyasal maddelere maruz
kalmasinin insanlarda olas1 tehlikeleri kesfetmenin gerekli ve gegerli bir metodu
oldugudur. Bu prensip, doz veya maruziyet arttik¢a, bir popiilasyondaki bir etkinin
insidansinin daha yiiksek oldugu, kuantal doz-cevap kavramina dayanmaktadir.
Deneysel model sistemlerinin tasariminda pratik olarak, toksikoloji deneylerinde
kullanilan hayvan sayisinin, risk altindaki insan popiilasyonlarinin biytikliglne
kiyasla her zaman kii¢iik olmasin1 gerektirmektedir. Bu tiir kii¢iik hayvan gruplarindan
istatistiksel olarak gecerli sonuglarin elde edilmesi, goreceli olarak biiyiik dozlarin
kullanilmasii gerektirir, boylece etkiler saptanabilirlik anlaminda yeterince sik

meydana gelecektir (Errill 1996).

1.3.5. Toksisite testleri

Toksisite testleri bir kimyasalin glivenilir oldugunu kanitlamak i¢in degil, o kimyasalin
meydana getirece8i toksik etkileri saptamak icin yapilmaktadir. Kimyasalin nihai

kullanimina bagli olarak, kimyasalin yapisal bilesikleri tarafindan iretilen toksik
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etkiler ve kimyasalin kendisi tarafindan iiretilen toksik etkiler, yapilmasi gereken
toksikoloji testlerinin belirlenmesine katkida bulunur. FDA, EPA ve Ekonomik Is
birligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD), prosediiriin tanimlanmas1 ve sorumlulugun
belgelendirilmesi  gerektigini sart kosan iyi laboratuvar uygulamalart (GLP)
standartlar1 yazmistir. Bir kimyasal madde piyasaya sunulurken yapilan toksisite

testlerinde bu ilkelere uyulmasi beklenir (Eaton ve ark. 2008)

1.3.5.1. Toksisite Testlerinin Smiflandirilmasi

Toksikolojik testler maddelerin; insanlar, hayvanlar veya cevre icin zehirlilik
derecesini ve etkileme mekanizmalarini incelemektedir. Bu amagla bir maddenin
belirli dozuna ilk maruz kalindiginda ortaya ¢ikabilecek olumsuz etkilerin incelenmesi
(akut toksisite ¢aligsmalari1), genetik materyalle etkilesime giren maddelerin
potansiyelinin degerlendirilmesi (genotoksisite), bir maddeye siirekli maruz kaldiktan
sonra sekillenen zehirlenmeler (tekrarlanan doz toksisite c¢alismalar1), bazi
kimyasallara maruz kalma sonucunda kanserin gelisip gelisemediginin tespit edilmesi
ve ilaglarin giivenli doz araliklarini belirlemek i¢in ¢esitli ¢alismalar yapilmistir

(Anonim 2018).

Toksisiteyi, etkiye sebep olan neden ve etkinin gozlemlendigi maruziyet diizeyi
(doz) olmak Uzere iki temel 6ge olusturmaktadir. Bazi testler 6zel bir etkiyi (deri ve
g0z tahrisi, deri hassasiyeti ve mutajenite gibi) tespit etmek icin 6zel olarak
tasarlanmistir. Diger testler (subkronik ve kronik ¢aligsmalar gibi) organlar veya viicut
sistemleri Uzerinde daha az spesifik etkilerin veya etkinin gelistigi doz araliginin daha

genis bir yelpazesini tespit etmek igin tasarlanmistir (Anonim 2018).

Toksisite testleri, test siresinin uzunluguna gore siiflandirilabilirler. Bunlar;

1. Akut toksisite testleri,
2. Subakut toksisite testleri,

3. Subkronik toksisite testleri,
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4. Kronik toksisite testleri,

5. Ozel toksisite testleridir.

1.3.5.1.1. Akut Toksisite Testleri

Akut toksisite c¢alismalar1 tek bir maddenin etkilerini degerlendirmek ig¢in
yiiriitiilmektedir. Genellikle her bir hayvan, bu ¢alisma tasariminda tek bir doz test
maddesini alir. Nadir olarak, tekrarlanan dozlar uygulanabilir, ancak her durumda, tiim

dozlar 24 saat veya daha kisa bir siire i¢erisinde uygulanir (Gad 2014).

Akut toksisite, bir maddenin tek bir dozuna ilk kez maruz kaldiginda ortaya ¢ikan
olumsuz etkilere karsilik gelir. Deri ve gozle temasin etkilerini (korozyon, tahris edici
ve hassaslagma; topikal veya lokal toksisite) ve yutulan, teneffus edilen, deri yoluyla
emilen veya enjekte edilen bir maddenin i¢ organlari lizerindeki etkilerini tespit etmek
icin ayri testlere ihtiyag vardir. Lokal toksisite durumunda, deri tahrisi normal olarak
test maddesinin hayvanin sirtlarinin tirag edilmis bolgelerine uygulanmasi ve 72
saatlik bir siire boyunca kizariklik, sisme, erozyon ve llserasyonun gelismesi goz
Oniine alinarak degerlendirilir. Gz tahrisi testleri test maddesini dogrudan hayvanin
goziine uygulamak ve korneal opasite, sisme, kizariklik ve diger tahris bulgularini

gozlemlemeyi igerir (Anonim 2018).

1.3.5.1.2. Subakut Toksisite Testleri

Subakut toksisite testleri bir kimyasalin tekrarlanan dozlarda toksisitesi hakkinda bilgi
edinmek ve subkronik caligmalara yardimci olarak toksik dozlarin belirlenmesi
amaciyla yapilmaktadir. Kimyasal maddenin hayvanlara farkli dozlarda yemlerine
katilarak verilmesi protokoliine dayanir. Genellikle ratlar i¢in her cinsiyetten onar
hayvana birer doz ve kdpeklerde her cinsiyetten (¢ ya da dort hayvan icin 3 doz
seklinde uygulanir. 14 giin sonra kimyasal ve histopatolojik incelemeler yapilir (Eaton
ve Gilbert 2008).
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1.3.5.1.3. Subkronik Toksisite Testleri

Sican ve kopek gibi deney hayvanlarinin tercih edildigi bu testte, test siiresi ii¢ aydir.
Kimyasal maddelerin verilis yolu genellikle oraldir. Madde 6zelligine gore su iginde,
besine karistirilmis veya oral gavaj seklinde verilebilir. Bu test ile kimyasal maddenin
karaciger, bobrekler, beyin ve idrar kesesi gibi pek ¢ok organlar tzerindeki genel
toksisitesi hakkinda bilgi edinmek miimkiin olur. Deney siiresince hayvanlarin ¢ok iyi
gbzlemlenmesi ve deney sonunda da detayli histopatolojik incelemeler ile, gunlik
hayatta kullanilacak besin haricindeki maddelerin final toksisitesi subkronik testler ile
tamamlanabilmektedir. Subakut ve subkronik toksisite testleri ile gunlik hayatta
maruz kalinabilecek maddelerin saglik tzerindeki potansiyel toksisite risklerini de
saptamak muimkiindir. Risk tayini, kimyasal maddenin tanimlanmasi, doz cevap
iligkisi, maruziyet tayini ve risk karakterizasyonu olmak Uzere 4 basamakta
gergeklestirilir (Vural 1996).

Subakut ve subkronik toksisite testlerinde doz cevap iligkisinden yararlanilarak
gozlemlenen en diisiik etki diizeyi (LOEL) veya en diigsik advers etki diizeyi
(LOAEL), higbir advers etkinin gézlenmedigi en yiiksek diizey (NOEL veya NOAEL)
hesaplanabilir (Tablo 2). Ancak, deney hayvanlarinda elde edilen bu verileri insanlara
uyarlamak oldukca zordur. Kronik toksisite testlerinden elde edilen veriler ile
toplumun kimyasal maddeye maruziyeti sonucu higbir saglik sorunu yasamayacagi
konsantrasyon degerini (BMC: Benchmark Concentration), giinliik tolere edilebilir
maruziyet derecesini (TDI: Tolerable Daily Intake = NOAEL x 0.5/UF) saptamak da
mimkunddr (UF: Belirsizlik faktor: Uncertainty Factor) (11,14). Yine bu testlerden
faydalanilarak, insan popiilasyonunda hassas bireyler de dahil kisilerin dmiir boyu
maddeye maruziyetinde hicbir zararl etki riskinin goriilmeyecegi doz degeri RfC veya
RfD (Reference Concentration / Reference Dose) saptamak da mimkundir. Son
yillarda RfC saptamasinda NOAEL yerine BMC' den yararlanilmaktadir. BMC degeri
NOAEL ile LOAEL arasinda bir deger olarak da kabul edilmektedir (Saygi 2003).
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1.3.5.2. Sitotoksisite

Sitotoksik terimi, hiicre dSliimiine neden olan anlamina gelmektedir. Sitotoksisite
arastirmalari, bir maddenin sitotoksik potansiyelinin olup olmadiginin belirlenmesi
amaciyla yapilir. Hiicre temelli sitotoksisite ¢aligmalar1 gerek uygulama kolayligi,
gerekse in vivo ¢alismalardan elde edilen verilerle uyum gostermesi nedeniyle, hayvan
deneylerine alternatif olarak dogmus ve toksikoloji laboratuvarlarinda sikg¢a tercih
edilir hale gelmistir. Hiicre bazli sitotoksisite ¢alismalar1 ile test edilen maddenin
sitostatik ve sitotoksik etkileri hakkinda temel bilgi edinilir (Riss ve ark., 2006).
Yapilan sitotoksisite caligmasinin tipi ne olursa olsun, 6nemli olan ¢alisma sonundaki
canli/0lii hiicre miktarinin belirlenmesidir. Sitotoksisite belirleme metodlar1 genel

olarak kolorimetrik, liminesans ve enzimatik yontemlerdir (Tokur Ve Aksoy 2017).

33



2. GEREGC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

2.1.1. Deney Grubu

Sistemik sitotoksisite deneylerinde, 8-12 haftalik fare/BALB-C kullanildi. Akut
toksisite testlerinde 5 disi ve 5 erkek, subakut ve subkronik toksisiste testlerinde ise 10
disi 10 erkek fare galisma guruplarini olusturdu. Deneyde kullanilan fareler rastgele

secildi, tek tek isaretlendi ve uygulamadan 5 giin 6nce kafeslere ayrilda.

Sensitizasyon deneylerinde ise deney hayvani olarak 300 g- 500 g agirliginda,
dermatolojik olarak herhangi bir hastaligi1 bulunmayan, saglikli geng bes disi bes erkek
albino guinea pig kullanildi.

2.1.2. Kontrol Grubu

Kontrol grubu; 8-12 haftalik 5 disi ve 5 erkek fare/ BALB-C’den olusturuldu. Negatif
kontrol olarak ekstraksiyon amaciyla PBS (Phosphate Buffered Saline) kullanildi.
Ayni sekilde viicut agirligina gore deney hayvanlarma verilmesi gereken miktar

hesaplandiktan sonra test protokoli taklit edildi.

Sensitizasyon deneylerinde kontrol grubu olarak ti¢ erkek iki disi olmak iizere

saglikli geng hayvanlar kullanildi.

2.1.3. Barinma ve Beslenme Kosullar:

Barinma kosullar1 oda sicakligir 22°C (= 3°C), nem 30%-70% arasinda, 12 saat

aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilce ayarlanmistir. Beslenme ig¢in Ad-libutum ticari
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rodent pellet yem ile normal laboratuvar diyeti ve sinirsiz su saglanmistir. Ayni doza
maruz kalan hayvanlar ayni kafeste muhafaza edilmis, fakat kafesteki hayvan sayisi

gozlemleri etkilemeyecek diizeyde tutulmustur.

2.2. YONTEM

2.2.1. Toksisite Deneyleri

Akut, subakut ve subkronik sistemik toksisite testleri, “TS EN ISO 10993-11 2010
“T1bbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesi- BOlim 11: Sistemik toksisite deneyleri”
“TS EN ISO 10993-2:2006 Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirmesi- Bolim 2:
Hayvansal saglik 6zellikleri” ve "TS EN ISO 10993-12 2013 Tibbi cihazlarin biyolojik
degerlendirilmesi — BOlim 12: Numune hazirlama ve referans malzemeler”

protokollerine gore gerceklestirildi.

2.2.1.1. Biyogiimiisin Uygulama Yolu ve Dozunun Belirlenmesi

Deney hayvanlarina uygulanacak biyogiimiisiin uygulama yolu ve dozu TS EN
1ISO10993-11 standart test protokoliine gore belirlendi (Cizelge 2.1). Bu protokole
gore gereken uygun doz (ml/kg viicut agirligi) hesaplanmasinda hayvan tiirii, viicut
agirh@i/ylizey alani, test 6rnegi fiziksel- kimyasal ve biyolojik 6zellikleri gbz énunde
bulundurulur. Bu faktorleri dikkate alinarak, akut toksisite testlerinde tek sefer,
subakut ve subkronik testlerde 7 giin sliresince farelerde intraperitoneal yolla 50 mi/kg

dozunda enjeksiyon seklinde biyogiimiis uygulandi.
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Cizelge 2.1. Deney hayvanlarina uygulanacak biyogiimiisiin uygulama yolu ve dozu

y Subkutandz Kasigi  Intraperitonal Sondayla Damar ici
Tur ¢
mi/kg ml/kg ml/kg besleme ml/kg
ml/kg
Rat 20 1 20 50 40
Fare 50 2 50 50 50
Tavsan 10 1 20 20 10
Kopek 2 1 20 20 10
Maymun 5 1 20 15 10

2.2.1.2. Biyogiimiis Sentezi ve Ekstraksiyonu

Glimiis nitrat (merk) 100 mg tartilarak saf suda ¢6ziildii ve 100 ppm olacak sekilde
seyreltildi. Askorbik asit 10 ppm olacak sekilde saf suda ¢ozeltisi hazirlandi. Cotinus
coggygria bitkisinin kok ve govde 6g/L olacak sekilde 15 dakika kaynatildi. S1vi kisim
rotary evaratorde buharlastirilarak ekstresi elde edildi. Daha sonrasinda 100 ppm
giimiis ¢ozeltisinden 100 ml, cotinus bitki ekstresinden 10mg, askorbik asitten 100 ml
0,1M cozeltisinden, 13.4mg NaHPO4, 0,15 molar NaCL ¢ozeltisinden 180 ml bir
beherde karistirildi. Ardindan NaOH ile ¢ozeltinin pH s1 7.8” e ayarlandi. Manyetik
karistiricida 38.6 “C ‘de 28 saat siire ile manyetik balik kullanilarak karistirildi.

TS EN ISO 10993-11 ve 10993-12 standart test protokoliinde belirtildigi iizere
biyogiimiisiin direkt olarak deney hayvanlarina uygulanamamasi yontemi segildi. Bu
amagcla biyogiimiis, 37°C de 72 saat inkilbasyonda tutularak ekstraktsiyon islemi
gerceklestirildi. {lgili protokoliin 10.3.1 kismina gore kullanilan biyogiimiisiin yapisi

itibariyle ekstraksiyon hazirlama oran1 3 cm? /ml olarak kabul edildi.

2.2.1.3. Klinik Gozlem ve Degerlendirme

Test siresince (Akut sistemik toksisite testi icin 7 giin, subakut sistemik toksisite testi

icin 28 gun, subkronik sistemik toksisite testi i¢in 90 gun) deney gruplari; solunum
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(apne, takipne, siyanoz, burun akintisi), gastrointestinal sistem (yumusak gaita,
emezis, diiirez,diyare) kardiyovaskiiler (bradikardi, tasikardi, aritmi), motor aktivite
(artan/azalan uyuklama, katalepsi, bitkinlik, seyirme, terleme, aneljezi, opistotonus),
okuler belirtiler (lakrimasyon, myozis, midriazis, konjuktivitis, ekzoftalmus),

dermatolojik belirtiler (6dem, eritem), gibi parametreler yoniinden degerlendirildi.

2.2.1.4. Giinliik Agirhik Takibi

Hayvanlarin canli agirliklari, ¢caligmanin baslangi¢ ve bitis zamaninda Slgiildii. Ayrica,
postmortem olarak karaciger agirliklart dlgiilerek; her bir olguya ait karaciger agirlik

indeks oranlar1 hesaplandi.

2.2.1.5. Nekropsi ve Histopatolojik Incelemeler

Biyogiimiis toksisitesinin, sistemik toksisitesini belirlemek amaciyla akut, subakut ve
subkronik sistemik toksisite i¢in sirasiyla biyoglimiis uygulama sonrasi 7., 28. ve 90.
glnlerde postmortem incelemeler yapildi ve histopatolojik incelemeler amaciyla

organlardan ornekler alindi.

2.2.2. Sensitizasyon Testi (Guinea pig maksimizasyon deneyi)

2.2.2.1. Deney Grubunun Hazirlanmasi

Deney grubu icin sadece saglikli ve saglam deriye sahip guinea pig kullanildi. Test
oncesinde hayvanlarin uygulama bolgeleri tiras edilerek intradermal enjeksiyon

i¢in, uygulama bdlgesi bagina 0,1 ml enjekte edildi.
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2.2.2.1.2. intradermal indiiksiyon fazi

Kaillar1 kirpilmis iki skapula aras1 bolge A, B ve C bolgelerine ayrildi ve enjeksiyon
bolgelerinde (A, B ve C), her bir hayvana sirasiyla, Freundun tam adjuvanti (Sc-
24018, Santa Cruz) ile fizyolojik tuzlu su, biyogiimiis (seyreltilmemis ekstresi) ve
biyogiimiis ile 50:50 (hacim oraninda), Freundun tam adjuvanti ile fizyolojik tuzlu

su (50 %) emdlsiyonu; her biri 0,1 ml olmak tizere, intradermal olarak enjekte edildi.

2.2.2.1.3. Lokal indiiksiyon fazi

Intradermal indiiksiyon fazinin tamamlanmasindan 7 giin sonra, her bir hayvana
yaklasik 8 cm? lik gazli beze emdirilmis test 6rnekleri ile lokal uygulama yapildi.
Lokal uygulamanin 48 saat 6ncesinde deri %10' luk sodyum dodesil sulfat (merck,
151-21-3) ile iritasyon olusmamasi i¢in on igleme tabi tutuldu. Lokal uygulamaya 48

saat sonra son verildi.

2.2.2.1.4. Yarisma fazi

Yarigmal1 tiim test ve test ornekli kontrol hayvanlari, lokal indiiksiyon fazinin
tamamlanmasindan 14 giin sonra, C bolgesindeki konsantrasyonda test numunesine
batirtlmis uygun yamalar kullanilarak, indiiksiyon asamasinda tedavi edilemeyen
alanlarina dogrudan yerel olarak kontrol ve test drnekleri uygulandi. 24 saat sonra

pansuman ve yamalar ¢ikarildi.

2.2.2.2. Deri Reaksiyonlarimin G6zlemlenmesi

Pansuman ¢ikarildiktan 24-48 saat arasinda kontrol hayvanlar1 ve testin yarigsmali
deri bolgelerinin gérinimid ve iyi bir aydinlatma altinda deri reaksiyonlari
Magnusson ve Kligman 6lgegine gore degerlendirildi (Shchlede ve Eppler 1995).
(Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. Magnusson ve Kligman dlgegi

Yama testi reaksiyonu

Not skalasi

Gorandr bir degisiklik yok 0
Ayrik veya yamali eritem 1
Orta derecede ve bitisik eritem 2
Yogun eritem ve sislik 3
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3.BULGULAR

3.1. Toksisite Deneyleri Bulgulari

Biyoglimiisiin sistemik akut, subakut ve subkronik toksisite deneyleri sonucunda
her ii¢ asama igin gerekli test stirelerinde asagida verilmis tablodaki klinik gézlem
kriterlerine gore takip edildi. Buna gore test siireleri boyunca biyogiimiis uygulanan

deney hayvanlarinda sistematik olarak bulgular degerlendirildi.

Solunum sistemine ait olarak; abdominal solunum, nefes alma giicligi,
solunum ritminde bozulma, solunumun durmasi veya siyanoz gibi bulgulara

rastlanmadi.

Deney siresi boyunca hayvanlarin motor aktivitelerinde; dogrulma kaybi, duyu
yeteneginin, kismen ya da tamamen ortadan kalkmasi, istemli motor hareketlerin
ve duyarlik kayb1 ile hareket etmeyi olanaksiz kilan bir hipertoni ile karakterize
patolojik bir durum, dengesizlik, bitkinlik, seyirme, terleme gibi bulgulara

rastlanmadi.

Okdler belirtileri takip edilen deney hayvanlarinda, konjuktivitis, ekzoftalmus,
artan veya azalan lakrimasyon, iris iltihabi, gézde opaklik, myazis veya midriyazis
bulgularina rastlanmadi. Belirtilen test siirelinde ve dozlarinda biyogiimiis
uygulanan deney hayvanlarinda uygulamalardan sonra yapilan kardiyovaskiiler
takipleri sonucunda; kalp ritimlerinde bozulma (aritmi veya bradikardi) kalp
ritminde artis (tasikardi), damar c¢eperlerinde ise vazodilatasyon ya da

vazokontriiksiyon meydana gelmedi.
Biyogiimiisiin intraperitonel bosluga uygulanisinin ardindan, sindirim

sisteminde; artan ya da azalan salivasyona, yumusak gaita, diyare, kusma ya da

ditirez gibi bulgulara rastlanmadi.
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3.2. Canh Agirhik Bulgular

Deney siiresince agirlik takibi yapilmis olup agirlik degisim orani karaciger
agirhgr ve karaciger indeks degerleri asagidaki Tabloda verilmistir. TUm
gruplarin gida ve su tiiketimi normaldir. Deney baslangi¢ ve bitis siiresi dahilinde
hicbir farede limit dis1 agirlik degisimi kaydedilmemistir. Deney hayvanlarinin

karaciger agirliklar1 ise normal sinirlarin (%4-6) i¢inde bulunmustur.

Toksisite Deneyi Canli Agirlik Degisimleri (Erkek)
40 -
M Baslangic Agirhig
H Bitis Agirhg
35 A
g 30 A
S
o
25 -
20 -
Testl Test2 Test3 Test4 Test5 Kontrol1l Kontrol 2 Kontrol 3 Kontrol 4 Kontrol 5

Sekil 3.1. Toksisite Deneyi Canli Agirlik Degisimleri (Erkek)

Toksisite Deneyi Karaciger Agirliklari (Erkek)

Kontrol 5 I
Kontrol 4
Kontrol 3
Kontrol 2
Kontrol 1
Tests
Test4
Test3 I
Test2
Test1

1 12 1.jram 16 18 2

Sekil 3.2. Toksisite Deneyi Karaciger Agirliklar (Erkek)
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34

32

30

28

Gram

26

24

22

20

Toksisite Deneyi Canli Agirlik Degisimleri (Disi)

M Baslangic Agirhig

H Bitis Agirhg

Testl Test2 Test3 Test4 Test5 Kontrol 1Kontrol 2Kontrol 3Kontrol 4Kontrol 5

Sekil 3.3. Toksisite Deneyi Canli Agirlik Degisimleri (Disi)

Kontrol 5
Kontrol 4
Kontrol 3
Kontrol 2
Kontrol 1
Test5
Test4
Test3
Test 2
Test1

Toksisite Deneyi Karaciger Agirliklari (Disi)

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
Gram

1.6

1.8

Sekil 3.4. Toksisite Deneyi Karaciger Agirliklar: (Disi)
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3.3. Nekropsi ve Histopatolojik Bulgular

Biyogiimiisiin sistemik toksisitesini belirlemek i¢in yapilan akut (7 giin), subakut ( 28
gun) ve subkronik (90 giin ) toksisiste testleri sonucunda deney hayvanlarinin tamami

postmortem histopatolojik yonden incelendi.

Dis bakida herhangi patolojik duruma rastlanmayan deney hayvanlarinda; bébrek
ust bezleri, lenfler, tim brit lezyonlar, aort, kalp, kemik iligi (femur, kaburga veya
sternum), beyin (serebrum, serebellum ve pons dahil olmak Uzere temsilci boltimler),
sekum, kolon, duodenum, ileum, jejenum 6zofagus, gozler, safra kesesi, bobrekler,
karaciger, akcigerler ve bronslar, disilerde meme bezleri ve erkeklerde epididimisler

nekropsi ve histopatolojik yonden incelendi, herhangi bir bulguya rastlanmadi.

3.4 Sensitizasyon Testi (Guinea pig maksimizasyon deneyi) Bulgulari

Test edilen nanogiimiis ile Sensitizasyon Testi (Guinea pig maksimizasyon deneyi)
uygulandi ve 27 ginlik gbzlem siireci sonunda test sonlandirildi. 27 gunlik gozlem
sliresi sonunda test edilen nanogiimiis TS EN ISO 10993-10 Tablo 4 Magnusson ve
Kligman Olgegi' nde verilen not skalasma gore "0,35 (Gériiniir bir degisim yok)"
olarak degerlendirildi. Caligma siiresince erkek ve disi hayvanlarda Magnusson ve

Kligman 6lgegine gore gozlenen degerler gizelge 3.1°de sunuldu.
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Cizelge 3.1. Magnusson ve Kligman dlgegine gore gozlenen degerler

Pansuman Pansuman Bireysel
Deney cikarildiktan | ¢ikarildiktan | Ortalama | Ortalama Sonug
Hayvanlan 24.gun 48.g0n
1 1 0 0,5
Test 2 1 0 0,5
Erkek 3 0 0 0 04
4 1 0 0,5
5 0 1 0,5 0,35
1 0 0 0
Test 2 0 0 0
Disi 3 1 0 0,5 03
4 0 1 0,5
5 0 1 0,5
1 1 0 0,5
2 0 0 0
Kontrol 3 1 0 0,5 0,3 0,3
4 0 0 0
5 1 0 0,5
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4. TARTISMA VE SONUC

Glimiis uzun yillar boyunca giiglii antibakteriyel ajan olarak ve antifungal etkileri ile
bilinse de son yillarda soliisyon, siispansiyon ve nanopartikiiller seklinde biosidal

etkileriyle yeniden hayat bulmaktadir (Navarro ve ark. 2008).

Drake ve ark. (2005) yaptiklari ¢alismada insanlarda toksisitenin, genellikle
biyolojik olarak temin edilebilen bir giimiis formuna ¢ok yuksek dozlarda maruz
kalindiginda meydana geldigini, metalik glimiis iirlinleri ¢ok az coziinen veya
¢oziinebilir giimiis iyonu {rettikleri i¢in bunlara maruz kalmanin, insan saglhig: icin
herhangi bir risk olusturmayacagini ancak asir1 yiiksek dozlarda glimiis nitrata maruz
kalindiginda, kan basincinda azalma, ishal, midede irritasyon ve solunum sayisinda
diisme goriilebilecegini, diisiik dozlarda ise ancak uzun siireli maruz kalinmasi
durumundaki bazi kronik semptomlar: ise, karaciger ve bobrekte dejenerasyon ile
midede tilserasyon seklinde tanimlamiglardir. Bu ¢alismada ise fareler intraperitoneal
yolla 50 ml/kg dozunda, akut, subakut ve subkronik test ¢alismalarinda nano giimiise

maruz birakildiklarinda herhangi bir toksik etki goriilmedigi ortaya konmustur.

Berry ve ark. (1995), giimiis nitratin kemirgenlere intravendz veya igme suyu ile
verdikleri deneysel ¢alismalarinda; idrar yolunda giimiisiin diisiik nefrotoksisitesi
dogrulanmis, bariz yapisal hasar olmaksizin glomeriiler bazal membranlar, arteriolar
endoteli ve elastik laminalarda glimiis ¢Okeltileri gdzlemlemislerdir. Bunun aksine
calisma sonunda yapilan patolojik incelemelerde bobreklerde herhangi bir patolojik

bulguya rastlanmamuistir.

Jiang ve ark. (2017), nanoyapili yiizeyler, nanopartikiiller ve nanokompozitler gibi
nanomalzemelerin, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in gelecekteki terapétikler i¢in yeni
uygun kaynaklar1 temsil ettiklerini, nanomateryallerin kendine 6zgu fizyokimyasal
Ozelliklerini, ylzey enerjisi ve vyizey topografileri gibi 6zel 6zelliklerini,
kardiyovaskdler sistem icindeki arzu edilen hiicresel tepkileri etkin bir sekilde
artirarak, klinik kullanim igin artan bir potansiyele yol agtiklarini bildirmislerdir. Bu

calismada da Jiang ve ark. (2017) bulgularina benzer sekilde, farelere intraperitonel
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verdigimiz glimiis triinii de hayvanlarda kardiyovaskiler herhangi bir patolojik

bozukluga sebep olmamustir.

Deri yaralarinin iyilesme siireci, proliferasyon ve dokunun yeniden sekillenmesini
icerir. Yaralanma inflamasyonu ve pro-inflamatuar sitokinlerin salinmasini uyarir.
Proliferasyonda graniilasyon dokusu olusumu ve anjiyogenez olusur ve makrofajlar
tarafindan desteklenir. Doku yeniden sekillenmesi sirasinda hasarli doku ¢ikarilir ve
hiicre dis1 matriks yeniden diizenlenir, bu son siire¢ ¢esitli matriks metalloproteinazlar
(MMP' ler) ve doku inhibitorleri tarafindan kontrol edilir. Nanogiimiis tedavisinin yara
tyilesmesinde yararli oldugu bulunmustur, ¢linkii kisa siireli inflamasyon iyilesme
stirecini hizlandirir. Erkek BALB/C fareleri kullanan bir termal hasar hayvan
modelinde, nanogiimiis (14 nm) ile kaplanmis bandajlar iltihab1 azaltmis, bakteriyel
biiylimeyi ortadan kaldirmis ve kontrol farelerine kiyasla azaltilmis skar ile daha hizli
iyilesmeye neden olmustur (Cameron ve ark. 2018). Bu ¢alismada yapilan
sensitizasyon testlerinde elde ettigimiz bulgular bu bilgilerle paralellik gostermekte ve

nanogiimiis liriiniin deride sensitizasyona yol agmadigini1 kanitlamaktadir.

Rodentlerde nanogilimiisiin solunum sisteminde yarattig1 toksik etkilerle ilgili
bilgiler henliz ¢ok smirhdir. AgNP' lerin subkronik inhalasyonu, pulmoner
fonksiyonda doza bagli, hafif pulmoner inflamasyon ve degisikliklere neden oldugu
ve inhale edilen AgNP' lerin de karaciger ve beyin gibi ekstra pulmoner organlara
dagitilmak iizere sistemik dolasima girebilecegine dair kamitlar vardir. Ote yandan,
diisiik inhalasyon dozlarini kullanan ¢aligmalarda minimal toksisite veya hi¢ toksisite
bildirilmemistir (Seiffert ve ark 2016). Bu c¢alismamizda ise akut, subakut ve
subkronik intraperitonal yapilan testler sonucunda deney hayvanlarinda klinik olarak

solunum fonksiyonlarinda herhangi bir degisiklige rastlanmamastir.

Sindirim sisteminde, NP kararliligi, ¢oziinmesi ve potansiyel olarak toksik
iyonlarin salinmasi, kismen, sivi pH, bilesim ve maruz kalma siiresine baglidir.
Intestinal mukus tabakasi, oldukga dallanmus glikoproteinler, lipidler, hiicresel ve
serum makromolekiilleri igeren karmasik bir agdir ve yutulan NP' lerin gegmesi
gereken ilk bariyerdir. Y{zeyin elektriksel yiikii cok 6nemli bir rol oynamaktadir; notr
veya pozitif yuzey yuku, mukozanin yapismasini onler, penetrasyonu desteklerken,

negatif yikli hidrofilik ve lipofilik bilesiklerin gecisini engeller. Walczake ve
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arkadaslar1 (2012), insan sindirim sisteminde in vitro olarak yaptiklari bir calismada
giimiis iyonlarmin sindirimi sonrasinda 60 nm’ lik glimiis nanopartikiilllerinin klor

iyonlarinin etkilesimini ve toplanmalarini azalttigin1 gésteren bir caligma yapmislardir.

In vivo caligmalarda memeli sindirim sistemlerinde nanogiimiis iyonlarinin
alimiyla ilgili dogru dozlarin tespit edilmesi agisindan in vivo ve in vitro testlerin daha

sik yapilmasi gerekmektedir.

AgNP' nin kemirgenlerde oral yoldan maruziyetini kullanarak yapilan on
caligmadan dokuzunda saglikli hayvanlarda doku dagilimi ve/veya toksisitesini
degerlendirilmis ve bir kolit modelinde iltihaplanma (zerine modiile edici etkilere

odaklanilmistir.

Calismalar sonucunda genel olarak kanitlar, AGNP' nin akut veya subkronik oral
uygulamasinin neden oldugu konak¢1 dokular lizerinde olumsuz etkilerin olasiliginin

oldukea diisiik oldugunu ortaya koymaktadir.

Bununla birlikte, kanitlarin agirligi, oral yolla alinan AgNP' nin hem doku

dagilimmi hem de biyoyararliliginin diisiik oldugunu géstermektedir (Bergin ve
Witzmann 2013).
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