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1. Giris

Nanopartikuller (NP), boyutlan 1-100 nm arasinda degisen ve ana materyalin
yapisina gore farkh ozellikler gosteren maddelerdir. NPler, farkh fizikokimyasal
ozellikleri, yapt ve 6zgullukleri acisindan aynt maddenin daha buyuk olcekli
yapisindan onemli farkliliklar gosterebilir (Azhdarzadeh vd., 2015; Lan vd., 2012).
NP'ler enzimler, reseptorler ve antikorlar gibi buytk biyolojik molekullerden boyut
olarak birkac ytiz nanometre daha kuictiktiir. Insan hiicrelerinden yaklasik 10-100
bin kat daha kucuk boyutlara sahip NP'ler, biyomolekullerle huicre yuzeyinde ve
hucre icinde farkl etkilesimler gosterebilir (Azhdarzadeh vd., 2015; Lan vd., 2012).

[k kez 1959 yiinda Richard Phillips Feynman “maddenin atomik katmanda
islenebilirligini” belirtmis, bundan onbes yil sonra Norio Taniguchi ilk kez
“Nanoteknoloji” ifadesini kullanmustir. 1996 yilinda Kimya Nobel 6dulunu Richard
Errett Smalley “Buckyballs” ya da “Fullerenes” olarak bilinen ilk nanomalzemeleri
ureterek kazanmustir. 1991 yilinda ise Sumio lijima “karbon nanotupleri” bulmustur.
21. yy'a girilmesiyle nanomalzeme ve NP'ler Uzerindeki arastirmalar huz kazanmustir
(Kratschmer, 2011). Gunumuizde ise, basta medikal ve biyomedikal alanlar olmak
uzere bircok farkli alanda nanomalzemelerin kullanumi yayginlasmistir ve pek cok
nanomalzeme yapisindaki ilac tasima sistemi tasarlanmaktadir (Praveena vd., 2007,
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Rao vd., 2001). Ozellikle kanser gibi hayati tehdit eden hastaliklarla mucadele
etmek icin huicre i¢i duzeyde hedeflenen ilag tasimim sistemleri gelistirilmektedir.
Ayrica, NP, kuantum noktacik (QD), karbon nanotup, paramanyetik NP ve lipozom
yapisindaki ilaclarin insan immun yetmezlik sendromu (AIDS), diyabet, sitma,
tuberkuloz ve prion hastaligi gibi patolojik durumlarda kullaniimak tizere tasarlandigt
belirtilmektedir (Behera vd., 2015; Kaushik vd., 2017; McMahon vd.,2015). Son yillarda
kanser, diyabet, Alzheimer hastalig1 vb. hastaliklann erken teshisi biyomedikal
alanda odak noktast olmustur (Nazir vd., 2014; Nguyen vd., 2010).

Gunumuzde nanoteknoloji biyomedikal, farmasotik, tarim, cevre, ileri malzemeler,
kimya bilimi, fizik, elektronik, bilgi teknolojisi gibi bircok bilim ve teknolojiyi
kapsayan cok disiplinli bir bilim koludur; gunumuzde pekcok alanda uygulamalart
bulunmaktadir. Ayrica nano ozellikteki malzemelerin ve cihazlann sentezi ve
uygulamalannin goéruntuleme ajanlan, ilac tasima araclan, teshis cihazlan gibi
cesitli biyomedikal uygulamalara da buyuk katkt sagladigi gorulmektedir (Nazir
vd., 2014; Nguyen vd., 2010).

Nanopartikullerin kuguk boyutu ve yuksek yuzey hacim oranlari, biyomedikal
alanda kullanish kilan temel 6zelliklerindendir. Bu 6zelliklerine bagh olarak yuksek
yuzey enerjisine sahiptirler. Ayrica benzersiz optik, elektronik ve mukemmel
manyetik ozellikleri diger ustunlukleri arasinda sayilabilir. Yuksek yuzey alan,
farmakokinetik ozellikleri iyilestirmek, vaskuler dolasim omrunu uzatmak ve
biyomedikal uygulamalarda biyolojik kullanilabilirligi arttrmak i¢in modifikasyona
olanak tanimaktadir. Literaturde en ¢ok calisilmis nanomalzemelerin QD'ler,
karbon nanotupler, paramanyetik NP'ler ve lipozomlar oldugu gérulmektedir
(Azhdarzadeh vd., 2015).

2. Nanopartikullerin Biyomedikal Uygulamalan

Nanopartikuller, soy metaller (Au, Ag, Pt, Pd), yariletkenler (CdSe, ZnS, CdS, TiO,,, PbS,
InP, Si), manyetik bilesikler (Fe,O,, Co, CoFe,O,, FePt, CoPt) ve bunlarn birlesimleri
da dahil olmak uzere cesitli yapilardan olusabilmektedir. NP'ler biyomedikal
alanda ilac taswyicisy, takip ajani, gen tedavisi icin vektor, hipertermi tedavilerinde
ve manyetik rezonans goruntulemede (MR) kontrast ajan olarak kullaniimaktadir.
NP'lerin tipta kullanilabilir olmast i¢in belirli kriterleri karsilamalan gerekmektedir. In
vivo uygulamalar icin, NP'ler hem minimum duzeyde sitotoksisiteye sahip olmali
hem de konvansiyonel ajanlara kiyasla daha iyi performans géstermelidir. In vivo
ortamda NP'ler plazma proteinleri ile etkilesmemeli ve retikuloendotelyal sistem
(RES) tarafindan alinmamaldir. Fizyolojik kosullar altinda, genis bir pH araliginda,
NP'ler kolloidal dengeyi korumaldir. llac molekiillerini veya gen terapisi icin DNA
gibi makromolekulleri tastyan NP'lerin istenilen bélgeye ulasmadan bu molekulleri
erken salivermemesi gerekir. Aynt zamanda NP'lerin yuzey modifikasyonu ilgili
biyomolekullerle spesifik etkilesimleri i¢in gereklidir (Nguyen vd., 2010).

Nanopartikuller U¢c katmandan olusmaktadir: Cesitli kucuk molekuller, metal
iyonlan, yuzey aktif cisimleri ve polimerler ile islevsellestirilebilen ylzey tabakas,
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=
cekirdekten kimyasal olarak farkli olan kabuk tabakast ve NP'nin merkezi olan
cekirdek. Ayrnica NP'ler boyutlarina, morfolojilerine ve kimyasal dzelliklerine bagh
olarak siniflara ayrnimaktadir (Tablo 1).

Tablo 1. Nanomalzemelerin siniflandiriimast (RUmenapp vd., 2014).

SINIF | ALT SINIF MALZEME YAPI TANIM
Livozom Fosfolipit ¢ift tabakadan olusan
P nanokureler
Fosfolipit
Miseller Fosfolipit tek tabakadan olusan
nanokureler
Lipitler
=
5
o L o Lipit ¢ekirdegin surfaktanlar ya da
S Katt lipit Kattlipit NP f ) imerlerle stabilize edildigi nanokireler
PLGA . . .
PLA NP'ler Nano dlgekte ug fiziksel boyuta da sahip
Kitosan itli sekillerd 1 100 .
Polimerler Jelatin gesitl sekdllerde yapilar (< nm)
PAMAM Dendrimerler Cekirdek ve PPI sirali katmanlarindan
PPI olusan kuresel nanomolekuller.
Soy Allin ) Nano 6lcekte g fiziksel boyuta da sahip
metaller C}BL{;E%S NPler cesitli sekillerde yapilar (<100 nm)
Manyetik ve . e .
Oksitler superparamanyetik NP'ler Nan(; ?tlﬁ e};t}fml'é ?&Zlkgeh:&yﬂtg Odiria)lhlp
demir oksitler cestt s yap
Kadmiyum o . . .
. Yan Selenyum QD'ler Optik 6zelliklere sahip yan iletken
z iletkenler Tellur nanokristaller
g Indiyum
> F Karbon atomlarindan olusan, kafes
I ullerenler Wlind lan. ici b \irel
W5 Karbon Karbon seklinde yapust olan, i¢i bos nanokureler
bazl Nanotiipler Nano dlcekte iki fiziksel boyuta sahip
P silindirik yapilar (<100 nm)
Nano &lgekte Ug fiziksel boyuta da sahip
Diger Gozenekli silika Nanopartikuller | cesitli sekillerde ve gdzenekli yapilar (<100
nm) (gézenek gapt: 2-50 nm)

NP:nanopartikul; PAMAM: poliamidoamin; PLA: polilaktik asit; PLGA : poli-D,
Laktit-ko-glikolid; PPI: polipropilenimin; QD: kuantum noktacik

2.1. Karbon Bazh Nanopartikuller

Fullerenler ve karbon nanotupler karbon bazlh NP'lerin bashca iki sinifint temsil
etmektedir (Chatterjee vd., 2014). Karbon nanotupler boru seklinde, 1-2 nm
capwindadwr. Caplarina bagh olarak yan iletken veya metalik olabilmektedirler.
Benzersiz fiziksel, kimyasal ve mekanik 6zelliklere sahiptirler ve bu malzemeler dolgu
maddeleri, cevresel iyilestirmede verimli gaz adsorbany, farkl inorganik-organik

katalizorler icin destek ortamu gibi pek cok ticari uygulamada kullanilmaktadir
(Chatterjee vd., 2014).
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Fullerenler, allotropik karbon formlan gibi kure seklinde ici bos kafeslerden
olusmaktadir. Bu malzemeler duzenlenmis besgen ve altigen karbon birimlerine
sahiptir. Elektrik iletkenligi, yuksek mukavemeti, yapisi, elektron ilgisi nedeniyle
en cok calisilan partikullerdendir. Yapilan bir calismada, tumorlerin MR
géruntulenmesinde gadolinyum atomlarini tasimak i¢in yeniden modellenmigler,
tumorlu doku hedeflenmesi icin reseptdr agonistleri ve antagonistleri ile yuzeyleri
fonksiyonellestirilmistir. Sonucta suda ¢dzunur gadolinyum-fullerenlerin 48 saate
kadar kanda dolasim suresinin uzamasi ve bosaltim sisteminden gecikmeli olarak
temizlenmesi saglanmustir. Fulleren formulasyonlarinin aktif tumadr hedeflenmesinde
kullanilmadan &nce, in vivo olarak guvenlilik degerlendirilmesi tamamlanmalhdir.
Buna ek olarak, bu molekullerin klinik olarak MR goruntuleme uygulamalarinda
guvenlililklerinin test edilmesi gerekmektedir (McCarthy ve Weissleder, 2007).

2.2. Metal Nanopartikuller

Metal oncullerden olusan bu NP'ler, lokalize yuzey plazmon rezonans (LSPR)
karakteristiklerinden dolay1 benzersiz opto-elektrik ozelliklere sahiptir. Metal
NPlerin gorunus, boyut ve sekil kontrollt sentezleri ve gelismis optik ozellikleri
bircok arastirmada kullaniimalarin saglamistir (Chatterjee vd., 2014). Metalik
manyetik NP'lerin biyomedikal uygulamalan $ekil 1'de verilmistir.

Demir, kobalt veya nikelden yapilan metalik manyetik NP'ler ise kimyasal
kararsizliklanindan dolay1 biyolojik uygulamalarda genellikle kullanilmamaktadir.
Bu metalik manyetik NP'ler ¢cekirdek-kabuk yapisini olusturmak Uzere, altin ya da
silika gibi kaplamalar ile kaplanmaktadir. Bu strateji ucuzdur, kisa zamanda ve farkl
durumlarda uygulanabilir (Edmund vd., 2010; Jua vd., 2013; Kuzyniak vd., 2010).

Cesitli goruntuleme yontemleri icin ajanlar ve tedavi edici ilaglar manyetik NP'ler
Uzerine baglanabilmektedir. Baglayict molekul, molekuler tanima icin islevsel
gruplar icerebilmektedir. Cok fonksiyonlu manyetik NP'ler saglam bir matriks
icine kapsullenerek ¢ekirdek/kabuk yapist olusturmak igin hazirlanabilmektedir.
Cekirdek/kabuk manyetik NP sentezinde altin, silika, cinko oksit, polimer, ya
da lipozomlar matriks olarak kullanimaktadir. Saglam kabuk sadece manyetik
cekirdegdi korumakla kalmaz, aynt zamanda diger hassas biyolojik ajanlarla manyetik
cekirdedin dogrudan temasini ve toksik bilesenlerin salinimini énler. Cekirdek/
kabuk yapist kizildtesi spektrumda ve MR géruntu yarnutinda guglu absorbsiyon
goéstermekte, cok modlu géruntulemeye olanak saglamaktadir. Au kaplamalar
kararhliklan ve biyouyumluluklarn agisindan ustunltklere sahiptir. Silika kabuk, anti-
kanser ilaclar ve floresan molekuller icin bir tasiyict olarak kullanilmaktadur. Silika
kabuklar sulu kosullarda kararli olmalar ve sentez kolayliklari nedeniyle manyetik
NP'ler icin koruyucu kaplamalardir. MR goruntuleme ve ilag saliniminda manyetik
NPlerin kullanimu icin ¢ekirdek-kabuk yapilary, manyetik NP'lerin biyo-uyumlu Si
ya da Au ile kaplanmasiyla elde edilmektedir. Bu inert kaplamalar da manyetik
cekirdeklerin kimyasal bozulmasina karst koruma saglamakta ve toksik bilesenlerin
salinimint onlemektedir (Edmund vd., 2010; Jua vd., 2013; Kuzyniak vd., 2010).

Kolloidal Au NP'lerin biyomolekullere benzeyen, boyuta bagh degisen ozellikleri
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ve renkleri, biyomedikal uygulamalarda, 6zellikle kanser arastirmalarinda dikkat
cekmektedir. Au NP'lerin dokularnn mikroskobik goruntulenmesinde ¢cok kullanish
problar oldugu kanitlanmustir. Benzersiz 1sik absorpsiyon ve sagcma Ozellikleri
saglikli huicrelerin, kanserli huicrelerden ayirt edilmesini saglamaktadir (McCarthy
ve Weissleder, 2007). Au NP'ler boyut ve sekil kontrolu veya yuzey modifikasyonu
ile esnek bir kolorimetrik kontrast vermektedir. Bunlara ek olarak az toksik ve
biyouyumlu olarak nitelendirilmekte, optik géruntilemede kolaylikla kullaniimakta
ve ¢esitli kanser tiplerinin goruntulenmesinde yardimci rol oynamaktadir. Antikor
konjuge Au NP'ler konfokal yansima mikroskobu kullanildiginda bile kanser
goruntulemeyi cok daha kolay hale getirmektedir (Karakoti vd., 2014).

Bilgisayarli Tomografi (BT) zararli olmayan tibbi goruntuleme yontemlerindendir.
Genellikle farkh tipteki huicreler arasindaki kontrastt arttirmak icin X-1sini absorplayict
kontrast ajan kullaniimaktadir. Au NP'ler yuksek X-1s1n1 absorpsiyon katsayisina
sahiptir; ayrica cok yonludur: boyutlan ve sekilleri kontrol edilebilmekte, yuzeyleri
istenen malzemelerle islevsel hale getirilebilmektedir. Son zamanlarda kaplanmis
Au NP'ler kanser tespiti icin in vivo BT calismalarinda kullaniimaktadir. Au'®® gibi
Au radyo izotoplan farkli kanser turlerini tedavide kullanilmus, 231, $*Cu, *°™Tc
gibi farkh radyoaktif cekirdege sahip Au kolloidler derin doku mineralize kemik
goruntulemede etkili bulunmustur (Karakoti vd., 2014).

Hiicre ve
Makromolekiil Ayrin

ad  Hiicre Saflagtirma

Immiinoassay

= Ilag Hedefleme

Elektromanyetik
Hipertermi

Metalik Manyetik NP

Gen terapisi

= MR Gériintiileme

b Tiimor Goriintiilleme

Sekil 1. Metalik Manyetik NP'lerin Biyomedikal Uygulamalan (Anton vd., 2010).
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Non-invaziv fototermal terapi de kanser tedavisinde umut vaat etmektedir.
Fototermal terapi, dokularn icine minimum sac¢iimla nufuz eden, gorunur NIR
bdlgedeki, iyonize olmayan bir 151k kaynad kullanmaktadwr. Optik olarak aktif Au
NP'ler, 151k radyasyonunu lokalize 1stya donusturerek tumaor dokularini dldurmektedir.
Au NP'lerin yuzey plazmon ozelliklerinin ayarlanmasi sonucu, kanser hucrelerini,
bakterileri, virusleri ve protozoanlar dlduren etkili fototermal 6zelliklere sahip Au
nanokureler, nanokabuklar, nanorodlar ve nanokafesler elde edilebilmektedir. Bu
teknik kullanilarak, Au NP’lerinin dokularda tumor sinirlaninuin tam isaretlenmesi
saglanabildiginden, klinik olarak kullanilabilecegdi dnerilmektedir. Genis bir NIR
radyasyon isintile uyariimis Aunanorodlan, NIR bélgesinde bir absorpsiyon bandi
olusturmakta ve bu da tumaérlerin fototermik olarak yok edilmesini saglamaktadir
(He & Ma, 2014).

Fototermal calismalann yanu sira, Au NP'ler fotodinamik terapi (PDT) gibi diger
tumor tedavi yontemlerinde de kullanilmaktadir. PDT, tumorlere verilen fotoaktif
maddelerin (ftalosiyanin veya yan iletken kristaller gibi boyalar) yuzeyinde reaktif
oksijen turlerinin (ROS) Uretimi yoluyla kanser dokularmn foto-oksidasyonudur. Au
NP'lere konjugasyon yoluyla, fotoaktif boyalann basaril bir sekilde tasinmasina dair
literatuirde birkac calisma bulunmaktadir. Au NP - fotosensitor konjugatlan, fotoaktif
boya ve nanoparcacik arasinda etkin enerji veya elektron transferi saglayarak in
vitro kanser modellerinde fotodinamik etki saglamustir (Lehner vd., 2013).

Anti-kanser ilaglann uygulannmasinda da Au NP'lerin kullanimi hakkinda bir¢ok
calisma bulunmaktadir. Ozellikle son derece toksik ilaclarnn tasinmasinda etkili ve
nispeten guvenli ilag tastyicilan olduklan kanitlanmustir. Au NP'lerin yuzey kimyast
degistirilerek, kuicuk ila¢ molekullerinin ilgili dokulara taginimi saglanabilir. Tumor
nekroz faktéru alfa (TNF-a), yuksek anti-kanser 6zelliklere sahip bir sitokindir;
ancak yuksek toksisitesi, terapotik uygulamasint ciddi dlgude sinirlamaktadr.
Bununla birlikte, TNF-a iceren PEG kapl Au NP'ler, TNF-a molekulununu sistemik
toksisitenin azaltarak tumorde hasar olusmasini saglamistir. Bu konjugatlar ile
yapilan in vivo deneylerde, karaciger, dalak ve diger saglikli organlarda birikimin
az oldugu veya olmadigt gérulmustur (Visaria vd., 2006).

2.3. Polimerik Nanopartikuller

Polimerik NP'ler, organik bazli, cogunlukla nanokure ve nanokapsul seklinde
olan NP'lerdir. Genel kutlesi kati olan ve molekullerin kuresel yuzeyinin dis
sininna adsorbe edildigi matriks parcaciklarindan olusurlar. Kolayca islevsel hale
getirilebilirler (Chatterjee vd., 2014).

Cesitli dogal ve sentetik polimerler, polimerik NP'lerin sentezinde kullaniimaktadur.
NP sentezinde kullanilan dogal polimerler kitosan, dekstran, albumin, heparin, jelatin
ve kollajeni icermektedir. Bunlara ek olarak polietilen glikol (PEG), poligluitamik asit
(PGA), poli-D, Laktit-ko-glikolid (PLGA), polikaprolakton (PCL), polilaktik asit (PLA),
N- (2-hidroksipropil) -metakrilamit kopolimeri (HPMA) gibi sentetik polimerler NP
hazirlamak ve kanser tedavisinde ilac kapsullemede kullanuimaktadiwr. Bu polimerik
formlar dendrimerler, lipozomlar, nanokureler ve miselleri icermektedir (McCarthy
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ve Weissleder, 2007).

Dendrimerlerin yapisal cesitliligi onlan ila¢ tasima uygulamalan icin cok yonlu
nano cihazlar haline getirmektedir. Bu cok monodispers NP'ler yuksek yogunluklu
ilac yUklerini tastyabilmektedir. llaclar dendrimerin ic boslugunda kapsullenmekte
veya kovalan olarak yuzeydeki dallanmuis birimlere baglanmaktadir. Boylelikle ilacin
farmakolojik 6zellikleri arttinlmaktadir. Dendrimerler tumorlerin gorunttlenmesi ve
tedavisinde de umut verici adaylardir. Dendrimer benzeri malzemeler kullanilarak
tumorlerin spesifik hedeflenmesi ve yok edilmesi icin oligosakkaritler, polisakkaritler,
oligopeptidler, coklu doymamis yag asitleri, folat ve tumor iliskili antijenler olmak
Uzere cesitli hedefleme ligandlan gelistirilmistir. Gadolinyum (***Gd) genellikle en
etkili MR kontrast ajani olarak kabul edilmektedir. Ancak gadolinyumun geleneksel
polimerler ve proteinlere konjuge edildigi caismalar basarisizlikla sonuclanmustur.
Bununla birlikte, gadolinyum konjuge edilmis dendrimerler spesifik hedefleme ve
tumor goruntulemede basar saglamustir (McCarthy ve Weissleder, 2007).

2.4. Lipit Bazli Nanopartikuller

Lipit bazli NP'ler, genellikle kuiresel, caplan 10 ile 1000 nm arasinda degisen
partikullerdir. Polimerik NP'lerde oldugu gibi, lipit NP'leri lipitten yapilnus saglam bir
cekirdege ve ¢ozunur lipofilik molekuller iceren bir matrikse sahiptir. Surfaktanlar
veya emulgatorler bu NPlerin dis yUzeyini stabilize etmek i¢in kullamiimaktadur. Lipit
nanoteknolojisi, kanser tedavisinde lipit NP'lerin ilag tasiyicilan ve RNA saliniminda
tasanmina ve sentezine odaklanan ézel bir alandir (Chatterjee vd., 2014).

Lipozomlar, sulu bir ¢cekirdekten ve kapali ¢ift katmanh fosfolipitlerden olusmaktadirlar.
Swraswyla ¢ekirdek kisminda veya lipit katmaninda hidrofilik veya hidrofobik yukler
tasimaktadirlar. Biyouyumlu ila¢ tasima ajanlandir; antikanser ajanlar da dahil
olmak uzere cesitli ilaclann tasinmasinda basarnyla kullaniimaktadirlar. Bununla
birlikte lipozomlar, RES'in Urettigi makrofajlar ile fagositoz yoluyla temizlenmeye
karst savunmasizdir. Kan dolasimindaki yarilanma omru, yuzey PEGilasyonu
veya lipit capraz baglanmast yoluyla arttinlmaktadir. Ayrnca, lipozomlar tumaorlu
bdlgede pasif hedefleme sonucu artmis permeabilite ve retansiyon etkisi (EPR)
ile birikebilmektedir (McCarthy ve Weissleder, 2007).

2.5. Yan Iletken Nanopartikiiller

Yan iletken NP'ler, metaller ve ametaller arasindaki dzelliklere ve genis bant
araliklarina sahiptirler. Bant araliklariyla oynanarak ozelliklerinde degisim
saglanabilmekte, bu dzellikleri sayesinde fotokatalizor, fotograf optigi ve elektronik
cihazlarnn uygulamalarinda kullanilabilmektedirler (Chatterjee vd., 2014).

Literaturde en ¢ok calisilan yarn iletken NP'ler QD'lerdir. QD'ler, boyutlan 2-10 nm
olan nanokristallerdir ve yan iletken yapiya sahiplerdir. QD’ler periyodik cetvelin
[I-VI (CdSe, PbSe, CdS, ZnO) ve III-V (InAs, InSb, GaAs) grubu bilesiklerinden
elde edilmektedir. Optik ve elektriksel 6zelliklerinden kaynakli en ¢ok Uretilen
kuantum noktalar CdSe, InAs, CdS, GaN, InGeAS, CdTe, PbS, PbSe, ZnSdir. QD'ler
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beyaz 15191 emerek, nano saniyeler sonra parcaciklarin farkh kombinasyonu
seklinde geri yaymaktadir. Yaydiklansigin dalga boyu, QD nin boyutu degistirilerek
ayarlanabilmektedir. Uygulama alanlan daha verimli ¢alisan gunes panelleri,
tipta teshis icin kullanilan biyo-ajanlar, cok daha az enerjiyle calisan lazerler,
istenilen renkte LED aydinlatmalar, az enerjiyle calisan ve daha fazla aydinlatan
ampuller, cok daha az enerjiyle calisan plazma televizyon ve ekranlar olarak
bilinmektedir. QD yuzey modifikasyonu ve stabilizasyonu biyolojik fonksiyonlarn
duzenlenmesi (6rn; sitotoksisite) ve biyomedikal uygulamalar i¢in onemlidir.
Sentezlenen QD'ler genellikle suda ¢cozunmeyen yapilardur, hidrofilik olabilmeleri
icin yuzeyleri kaplanmaktadir. Aynica, kaplanmamus QD'ler cok reaktiftir ve spesifik
olmayan biyomakromolekullerle istenmeyen etkilesimlere girmekte ve genel olarak
agir metallerden yapildiklan icin huicre/hayvan modellerine uygulandiklarinda
istenmeyen toksik etkilere neden olmaktadirlar. Bazt durumlarda (&rn; UV'ye
maruz kalma), QD'ler oksidasyona ugrayabilir ve sonucunda biyolojik ortama agwr
metallerin (6rn; kadmiyum iyonlan) salimi s6z konusu olmaktadir. Bu durum,
ROS olusumu yoluyla nukleik asitler, enzimler ve diger biyomolekullerin Uzerinde
istenmeyen intrinsik biyolojik etkilerini arttirabilir. Bu problemler genellikle uygun
bir yuzey modifikasyonu ile giderilmektedir (Barkalina vd., 2014; Khan vd., 2017).

QD’lenn son derece parlak ve kararli olan fotoluminesans ozellikleri biyomedikal
goruntuleme ve tedavi icin kullanishdir. Biyomedikal uygulamalarda
goéruntuleme ajanlan olarak yuksek fotoluminesans, geleneksel organik boyalarla
karsilastirildiklaninda yuksek molar tukenme, NIRdan UV'ye dar ve simetrik emisyon
spektrumlart ile genis absorbsiyonlarinin olmast gibi Ustunluklere sahiptir. Kanserli
hucreye spesifik ligandlar/antikorlar/peptitler ile konjuge QD’ler insan kanser
hucrelerinin hedeflenmesi icin etkili olmaktadir. QD'lenn ilac tasinimi icin dogrudan
kullanimi uzun dénemde toksisitesi nedeniyle tartismaya acik bir konudur. QD
cekirdedi, benzer boyutlan ve yuzey &zellikleri nedeniyle organik ilac tasiyicilar ya
da daha biyouyumlu inorganik kontrast ajanlar (altin, manyetik NP'ler) ile kolaylikla
degistirilebilmektedir (Cobley vd., 2010; Visaria vd., 2006). QD'lernin biyomedikal
uygulamalan Sekil 2'de gosterilmistir.

3. Nanomalzemelerin Klinik Uygulamalan

Son yillarda nanomalzemeler ile yapilan klinik arastrmalannn sayist surekli
olarak artmakta ve gelecekte bu egilimin yenilik¢i arastirmalara bagh olarak
devam edecegi dusunulmektedir. S6zu edilen arastirmalann ¢ogu, bir lipozomal
veya NP tasiyict sistem kullanularak yapilmastir. Ayrica bir dizi NP bazh tedavi,
Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu (FDA) tarafindan klinik kullarum icin onaylanmustir.
Bircok klinik kanser tedavi protokolu, yan etkiler ve dolayisiyla optimal olmayan
etkinlik nedeniyle yuksek etkinlik gériilen dozlan icerememektedir. llac direncinin
ortaya ¢ikist konvansiyonel kanser kemoterapdtiklerinin klinik uygulamalarnda
bir bagka zorluktur. Kemoterapide NP bazl ila¢ tasima sistemlerinin kullammu,
tolere edilebilirligi artirmakta ve daha iyi bir etkinlik saglanmaktadir. Ancak klinik
uygulamalarda hala zorluklar devam etmektedir (Dreaden vd., 2012). Kanser
tedavisi ve tespiti icin basariyla onaylanmus ve ticarilestirilmis nano-ilaglardan
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bazilan Tablo 2'de listelenmistir.

Nanomalzemeler, biyo-tipta, dzellikle de kanserin goruntulemesinde ve tedavisinde
umut verici uygulamalar olarak kabul edilmekle birlikte, bu teknolojinin klinik
uygulamalarda basarili bir sekilde benimsenmesi icin, uzun vadeli toksisite
calismalarnnin yapimasi gerekmektedir. Gelismis 6zelliklere sahip nanomalzemeler,
kisa sureli tedavilerin taleplerini karsilamali ve uzun sureli maruziyette olumsuz
etkilere neden olmamamlidir. Nanomalzemelerin klinik uygulamalarda guvenli
kullanimu icin daha fazla arastirmaya ihtiyac vardir.

- B
=
.
==
-

Sekil 2. Kuantum Noktaciklanin Biyomedikal Uygulamalan (Kuo vd., 2012).
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4. Nanotoksikoloji

Nanoteknolojinin hizli gelisimi ve nanomalzemelerin biyomedikal alanda artan
kullarimlar ile bunlann toksik etkileri konusunda cahsmalar yapilmaya baslanmustir.
“Nanotoksikoloji’, nanomalzemeler ve biyolojik sistemler arasindaki etkilesimleri
arastiran, bu yapilann fizikokimyasal parametreleri (drnedin; boyut, sekil, yuzey
modifikasyonu) ile toksik etkilerinin ortaya cikist arasindaki iliskiyi tanimlayan bir
bilim dali olarak son yillarda &nem kazanmustir (Hobson vd., 2016; Radomska 2016).
Ozellikle, gimuls, altin, titanyum dioksit, sezyum dioksit, demir oksit, aliimina, cinko
oksit, karbon siyahi ve dizel atigi NP'lerinin toksik etkileri Uzerindeki calismalar
yogun bir sekilde devam etmektedir.
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5.Nanomalzemelerin/nanopartikiillerin toksisitelerini
etkileyen 6zellikler

Bu alanda yapilan calismalarda, Uretilen nanomalzemelerin buyuk yapidaki
benzerleriyle karsilastinldiklaninda, kUguk boyutlara, spesifik ytuizey alanina ve reaktif
yuzeye sahip olduklan; 6zellikle yuksek duzeyde ROT olusumuna neden olarak
sitotoksisite ve genotoksisiteye yol actiklan belirtilmektedir (Khalili Fard vd., 2015;
Azhdarzadeh vd., 2015). Ayrica nanomalzemelerin intrinsik toksikolojik &zellikleri,
safliklan ve kimyasal bilesimleri de toksisitelerini dnemli dlcude etkilemektedir
(Hobson vd., 2016; Radomska 2016). Sekil 3'de nanomalzemelerin toksisitelerini
etkileyen ozellikler gosterilmistir.

Nanomalzemelerin/ NP'lerin toksisitelerini etkileyen ozellikleri asagida detayl
olarak incelenmektedir:

1. Boyut: NP'lerin "yuksek yuzey alani ve hacim oranlarn” nedeniyle toksik
etkilerinin buyuk yapidaki benzerlerine gore farkli bir sekilde ortaya cikabilecedi
belirtilmektedir (Donaldson vd. 2004; Donaldson ve Borm, 2004). Bu durum,
bu partikullerin intrinsik toksisitesi, reaktivite ve katalitik 6zelliklerinde artist
yol acar (Ying vd., 2001; European Commission-Health and Food Safety
Scientific Committees, 2012). Yuzey alanina gore birim basina kutlelerinin
fazla olmasi nedeniyle &zellikle NP'lerin basta akcigerler olmak uzere,
bircok dnemli sistem uUzerinde proinflamatuvar etkilere yol acabilecekleri
ongorulmektedir. Diger taraftan, bazi NP'lerin farkli bdlgelere tasindiklan;
basta hepatik sistem, gastrointestinal sistem, deri, santral sinir sistemi, ureme
sistemi ve hematopoetik sistem olmak Uzere bircok sistem Uzerinde toksik
etki gosterebildikleri bilinmektedir. Bu nedenle, son yillarda akciger toksisiteleri
disinda bu sistemlerdeki toksik etkileri de yogun bir sekilde arastinlmaktadir
(Donaldson vd, 2004; Donaldson ve Borm, 2004).

2. Yuzey Alani: NP'lerin boyutlannin kucuk olmast yuzey alanlarindaki artist
beraberinde getirir. Bu ozellikleri nedeniyle olusturduklan akciger inflamasyonu
ve lenf bezi yukleri buyuk yapidaki benzerlerine gére daha fazladir (Tran vd.,
2000).

3. Kimyasal bilesim, intrinsik toksisite ve saflik: NP'lerin toksisitelerini etkileyen en
onemli faktorlerden ikisi kimyasal bilesimleri ve intrinsik toksik ozellikleridir.
NPlerin yuzeyleri farkh materyallerle kaplanarak toksisiteleri azaltilip, etki
yerine ulasmalan saglanabilir. PEG, en ¢ok tercih edilen kaplama materyalidir
ve PEG ile kaplama NP'lerin yuzeylerinin hidrofilik olmasinu saglar. Ayrica,
genelde "mononuklear fagositik sistem (MPS)” tarafindan NP'lerin taninmast
ve fagosite edilmesini onler. Bdylece, NP'ler sistemik dolasimda daha uzun
sure kalir ve artan permeabilite ve alikonma (enhanced permeability and
retension, EPR) etkisinden yararlanarak pasif hedeflendirmeye uygun ilag
formulasyonlan olusturulur (Feltis vd., 2012; Gref vd.., 2000; Pratsinis vd.,
2013). Diger taraftan, NP'lerin safidq da gerek toksisiteleri, gerekse medikal
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ve biyomedikal uygulamalarda etkililiklerini belirleyen dnemli bir faktérdur
(Ying vd.., 2001; European Commission-Health and Food Safety Scientific
Committees, 2012). Sekil 4de medikal ve biyomedikal uygulamalarda kaplama
isleminde en ¢ok kullanilan polimer maddelere 6rnekler verilmektedir. Sekil
5'de nanomalzemelerin kaplanmalannin yararlar goésterilmistir.

4. Sekil: NP'lerin toksisitelerinin sekilleriyle de iliskili oldugu belirtilmektedir.
Ozellikle fiber yapida olan "nanotup’lerin toksisitelerinin sekilleriyle baglantih
oldugu; bunlarn ince ve kucuk yapilar nedeniyle kolay solunabilir olduklar
ve yuksek derecede inflamasyona yol actiklarn belirtiimektedir. Ayrica,
nanotuplerin sekilleri nedeniyle biyokaliciliklart da yUksektir (European
Commission-Health and Food Safety Scientific Committees, 2012). Ornegin,
karbon nanotuplerin toksik tozlardan cok daha farkli mekanizmalarla toksik etki
gosterdikleri ve yapilan kemirici calismalarinda sitotoksik ve inflamatuvar etki
gostermeden, akciger granulomalanni ve multifokal grantlamatoz lezyonlanmn
indukledikleri gozlenmistir (Lam vd.., 2004, Warheit vd., 2004). Doz-kutle
bazinda degerlendirildiginde, nanotuplerin kuartz partikullerine gore akciger
toksisitelerinin daha yuksek oldugu belirlenmistir (Warheit vd., 2004).

Tablo 2. Kanser tedavisinde onaylanmis ticari nanomalzemeler (McCarthy
ve Weissleder, 2007).

Uriin/Cihaz Nanoplatform/aktif ajan Durum Aktif Mekanizma
. ; Dokosorubisin HCI Lipozom .
Doxil/Caelyx10O (PEG ile kapl) Onayh Kemoterapi
DaunoXomeO Lipozomal daunorubisin Onayl Kemoterapi
A Lipozomal dokosorubisin :
MyocetO (PEGilasyon yok) Onayh Kemoterapi
AbraxaneO Paclitaxel alboumin NP Onayl Kemoterapi
FeridexO Dekstrn kapli demir oksit NP Onayh MR Goruntuleme
EndoremO Carbok51dekst_r an kapl demir Onayh MR Goruntuleme
oksit NP
ReSOV.l st/ Dekstran kapli demir oksit NP Onayh MR Goruntuleme
supravistO
. Istile aktif olan lipozomal Onayh Faz .
ThermoDoxO doksorubisin kapsullenmesi 111 Kemoterapi
Lumirem, Onavli / Gelistirilmis MR
Sinerem, Demir oksit NP Ara tlzllan goéruntuleme
FeraSpinO ¥ kontrast
Ontak® Protein NP (IL-2 Protein) aggél)l Hedefli tasima
NanoThermO Demir oksit NP Onayh AC gllanrgetlk

t
IL-2: interlokin 2, MR: manyetik rezonans, NP.nanopartikul, PEG: polietilenglikol
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Sekil 3. Nanomalzemelerin toksisitelerini etkileyen ozellikler.

Sekil 4. Medikal ve biyomedikal uygulamalarda kaplama isleminde en ¢ok kullanilan polimer

Ana partikiil
dissoliisyonunda
azalma

maddelere ornekler.

Nanopartikiillerin sistemik
dolagimda daha uzun siire
kalmalar

Sekil 5. Nanomalzemelerin kaplanmalannin yararlar.
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5.1. Nanopartikullerin toksik etkileri ve biyolojik sistemlerle etkilesmeleri

Nanopartikuller cok kisa suredir medikal ve biyomedikal alanlarda kullanimda
oldugu icin, biyolojik sistemlerle etkilesmeleri konusundaki veriler yetersizdir.
NP’lerin hucre icine alinmalan ve takiben primer toksik etkileri olan oksidatif
stresin gelisimi su basamaklarla gerceklesir (Bakand ve Hayes, 2016; Khalili Fard
vd., 2015):

1. NPler akcigerde veya hedef organdaki hucrelerin segici yarn gegirgen
hucre duvarindan gegerek hucre membramna tutunur.

2. Hucre i¢ine ahmlan genelde difuizyon ve endositoz ile gergeklesir.

3. NPlerin hucre i¢ine alinmalarint takiben hucrenin farkli organellerine
(cekirdek, mitokondri, endoplasmik retikulum, Golgi cisimcigi)
translokasyonlar gerceklesebilir.

4. NP'ler icine alindiklart hticrenin enerji uretimini degistirebilir; ATP deplesyonu
gorulebilir.

5. Takiben “intrasellller ROT” olusabilir.

6. ROT olusumunun nihai sonuglan olarak glutatyon gibi énemli tiyollerin
duzeylerinin azalmasi, antioksidan savunma sistemlerinin ve enzimlerinin
baskilanmasy, lipit peroksidasyonunda artis, lipit peroksidasyondan bagimil
veya bagimsiz protein oksidasyonu, hucre membraninin lizisi ve DNA
zincir kiriklan gibi hasarlar olusabilir.

7. Takiben hucredeki intraselluler kalsiyum duzeylerindeki artis nedeniyle
hucre apoptoza veya nekroza gidebilir.

8. Eger DNA hasarlar onanlmaz ve huicre yasamina devam ederse, mutasyonlar
ortaya cikabilir.

5.2. Solunum yoluyla maruziyet

Her ne kadar akcigerlerdeki ince bariyer tabaka birgok partikulun gegisi igin iyi
bir engel olustursa da ve derin akciger bolgelerine gegisi engellese de, dzellikle
isyerinden yuksek miktarlarda temas ile bariyer etkinligini yitirebilir ve respiratuvar
toksisite gelisebilir (Chortarea vd., 2015; Endes vd., 2014; Yokel ve Macphail, 2011).

5.3. Dermal yolla maruziyet

Insan derisi genel olarak bircok ajana karst iyi bir bariyer kabul edilir. Ancak, dermal
maruziyetle metal veya metal oksit NP'lerine maruziyet mumkundur. Ormegin,
gunes koruyucularin icinde yeralan titanyum dioksit NP'lerine deri yoluyla maruz
kalinabilecedi ve dusuk miktarlarda olsa da, sistemik dolasima gecebilecekleri
bildirilmistir (Larese Filon vd., 2015). Yapilan bir calismada, nanotupler gibi fiber
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yapidaki nanomalzemelerin, insan keratinosit huicrelerinde sitotoksik olabilecedi
ve oksidatif strese yol acabilecedi bildirilmistir (Shvedova vd., 2003).

5.4. Oral yola maruziyet

Guda, su, kozmetik, ilag, biyomedikal malzemeler ve gida katkt maddelerinde
bulunan bircok NP'e oral yolla maruziyet séz konusu olabilir. Ozellikle, titanyum
dioksit, gumus, altin, silikon dioksit ve ¢inko oksit NP'lerine oral yolla yuksek
derecede maruz kalinmas: olasidir. 70 kg'lik bir bireyin gunluk olarak 1,8 mg/kg
gumus NP'lerine ve 0,45 mg/kg titanyum dioksit NP'lerine (E171 gida boyasinin
icinde yer almasindan dolay1 6zellikle un, sofra tuzu, seker, sakiz, dis macunu, sabun,
deterjanlar, ilaclar, vitaminler, sekerleme, karbonat ve kabartma tozlarindan) maruz
kalabilecedi dnerilmektedir. Aynca, 6zellikle cocuklann titanyum dioksit NP'lerine
maruziyetinin eriskinlere gore daha yuksek oldugu (1 mg/kg/gun) belirtilmektedir
(Dekkers vd., 2011; Weir vd., 2012). Titanyum NP'lerinin oral absorpsiyonlan
dusuktur. Genelde kalin bagirsaktan absorbe olurlar (%4.5); mide ve ince badirsaktan
absorpsiyonlan olduk¢a dusuktur (Jani vd., 1994). Translokasyonlan yuksek
degildir; ancak Caco-2 hucre ince tabakalanndan %14 oraminda translokasyona
ugrayabildikleri gosterilmistir (Koeneman vd., 2010).

6. Nanomateryallerde Yapilan Toksisite Testleri

Nanomateryallere 6zel gelistiriimis &zel toksisite testleri hentuz yoktur. Ancak,
buyuk olcekli partikul ve materyallere uygulanabilen tum toksisite testlerinin NP
ve nanomateryallere de uygulanmast mumkundur.

6.1. In vitro testler

Sitotoksisite testleri: NP ve nanomateryaller tarafindan olusturulan sitotoksisiteyi
tespit etmek icin 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenilltetrazolyum bromur (MTT),
2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenill) -2h-tetrazolyum-5-karboksianilid (XTT),
hticre proliferasyon ajani (suda ¢coézunur formazan, WST-1), nétral kirmuzist (NR),
trifan mavisi, kristal viyole, and laktat dehidrojenaz (LDH) gibi genel sitotoksisite
testleri kullaniimaktadir (de Lima vd., 2012; Determination of Cytotoxicity, 2016;
Fotakis ve Timbrell, 2006). Bu testlerden MTT testi, san renkli MTT'nin canl
hucredeki mitokondriyel dehidrogenazlar tarafindan suda ¢ozunmeyen mor
renkli formazan kristallerine donusturtulmesi esasina gore isler. XTT ve WST-10
testleri ise, benzer bir prensibe dayanir; ancak bu kez olusan suda ¢dzunen sari
renkli kristaller olusur (de Lima vd., 2012; Determination of Cytotoxicity, 2016;
Fotakis ve Timbrell, 2006; van Meerloo vd., 2011). LDH testinde hucrede dlum
durumunda salinan sitozolik bir enzim olan LDHTMun salinimu belirlenir. LDH N
laktati piruvata donustururken ortaya ¢ikan NADH, diaforaz tarafindan san bir
tetrazolyum tuzu olan 2-(p-iyodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-fenilltetrazolyum klorur
(INT)'yi kirmizi formazana dénusturmesi esasina dayanwr. LDH aktivitesi huicre
kultirunun supernataninda sitotoksisite biyogdstergesi olarak élculur (de Lima
vd., 2012; Determination of Cytotoxicity, 2016; Fotakis ve Timbrell, 2006). Diger bir
yontem ise 3-amino-7-dimetil-amino-2-metilfenazin hidroklorur (NR) yontemidir.
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NR katyonik bir boyadir; sitozolde non-iyonik diflizyona ugrar ve canlt hucrelerin
lizozomal membranlaninda akumule olur. Olu huicrelerde ise, bu olay gerceklesmez
(Zuang vd., 2001).

Apoptozun belirlenmesi: In vitro sistemlerde apoptozun belirlenmesi icin en sik
kullanilan yontemler, Anneksin V/propidyum iyodur boyama, kaspaz 3, kaspaz 8 ve
kaspaz 9 aktivitelerinin belirlenmesi, prokaspaz 3, kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9
ekspresyonulannin belirlenmesi, terminal deoksinukleotidil transferaz dUTP centik
uc isaretleme (TUNEL), Bax, Bcl-2, p53, p21 ve pro-poli (ADP-riboz) polimeraz (pro-
PARP) ekspresyonlarinin belirlenmesi ve PARP yarilmasinin degerlendirilmesidir.
Ayrica, akis sitometrisiyle erken/gec apoptotik ve/veya nekrotik hucreler ve
hucre siklusunun ilerlemesi de belirlenebilir (Aden vd., 2017; Blankenberg vd.,,
1999; Demchenko, 2012; Fox ve Aubert, 2008; Krysko vd., 2008; Loo, 2011). NP
ve nanomateryallerde apotozun belirlenmesinde kullanilan yontemler Sekil 6'de
gosterilmistir.

Diger Yontemler: ATP deplesyonunu belirlenmesi, hucre membranlarinin
butunlugunun belirlenmesi, mitokondriyel sisme ve hasarin incelenmesi ve
lizozomal membran stabilizasyonunun degerlendirilmesi ile de sitotoksiste
konusunda bilgiler edinilebilir (Papadopoulos ve Meyer, 2017; Singh vd., 2015).

Bax, Bcl-2, p53, p21 ve pro-poli (ADP-
riboz) polimeraz (pro-PARP) —
ekspresyonlarinin belirlenmesi :

Anneksin
V/propidyum
iyodiir boyama ¥ T
\ prokaspaz 3, kaspaz 3, kaspaz 8 ve kasp
. P 9 ekspresyonlarinin belirlenmesi
NANOMATERYAL VE
NANOPARTIKULLERIN YOL
AGCABILECESI APOPTOZUN
BELIRLENMESI
Kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9
aktivitelerinin belirlenmesi -

PARP yarilmasinin

degerlendirilmesi
Terminal -
deoksiniikleotidil

transferaz dUTP centik
ug igaretleme

Sekil 6. Nanopartiktil ve nanomateryallerde apotozun belirlenmesinde kullanilan yontemler

Oksidatif stresin belirlenmesi: Oksidatif stres NP'lerin toksisiteleri altinda yatan
temel mekanizmalarnndan biridir (Khalili Fard vd., 2015). Oksidatif stresin belirlenmesi
icin bircok yontem kullaniimaktadir. Bu ydntemlerden en sik kullanilanlardan biri
intraselltler ROT duzeylerinin dlculmesidir. Diger taraftan, antioksidan enzim
aktivititelerinin (glutatyon peroksidaz, tiyoredoksin reduktaz, superoksit dismutaz,
katalaz gibi), glutatyon duizeylerinin (total, redukte veya okside glutatyon duzeyleri;
huicre i¢i redoks oraninin belirlenmesi), lipit perosidasyonunun (malondialdehit
veya F2 izoprostan duzeylerinin dlcumu), protein oksidasyonunun (karbonil
gruplarinin olculmesi) ve total antioksidan kapasitenin degerlendirilmesi ile in
vitro oksidatif stres olusumu belirlenebilir (Roesslein vd., 2013; Harfield vd., 2012;
Marnett, 1999; van Kuijk, 1988; van Kuijk & Dratz, 1987; Dalle-Donne vd., 2003;
Somogyi vd., 2007; Pisoschi ve Negulescu, 2011; Halliwell, 2014).
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Genotoksisitenin belirlenmesi: In vitro sistemlerde NP ve nanomateryaller
tarafindan olusturulan genotoksisitenin belirlenmesi i¢in en sik kullanilan yontemler
Comet yontemi, mikrocekirdek ydntemi, hipoksantin fosforibozil transferaz (HPRT)
gen mutasyon testi, histon 2AX (H2AX, cift sarmal DNA kirnklarinin belirlenmesi
icin) belirleme yontemi, yuksek surumli genom-kapsaml translokasyon dizilemesi
(HTGTS), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve DNA baz hasarlarinn [8-okzo-2'-
deoksiguanosin (8-oxo-dG)] dederlendirilmesi olarak siralanabilir (Parry vd., 2010).

In vitro deri ve goz irritasyon ve korozyon testleri: Medikal ve biyomedikal
malzemelerin yapisinda bulunan NP ve nanomateryallerin in vitro deri ve goz
irritasyon testleri icin yeniden yapilandirilmus insan epidermis dokulan ve yeniden
yapilandinlmis insan kornea benzeri epitel dokulan kullanilabilir. Bu dokular ve
kullanuimlanyla ilgili bilgiler OECD Test Kilavuzlannda (TG 439, TG 431, TG 492)
yer almaktadir (OECD TG 431, 2015; OECD TG 439, 2015; OECD TG 492, 2015).

Fototoksisite testleri: Medikal ve biyomedikal malzemelerin yapisinda bulunan
NP ve nanomateryallerin fototoksik ézelliklerini belirlenebilmesi i¢in siklikla
kullanilan bir yéntem olan ve 3T3 fibroblastlarinin nétral kirmizi geri ahmiri dlgen
"3T3 noétral kirmizist gerialimu (NRU) yontemi” kullanulabilir. Bu yontem OECD TG
432'de detayl olarak verilmistir (OECD TG 432, 2004).

6.1 in vivo toksisite testleri

Tum farmasétik urtunler ve biyomedikal malzemelere uygulanan klasik toksisite
testlerinin NP ve nanomateryallere de gerektiginde bir takim modifikasyonlarla
uygulanmast mumkundur. Bu testler akut, subakut, subkronik ve kronik toksisite
testleridir.

Akut toksisite testlerinde amac, kullanilan hayvan populasyonunun yarisinda
olume neden olan dozu (medyan letal doz 50, LD50) bulmak veya tahmin etmektir.
Uygulama tek bir kez yapilir ve 14 gun boyunca uygulama yapilan hayvanlardaki
tum degisiklikler kaydedilir. Akut toksisite testlerinin sonunda hayvanlar oldurulur
ve tum makroskopik, mikroskobik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapilir (OECD
TG 401, 1987).

LD50 testi 2002'den beri kullanilmamaktadir; ancak bu testin yerine Ug alternatif
test dnerilmistir. Bu testlerden "sabit doz proseduru (FDP)"nde disi sicanlar kullantlr;
OECD TG 420 olarak yaywinlanmustir ve testte amag LD50'yi tahmin etmektir. Diger
bir alternatif test metodu “akut toksik sinif metodu (ATC)"dur; teste her cinsten
3 hayvanla baslanur; OECD TG 423 olarak yayinlanmustir ve testte amag LD50'yi
tahmin etmektir. “Yukan asadt proseduru (UDP)” ise, diger bir alternatif yontem
olup, testte disi sicanlar kullanilir. Limit testine 5 hayvanla baslanir; OECD TG 425
olarak yaymlanmustir ve testte amag LD50'yi guvenlik sinirlanyla birlikte kesin olarak
belirlemektir (OECD TG 420, 2001; OECD TG 423, 2001; OECD TG 425, 2008).

Subakut toksisite testlerinde amag, doz-cevap egrisini ve hedef organlan belirlemek
ve subkronik toksisite testleri icin én bilgi edinmektir. Testlerde ¢oklu ugulama
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yapilir ve uygulma 14-28 gun boyunca surer. Testlerde uygulanan her doz i¢in 10
kemirici kullanilir. 28 gunluk oral subakut toksisite testinin uygulanmist OECD TG
407'de aciklanmaktadir. Subakut inhalasyon toksisite testi OECD TG 412, subakut
dermal toksisite testi ise OECD TG 404 olarak olarak yayinlanmistir (OECD TG
404, 2015; OECD TG 407, 2008; OECD TG 412, 2009).

Subkronik toksisite testleri, tekrarlayan dozlarda uygulama yapilan hayvanin yasam
suresinin %10'unu gecmeyecek sekilde gerceklestirilir. Testlerde uygulanan her
doz i¢in 20 kemirici kullanilir. 90 gunluk oral subkronik toksisite testi OECD TG 408
olarak yayinlanmustir. Testlerin amaci uygulanan maddenin “ters etki gézlenmeyen
duzey (NOAEL)"ini ve "en dusuk ters etki gozlenen duzey (LOAEL)"ini belirlemek
ve “referans dozlan (Rf)'ni NOAEL, LOAEL ve belirsizlik faktorlerini kullanarak
hesaplamaktir (OECD TG 408, 1998).

Kronik toksisite ve karsinojenisite testleri, OECD TG 453 olarak yaymlanmustir.
Bu testlerde amag, dusuk doz, uzun sure maruziyetin etkilerinin belirlenmesidir.
Deneylere baslamadan dnce, 6n deneyler gerceklestirilerek "maksimum tolere
edilebilir doz (MTD)" belirlenir. Bu doz hayvanda %10 kilo kaybina neden olan
dozdur. Hayvanlara MTD dozu, bu dozun yarisi veya ¢eyredi uygulanabilir. Her
doz grubu icin her iki cinsten en az 10 hayvan secilir. Uygulama hayvanin yasam
boyunca devam edebilecedi gibi, 12 veya 24 ayla da sinirlandirlabilir. Amag dusuk
doz, uzun sure uygulama ile maddenin karsinojenik ozelliginin belirlenmesidir.
Kronik toksisite testlerinin sonunda, hayvanlarda daha 6nce kontrol grubuna
gore kanser gorulme sikliuginin ne kadar yuksek oldugunun belirlenmesi; kontrol
grubuna gore hedef organda hayvanin o anki yasinda gérulmeyen tumor sikiginin
ne kadar arttigin belirlenmesi veya o yasta hi¢ gorulmeyen tumorlerin kontrol
grubuna gore ne kadar yuksek oldugunun belirlenmesi ile maddelerin olast
karsinojenik potansiyelleri degerlendirilir (OECD TG 453, 2009).

Klasik toksisite testlerinin yani sira NP ve nanomateryallerin Ureme ve gelisimsel
toksisiteleri, dermal irritasyon potansiyelleri ve gz irritasyonu yapma olasiliklar
da belirlenebilir. Ayrica in vitro testlerde kullanilan yéntemler kullanilarak
genotoksisiteleri ve oksidatif stres olusturma &zellikleri degerlendirilebilir. Diger
taraftan, olusturduklan olast immun cevap dedisiklikleri de élgulebilir.

7. Nanomateryal ve nanopartikullerde toksikolojik risk
degerlendirmesi

Nanopartikul ve nanomateryallerin toksikolojik risk analizleri de buyuk
olcekli materyal ve partikullere benzer sekilde gerceklestirilir. Toksikolojik risk
degerlendirmesinde amac NP ve nanomateryallerin insan poulasyonlar uzerinde
yol acabilecekleri olast istenmeyen etkilerin d&ngorulmesidir (Kleinjans, 2003). NP
ve nanomateryaller icin risk degerlendirmesi 4 asamada yapulir (Kleinjans, 2003):

a. Tehlikenin belirlenmesi: “Tehlike” bir maddenin zarar verme potansiyeli veya
ters etkiye yol agcma olasihid olarak ifade edilir. NP ve nanomateryallerin intrinsik
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Ozellikleri, kimyasal bilesimleri, safliklar, sekilleri, boyutlan ve yuzey alanlan
tehlikelerini belirlemekte etkindir. Bu &zelliklerine ve olast maruziyet yollarina
gore tehlike belirlenir (Faustman & Omenn, 2015; Kleinjans, 2003).

b. Doz-cevap degerlendirmesi: "Doz” biyolojik bir sisteme giren madde miktandr.
“Sistemik doz” ise, spesifik bir organ veya sistem tarafindan tutulan madde
miktarnidir. NP ve nanomateryallerin inhalasyonla alimlarinda hedef organa
translokasyonlan dusuk olsa da, buyuk olcekli materyal ve partikullerden farklh
toksik etkiler olusturabilme ve farkli doz-cevap edrileri verebilme olasiliklan
vardir. Bu doz-cevap edrileri ayni NP ve nanomateryalin farkli boyutlan arasinda
da degisiklik gosterebilir (Faustman ve Omenn, 2015; Kleinjans, 2003).

c. Maruziyetin degerlendirilmesi: “Maruziyet” bir maddenin biyolojik sistemle
temas halinde kalmas: olarak ifade edilebilir. Maruziyet degerlendirmesinde
temel olarak NP ve nanomateryallerle biyolojik sistem arasindaki temasin ne
boyutta ve ne kadar surede gerceklestigi; bu maruziyetin de buyuk Olgekli
partikul ve materyallere gdre farki Snemli unsurlan olusturur. Zira, NP ve
nanomateryallerin kucuk boyutlan, genis yuzey alanlan ve farkh boyut: kitle
oranlari nedeniyle, toksisitelerinin buyuk olgekli partikul ve materyallere gore
daha farkh olabilecegdi dngorulebilir (Faustman ve Omenn, 2015; Kleinjans, 2003).

d. Risk karakterizasyonu: “Risk” belirli bir maruziyet ya da durumun zarar verme
olasihgudir. Tehlikenin aksine, risk azaltilabilir veya kontrol edilebilir. Gunumuizde
olusturabilecedi risklerin tam olarak karakterize edildigi NP ve nanomateryal
yoktur. Ozellikle farkl ytizey modifikasyonlar, sekilleri ve degisen boyutlar bu
maddelerin risk karakterizasyonunu zorlastirmaktadwr (Faustman ve Omenn,
2015; Kleinjans, 2003).

7.1. Sikhikla kullanilan nanomateryal ve nanopartikullerin toksik etkileri
7.1.1. Cinko oksit nanopartikiilleri

Cinko oksitten uretilen NP'lerin bircok medikal ve biyomedikal alanda kullanimlan
vardwr. Diger taraftan, gunes koruyucularnn ve bir¢ok kisisel bakim urtnunun de
yapisinda bulunurlar (Huang vd., 2006; Huang vd., 2010). In vitro sistemlerde
yapilan ¢calismalarda ¢inko oksit NP'lerinin en belirgin toksik etkilerinin oksidatif
stres olusturmalar oldugu belirlenmistir. Ozellikle yuksek dozlarda sitotoksik
olduklan, membran hasarina yol actiklan, htuicre morfolojisini degistirdikleri,
DNA hasar olusturduklan, mitokondriye toksik etkilerinin oldugu ve apoptozu
indukledikleri belirtilmistir (Brunner vd., 2006; Guan vd., 2012; Huang vd., 2010;
Meyer vd., 2011; Sharma vd., 2012). Kronik olarak ¢inko oksit NP'lerine maruziyetin
insan hepatoma hucrelerinde (HepG2) bir¢ok enzimin ekspresyonunu degistirdigi
ve DNA hasan olusturdugu bildirilmistir (Osman vd., 2010).

7.1.2 Titanyum oksit nanopartikulleri

Titanyum oksit kimyasal olarak inert bir maddedir. Ancak, yapilan calismalarda
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titanyum dioksit NP'lerinin deney hayvanlarinda baz: toksik etkilere yol actidy,
oksidatif stresi indukledikleri, genotoksisiteye ve inflamasyona neden olduklarn
belirlenmistir (Bhattacharya vd., 2009; Liu vd., 2009; Trouiller vd., 2009). Genotoksik
etkileri DNA hasan ve DNA katim urunu olusturmalan seklinde ortaya c¢ikar
(Bhattacharya vd., 2009). Deney hayvanlarinda immun sistemi, karaciger ve bobrek
islevlerini etkiledikleri; ayrica akciger, dalak ve miyokardda da toksik etkilere yol
actiklan gosterilmistir. Diger taraftan, glikoz ve lipit homeostazini da etkiledikleri
belirtilmistir (Liu vd., 2009; Liu vd., 2010).

Yapilan bircok calisma titanyum dioksit NP'lerinin erkek Ureme sistemi Uzerinde
potansiyel bir toksisiteye sahip oldugunu gdstermistir. Hong ve ark. (2016), titanyum
dioksit NP'lerine maruz kalan 28 gunluk ICR farelerin Sertoli hticrelerinden izole
edilmis primer hucre kulturunde hucre canliiinin azaldigini, apoptotik sitokin
duzeylerinin arttigini, apoptoz gelisiminin (sitokrom c, Bax, kaspaz-3, glukoz-
duzenleyici protein 78 (GRP78), C/EBP homolog proteini ve kaspaz-12'nin ifadesinde
artma; Bcl-2 nin ise ifadesinde azalma) ve oksidatif stresin induklendigdi ve de
antioksidan kapasitenin dustugunu belirlemislerdir (Hong vd., 2016).

7.1.3. Gumus nanopartikulleri

Uzun yillardir gumus preparatlan antibakteriyel olarak ve yarik tedavisinde
kullanilmaktadir. Son yillarda ise, gumus NP'lerinin ilac olarak ve biyomedikal
uygulamalarda (yara kaplama malzememeri cerrahi aletlerin kaplanmasi ve
protezler) kullanumu artmstir (Chen & Schluesener, 2008). Gumus NP'lerinin bircok
yolla insan vucuduna girdikleri, kan-beyin engelini astiklan ve beyne ulasabildikleri
bilinmektedir. Ayrica, deney hayvanlarina inhalasyon veya subkutanoz enjeksiyon
ile uygulanmalan sonucu dalak, karaciger, bébrek ve beyne transloke olabildikleri de
bilinmektedir (Tang vd., 2009). Diger taraftan, baska NP'lere oranla toksisitelerinin
daha yuksek oldugu; intraselluler ROT uretiminde artisa ve hucre dlumune yol
acabildikleri de belirlenmistir (Hussain vd., 2011). Polivinil-pirolin kapli gumus
NPlerinin (6-20 nm) insan akciger hucre hattina uygulanmalarn sonucunda doz-
bagiml toksisiteye ve DNA katim urunlerinin olusmasina yol agmaktadir (Foldbjerg
vd., 2011). Aynca, insan losemi huicre hattinda yapilan bir cahismada peptit kapl
gumus NP'lerin sitrat kapli olanlara gére daha toksik oldugu bulunmustur (Haase vd,,
2011). Diger taraftan, gumus NP'lerinin primer hedeflerinden biri Ureme sistemidir.
Thakur ve ark. (2014) yaptiklan ¢alismada, gumus NP'lerinin (5-20 nm) erkek
Wistar sicanlarda testiste histopatolojik degisikliklere, spermatojenik huicrelerde
bozulmaya, germ hucrelerinde nekroza, spermatogonia ve Leydig hucrelerinde
anormal fibroblast benzeri bir gérunume, komsu Sertoli hucreleri arasinda anormal
bosluklara ve mitokondride yapisal hasara yol actigini gozlemislerdir (Thakur vd.,
2014). Miresmaeili ve ark. (2013)'min yaptiklan calismada ise, farkli dozlarda (50, 100
ve 200 mg/kg) gumus NP'lerinin (70 nm) sigan spermatozoasinin akrozomunda ve
spermatojenik huicrelerin sayisi uzerindki etkilerini degerlendirmislerdir. Akrozom
reaksiyonunda kontrol grubu ve iki yuksek doz grubu arasinda fark belirlenmistir.
Sertoli hucre sayist ve seminifer tubul ¢aplarnt gumus NP uygulamalarnindan
etkilenmemistir. Aynica, tum uygulama yapilan deney gruplarinda, spermatozoanin
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yani sira primer spermatositler ve spermatitlerin sayisinda da énemli bir azalma
gorulmustur (Miresmaeili vd., 2013).

7.1.4. Demir oksit nanopartikulleri

Demir oksit NP'leri, biyomedikal uygulamalar, ila¢ tasiim sistemleri ve diagnostik
alanlarda yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu NP'lerin karaciger ve retikuloendotelyal
organlarda biriktigi belirtiimektedir (Albukhaty vd., 2013; Naqvi vd., 2010). Yapilan
hayvan c¢alismalarinda, demir oksit NP'lerinin farkli organellerde (endozom/
lizozom) akumule oldugu ve takiben dekompose olup sitoplazmaya salindiklar
ve sonugta hucresel demir havuzuna katildiklar gorulmustur. Manyetik demir
oksit NP'leri inhalasyon yoluyla maruziyet sonras: karaciger, dalak, akciger ve
beyinde birikirler ve kan beyin engelini gegebilirler (Liu vd., 2013). Bu NP'lerin
hucre lizisine, inflamasyona ve kan koagulasyonunda bozulmaya yol agtiklan
da belirlenmistir (Zhu vd., 2008). Fare ndroblastoma hucrelerine (Neura-2A)
uygulanmalarindan sonra, yuksek konsantrasyonlarda hucre dlumune, hucre
morfolojisinde ve permeabilitisinde bozulmaya; takiben mitokondriyel hasara ve
apoptoza yol actiklan da saptanmuistir. Bu olaylann altinda yatan mekanizmalardan
en 6nemlisinin ise, intraselliler ROT uretiminde yol actiklan artis ve takiben lipit
peroksidasyonunun ve DNA hasarinin artist oldugu ifade edilmistir (Jeng vd., 2006).

7.1.5. Altin nanopartikulleri

Altin NP’'leri olduk¢a 6zgul fizikokimyasal &zelliklere sahiplerdir. Kolayca
islevsellestirilebilirler. Inert ve non-toksik olarak kabul edilirler. Ayrica farkh kaplama
ve yuzey modifikasyonlart ile biyomedikal uygulamalarda, ilag tasiyici sistemlerde,
termal terapide ve kontrast ajanlannin bilesiminde kullanilabilirler (Jain vd., 2012).
L&semi hucre hatti kullanilarak yapilan bir calismada, sferik yapil altin NP'lerinin
hucre i¢ine girebildikleri; ancak hucresel islevleri etkilemedikleri belirlenmistir
(Connor vd.,, 2005). Yapilan bazi calismalarda ise, farkl &zelliklerdeki altin NPlerinin
sitotoksik olabilecekleri ifade edilmistir. Altin NP'lerinin sitotoksik &zelliklerinin
uygulama dozuna, yan zincirine (katyonik olanlar daha toksik), kullanilan stabilizere
ve uygulama yapilan hucre hattina bagh oldugu belirtiimektedir (Connor vd.,,
2005; Jain vd., 2012).

7.1.6. Karbon bazh nanomateryaller

Farkli uygulamalar goéz onune alindiginda, karbon nanotupler, fullerenler, tek
veya ¢oklu duvarl karbon nanotupler gibi karbon bazlinanomateryallerin oldukca
siklikla kullanildign gérulebilir (Huczko, 2001). Cozunur karbon bazlh nanotupler,
géruntuleme uygulamalarinda umut vaat etmektedir. Ayrica CB nanotupler,
kemik, kikirdak, kas ve sinir dokusu olusturulmasi icin doku muhendisliginde biyo-
yikilabilir polimerik nanokompozit olarak kullanilmaya baslanmustir. Karbon bazlh
nanomamateryallerin boyutlarinin disinda, hazirlanma metotlan ve yapilarinda
bulunan eser elementlerin de toksisiteyi ve biyolojik cevabi etkileyebildigi
belirtilmektedir (Donaldson vd., 2006; Pulskamp vd., 2007).
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Karbon bazli nanomateryallerin sitotoksik oldugu yapilan bir¢ok calismada
gosterilmistir. Bir calismada, farkl yapidaki karbon bazl nanomateryallerin akciger
kanser hucreleri Uzerindeki toksisiteleri degerlendirilmistir ve bu hucrelerde
sitotoksik olabilecedi gosterilmistir (Magrez vd., 2006). Yapilan bir diger calismada,
karbon bazh nanomateryallerin insan alveloar karsinoma epitel hticre hatty, primer
insan bronsiyel hucreleri ve insan keratinosit huicre hatlarinda boyut-bagiml bir
sitotoksisite gosterdikleri bulunmustur (Herzog vd., 2007). Kemiricilerde yapilan
calismalarda ise, coklu duvarh karbon nanotuplerin intraperitonyel uygulamalan
sonucu asbest benzeri karsinojenik etkiler gdésterebilecekleri belirlenmistir
(Poland vd., 2008). Tekli duvarl karbon nanotuplerin ise, kronik maruziyet sonucu
hayvanlann karacigerinde birikebildikleri ve karaciger enzimlerinde (LDH, alanin
transaminaz, aspartat transaminaz) ve lipit peroksidasyonda artisa; glutatyon
duzeylerinde ise azalisa neden olduklan belirlenmistir (Yang vd, 2008). Karbon bazl
nanoamateryallerin Ureme sistemi toksisitesi de gésterdikleri bilinmektedir. Uc farkl
boyutta (14, 56 ve 95 nm) intratrakeal yoldan (her hafta 10 kez 0,1 mg/fare) karbon
temelli nanomateryallerin uygulamasini takiben, 14- ve 56-nm boyutlarindaki
nanomateryallere maruz kalan gruplarda serum testosteron duzeyleri dSnemli
olcude yuksek bulunmustur. Histolojik incelemeler, seminifer tubulde bir takim
st dolu kesecikler olustugunu gostermistir. Ayrica, parcacik sayisinin erkek
ureme sistemine etkisi de arastinlmistir. Parcacik sayist kontrollu olan 14 nm
boyutundaki NP’lere maruz kalan grupta, 56 nm boyutundaki nanomateryale
maruz kalan gruptan daha az ters etki gozlenmistir (Yoshida vd., 2009). Bai ve
ark. (2010) yaptiklan calismada, erkek farelere intravenéz olarak karbon nanotup
uygulamasinin (1 mg/ml) fertilite ve testis Uzerindeki etkilerini incelemistir. Karbon
nanotuplerin testislerde biriktigi, 15 gun uygulama sonrasinda oksidatif strese
ve seminifer epitel kalinhidinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir; ancak
olusan hasar 60. ve 90. gunlerde onarilmistir. Hayvanlarin sperm sayisi, niteligi
ve butunlugu ve seks hormonlannin duzeyleri karbon nanotup uygulamasindan
en uzun sureli uygulama (90 gun) sonunda bile etkilenmemistir. Ayica, karbon
nanotuplere maruz birakilan erkek fareler ile ciftlestirilen disi farelerin dogum
sayisy, maruz kalmayan erkek farelerle ciftlestirilen disi farelerin dogum sayisindan
farkl bulunmamuistir (Bai vd., 2010).

7.1.8. Silika nanopartikulleri

Silika NP'leri 6zellikle ilag tasima sistemlerinde yaygin olarak kullanulmaktadiwr ve
nanosilikanin biyouyumlu oldugu onerilmektedir. Kolayca islevsellestirilebilirler
(Park & Park, 2009; Wilczewska vd., 2012). Lin ve ark. (2006) min yaptigi bir calismada,
insan bronsiyokarsinoma hucrelerine silika NP'lerinin (15-46 nm)farkl dozlarda (10-
100 pg/ml) uygulanmasi sonucu, doz-bagimbh bir sitotoksik etki, intraselluler ROT
ve lipit peroksidasyonda artis belirlenmistir (Lin vd., 2006). Yapilan farkl in vivo ve
in vivo calismalarda ise silika NP uygulamamsinin inflamasyon biyomarkorlerinde
(interldkin 6 ve 8, tumodr nekroz faktédr a) artisa ve mitokondriyel hasara yol agtigt
gorulmustur (Cho vd., 2007; Cho vd., 2009; Sun vd., 2011).
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8. Sonuc¢

Gunumuzde NP'ler ve tum nanomateryaller hayatimiza dnemli dlcude girmistir.
Bu nano boyuttaki malzemelerin en énemli kullanim alanlarindan biri biyomedikal
uygulamalar olmustur. Ancak, bu malzemelerin toksik etkileriyle ilgili henuz
yeteri kadar veri yoktur. Ayrica gerek toksik etkilerinin belirlenmesi, gerekse
toksikolojik risk degerlendiriimelerinin yapilmast i¢cin hentuz bu malzemelere
Ozel yeni test ve degerlendirme sistemleri bulunmamaktadir; buyuk olgcekteki
benzeriyle ayni toksikolojik degerlendirme ydntemleri kullanumaktadir. Bu
malzemelerin farklt yapilannin goéz énune alindigt yeni toksikolojik degerlendirme
yontemilerinin gelistiriimesi ve arastincilann bu konulara egilmesi buyuk énem
tasimaktadir. Ayrica, hali hazirda bulunan toksikolojik testler ile bu malzemelerin
basta sitotoksisite olmak uzere tum toksik etkilerinin hem in vitro, hem de in vivo
olarak ayrnntili bir sekilde degerlendirilmesi i¢in daha ¢ok calismaya gereksinim
duyulmaktadir. Arastincilann basta altin ve gumus gibi en sik kullanilan NP'ler ile
toksisite mekanizmalarinin aydinlatiimasina dair yapacaklan ¢alismalarin buyuk
onem tasiwyacadi ve biyomedikal alanda bu mazemelerin kullanumyla ilgili soru
isaretlerini giderebilecedi sdylenebilir.
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