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ORJINAL CALISMA

GUMUS NANOPARTIKULLERININ UzZOM CEKIRDEGI
EKSTRAKTININ ENDOTOKSIK KALP DOKUSUNDAKi
HISTOLOJIK DEGI$IKLERE VE TNF-a VE BNP EKSPRESYONUNA
ETKISI

Effect of Grape Seed Extract of Silver Nanoparticles on TNF-a
and BNP Expression and Histologic Changes in Endotoxic
Heart Tissue

Zileyha DOGANYiGiT (0000-0002-6980-3384), Fatma OZTURK KUP2(0000-0002-4785-4017),
Emin KAYMAK3(0000-0002-3818-2693), Asli OKAN?(0000-0001-8152-7338), Burgin OCAK?(0000-0002-4459-7633),
Ali Tugrul AKiN2(0000-0002-1408-8571)

OZET

Lipopolisakkarit (LPS) tarafindan olusturulan endotokseminin patofizyolojik mekanizmalarinin anlagiima-
sinda ve tedavisinde pek ¢ok strateji gelistiriimesine ragmen, hala yogun bakim Unitelerinin en 6nemli
problemlerinden biridir. Bu ¢alismada, endotoksik sok tizerine Gziim gekirdegi kullanilarak biyolojik olarak
sentezlenmis glimus nanopartikillerin (AgNP) koruyucu bir etkisi olup olmadiginin kalp dokusundaki histo-
lojik degisiklikler ve beyin natritretik peptid (BNP) ekspresyonlarindaki degisimler ortaya konularak belir-
lenmesi amaglanmistir. Calisma igin 80 adet Wistar albino cinsi yetiskin erkek sican 8 esit gruba ayrilmistir.
Galisma sonucunda Kontrol ve AgNP uygulanan gruplarda saglikli normal bir kalp goriintisu izlenirken, LPS
uygulanan grupta hiicre g¢ekirdeklerinde kiiglilme ve yapisal olarak diizensizlik gorilmdastar. LPS ile birlikte
AgNP uygulanan gruplarda normale yakin gorintu izlenmistir. Tumor nekroze edici faktor-alfa (TNF-a) ve
BNP immiinreaktivite sonuglarinin LPS grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arthigi, LPS ile birlikte AgNP uygulanan gruplarda ise artmis olan TNF-a ve BNP immiinreaktivitesinin kontrol
grubuna benzer sekilde oldugu gortlmustar.

Anahtar kelimeler: LPS; Giimiis nanopartikiil; Uziim cekirdedi ekstresi; Protoantosiyanidin, BNP; TNF- o

ABSTRACT

Objectives: Although many strategies have been developed to understand and treat the pathophysiological
mechanisms of endotexemia induced by lipopolysaccharide (LPS), it is still one of the most important
problems of intensive care units. In this study, we aimed to determine whether there is a protective effect
of biologically synthesized silver nanoparticles (AgNP) on endotoxic shock by using grape seed to reveal the
changes in brain natriuretic peptide (BNP) expressions and histological changes in heart tissue. 80 Wistar
albino adult male rats were divided into 8 equal groups. At the end of the study, while a healthy normal
heart image was observed in control and AgNP treated groups, cell nuclei were reduced and structurally
irregular in the LPS group. In the groups treated with LPS and AgNP, a close to normal image was observed.
Tumor necrosis factor-alpha (TNF- a) and BNP immunoreactivity results were significantly increased in
the LPS group compared to the control group, whereas increased TNF- a and BNP immunoreactivity were
found to be similar to the control group in AgNP treated groups with LPS.

Keywords: LPS; Silver nanoparticle; Grape seed extract; Protoantosiyanidin; BNP; TNF- o
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GIRIS

Nanopartikuller, sahip olduklari Gstiin fiziksel 6zellikleri
nedeniyle biyoteknoloji, farmakoloji, tip, sensorler,
bilisim ve iletisim, elektronik, savunma, tekstil,
makine ve insaat sanayileri vb. gibi cesitli alanlarda
kullanilmaya baslanmistir. Au, Ag, Pt ve Pd gibi asil
metal nanopartikiller biyolojik uygulamalarda ozel
fiziko-kimyasal Ozelliklerinden dolayl yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle 2-200 nm biyiikligiindeki
Altin nanopartikiller (AuNP) olduk¢a miikemmel bir
biyouyumluluga sahiptir ve tipta ila¢ calismalarinda
yogun olarak test edilmektedir [1]. Canli sistemlerde
nanopartikillerin hiicre ylzeylerine tutundugu, hiicre
zari veya hiicre ortulerine baglandigi, bazi durumlarda
degisik mekanizmalarla hicreye alindigi fléresan,
konfokal mikroskoplar ile taramali ve gegirmeli elektron
mikroskoplarla gosterilmektedir [2]. Nanopartikiller
bazi memeli dokulari ile etkilesime girebilir ve islevini
degistirebili.  Ornegin; metalik nanopartikiiller,
reaktif oksijen tlirevlerinin birikimine neden olarak
antioksidant savunma mekanizmasini engelleyip
hicre 6liimlerine neden olabilirler [2]. Yapilan baska
bir calismada 20 nm biyuklGgindeki AuNP’lerin
embriyonik akciger fibroblastlarinda oksidatif hasar
olusturdugu, hicre siklusu ve DNA tamir genlerinin
ekspresyonunu oOnleyerek hiicre proliferasyonuna
neden oldugu belirtilmistir [3]. Nanopartikiillerin
sicanlar ve farelerde proenflamatuar yanit sirasinda
sitokinlerin mRNA ifadesini ve enzimatik aktiviteyi
engelledigi yapilan ¢calismalarda gosterilmistir [4].

Nanopartikiil (NP) Gretiminde maliyetin engelleyici
bir unsur olmasi ve boyutlari nedeniyle risklerinin
engellenememesi, ayni zamanda bu risklerin tam
olarak bilinememesi nedeniyle yeni iretim metodlari
denenmeye baslanmistir [5]. Mikroorganizmalar
ve bitki ekstraktlari ile NP’lerin biyolojik sentezi ile
ilgili calismalar glinimuzde hiz kazanmistir. NP’lerin
yesil sentezi (green synthesis); basit, toksik olmayan,
glivenilir olarak dogal malzemelerin kullaniimasidir.
Temiz kimya enerji tasarrufu, attk azaltimi, kolay
uygulanabilmesi ve kimyasallarin zararli etkilerinden
kacinilmasi gibi avantajlari nedeniyle tercih edilen
cevre dostu bir yontemdir. Biyolojik sentez yontemi ile
elde edilen NP’ler biyomedikal uygulamalari igin uygun
olup toksik maddeler icermemektedir [6, 7].
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Bitki orjinli polifenolik bilesikler son zamanlarda
calismalarda yogun bir sekilde kullanilmaktadir
[8]. Uziim ve Uziim cekirdegi ozellikle zengin bir
proantosiyanin  kaynagidir [9]. Proantosiyaninler
askorbik asit ve vitamin E'den daha fazla antioksidant
aktivite ve serbest radikal kovucu etki gdsterirler. Uziim
cekirdegi ekstrakti hem hepatik fibrozise neden olan
hiicre disi matriks elementlerinin Gretimini hem de
lipit peroksidasyonunu baslatan peroksi radikallerinin
olusumunu engelleyici bir etkiye sahiptir [10].

Yapilan c¢alismalar, izim cekirdegi proantosiyaninin
serbest radikalleri temizleyebildigini, serbest radikaller
tarafindan olusturulan oksidatif hasari ve miyokardiyal
enfaktlis, ateroskleroz, ilag ile olusan karaciger
ve bobrek hasarini gibi hastaliklari 6nleyebildigini
gostermektedir [11].

Kalpte olusan islev bozuklugu sonucunda kalpten
bircok natritretik peptid salinmasina ragmen bunlar
arasinda en hassas ve giincel olani BNP’dir [12].

BNP’lerin bazi islev bozukluklarinda artmasi, bu
patolojilerintespitine yonelik calismalarda biyogosterge
olarak kullanilmasina da neden olmustur. Bu konuda
yapilan ilk calismalarda, atrial natriiretik peptid (ANP)
ile birlikte BNP, kalp yetmezligi olan hastalarin ayirici
tanisinda biyogosterge olarak kullaniimistir [13]. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalarda ise BNP, iskemik
kalp hastaliklarinda, akut miyokardit ve sepsis gibi
enflamatuar hastaliklarda, akciger hastaliklarinin ayirici
tanisinda biyogosterge olarak kullaniimaktadir [14].

Bu calisma da biyolojik yontemlerle Gzim gekirdegi
ekstrakti  kullanilarak sentezlenen Gumis (Ag)
nanopartikillerin sican kalp dokusunda LPS ile
indiklenen hasara karsi olusturacagi etkilerin histolojik
ve immunohistokimyasal olarak TNF-a ve BNP
ekspresyonlarini degerlendirmek suretiyle belirlenmesi
amaglanmaktadir.

GEREC VE YONTEM

Giimiis Nanopartikiillerin Biyosentezi ve
Karakterizasyonu

Sentezde kullanilan Gziim ¢ekirdegi ekstresi ticari olarak
satin alinmigtir. 0,05 gr Gzim ¢ekirdegi ekstresi 100 ml
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distile su icerisinde karistirilarak ¢oziinmistiir. Elde
edilen ¢ozelti icerisine 1 mM glimis nitrat (AgNO3)
¢Ozeltisi eklenmis ve oda sicakhiginda 150 rpm’de
¢Ozeltinin renginde saridan kahverengine dogru degisim
gozlenene kadar karistirilmistir. Renk degisiminden
sonra karisim 10000 rpm’de 10 dk 4-6 kez santrifj
edilerek yikanmistir. Daha sonra AgNP’lerin UV-vis
spektrofotometre, taramali elektron mikroskobu ve
ZETA potansiyeli analizleri ile fizikokimyasal 6zellikleri
belirlenmistir.

Deney Gruplarinin Olugturulmasi

Bu calismanin protokolii Erciyes Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir
(Protocol no:16/058). Calisma da Erciyes Universitesi
Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde (DEKAM)
yetistirilen Wistar albino turi yetiskin erkek sicanlar
kullanilmistir. Kafesler icinde tutulan siganlarin giinin
normal diizeninde 21 OC ve 12 saatlik aydinlik/karanhk
ortamindasuve besinihtiyaclarisaglanmistir. Calismada
kullanilacak hayvan sayisi, cinsi ve uygulanacak dozlar
mevcut literatlr bilgilerine gore belirlenmistir.

Calisma icin 80 adet Wistar albino cinsi yetiskin erkek
sican asagidaki sekilde 8 esit gruba ayrilmistir (n=10):
1. Grup 1 (Kontrol grubu): Sadece serum fizyolojik (SF)
(%0,9 NaCl sol.) 0,1 ml i.p. yolla baslangigta ve 30 dak.
sonra olmak Uzere 2’ser kez (SF+SF) (n=10).

2. Grup 2 (LPS grubu): SF verildikten 30 dak. sonra
LPS (30 mg/kg) (SF+LPS) (n=10). intraperitonal olarak
uygulanmistir [15].

3. Grup 3 (LPS + Glimis Nanopartikil): LPS verildikten
60 dak. sonra AgNP-Uziim cekirdegi agiz yolu ile
verilmistir (200mg/kg) (n=10) [16].

4. Grup 4 (LPS + Uziim Cekirdegi Ekstrakt): LPS (30 mg/
kg) verilen hayvanlara 60 dak. sonra Uziim cekirdegi
ekstrakt agiz yolu ile verilmistir (200mg/kg) (n=10).

5. Grup 5 (LPS+ Ag): LPS (30 mg/kg) verilen hayvanlara
60 dak. sonra AgNO3 agiz yolu ile verilmistir (200mg/
kg) (n=10).

6. Grup 6 (Uziim cekirdegi ekstrakt): SF verildikten
30 dak. sonra Uzim cekirdegi ekstrakti agiz yolu ile
verilmistir (200 mg/kg) (n=10) [10].

7. Grup 7 (GimUs Nanopartikdl): SF verildikten 30 dak.
sonra AgNP agiz yolu ile verilmistir (200 mg/kg) (n=10).
8. Grup 8 (Ag iyonu): SF (30 mg/kg) verilen hayvanlara
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30 dak. sonra AgNO3 agiz yolu ile verilecektir (200 mg/
kg n=10).

Tum intraperitoneal enjeksiyonlar glinlin ayni saatinde
yapilmis ve deney protokolii tamamlandiktan 24 saat
sonra siganlara anestezi uygulamak amaciyla ketamine
hydrochloride (50 mg/kg i.m/i. p) ve %2 xylazine
hydrochloride (10 mg/kgi.m/i.p) verilerek kalp dokulari
alinmigtir.  Dokular formaldehit iginde fikse edilerek
rutin histolojik doku takibi metodu uygulanarak parafin
bloklara gomulmistiir. Parafin bloklardan alinan
S5um kalinligindaki kesitlere histolojik degerlendirme
icin Hematoksilen&Eozin boyama prosediri, BNP
ekspresyonun belirlemek icin de immiinohistokimyasal
boyama prosediiri uygulanmistir.

Histolojik Analiz

Doku ornekleri histolojik incelemelerde kullaniimak
Uzere %10’luk formaldehit sollisyonu ile tespit
edilmis, tespit isleminden sonra dokulara rutin doku
takip asamalari uygulanarak parafine gomualmustar.
Parafin bloklardan 5-6 um’lik kesitler, genel histolojik
yaplyl gormek amaciyla hematoksilen-eozin (H&E)
ile boyanarak olympus BX51 mikroskobu altinda
incelenmistir.

Immunohistokimyasal Analiz

Kalp dokusunda olusan TNF-a ve BNP ekspresyonundaki
farkhhklari belirlemek i¢in avidin-biotin-peroksidaz
yontemiyle isaretleme yapilmistir. Bunun igin alinan 5-6
um lik kesitler bir gece 60°C’de tutulacak, énce ksilen
sonra dereceli alkol serilerinden gecirilerek rehidrate
edilmis, daha sonra fosfat tampon (PBS) ile 3 defa
S’er dakika yikanan kesitler, antijen geri kazanimi igin
%5’lik sitrat tamponu ile mikrodalga firnda 600W’de
3X5 defa kaynatilmistir. 20 dakika oda isisinda ayni
tampon sollsyon icinde bekletildikten sonra PBS ile
tekrar yikanan kesitler endojen peroksidaz aktivitesini
engellemek icin 5 dakika %3 hidrojen peroksit (H,0,) ile
muamele edilmis ve sonraki asamalar igin ABC staining
system boyama kiti kullaniimistir. Tekrar PBS ile yikanan
kesitlere antijenik alanlarin disinda kalan bolgelerin
kapatilmasini saglamak icin oda sicakhiginda 20 dakika
blok serum uygulanmistir. Hemen ardindan kesitler
primer antikor (TNF-a. ve BNP igin ayri ayri) damlatilarak
1 gece +4°C’de bekletilmis ve ertesi giin 20 dakika
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inkibe edilmistir. Negatif kontrol olarak, primer antikor
yerine PBS kullanilmistir. Yikama isleminden sonra
kesitler biotinli sekonder antikor ile 30 dakika inkibe
edilmis ve ardindan yikama islemi tekrarlanmistir. Daha
sonra Avidin-Biotin (AB) enzim ayraci ile 30 dakika
muamele edilen kesitler yikanarak immunreaktiviteleri
gorindr hale getirmek icin diaminobenzidin (DAB)
ozelligi gosteren kitteki peroksidaz substrat ile 5 dakika
muamele edildikten sonra 5 dakika deiyoinze H20 ile
yikanmig, Gill hematoksilen ile karsit boyanan kesitler
birkag kez deiyonize H20 ile yikanmistir. Son asama
olarakartan alkol serileriile su uzaklastirilarak ksilenden
gecirilen kesitler entellan ile kapatilmistir. Olympus

BX51 model 15tk mikroskobu altinda DP71 model dijital
fotograf makinesiile elde edilen gorintiler ekspresyon
kullanilarak

farkhihg agisindan
degerlendirilmistir.

image | vyazilimi
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istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz icin SPSS22 programi kullanildi.
Elde edilen ekspresyon degerleri, TUNEL pozitif hiicre
sayisl sonuglarinin gruplar arasi karsilastiriimasi igin
parametrik testlerden One —way Anova testi uygulandi.
Coklu karsilastirma post-Hoc Tukey testi ile yapildi.

SONUCLAR

Uziim Cekirdegi Ekstresi (UCE) AgNP kompleksindeki
Ag*iyonunun Ag®iyonuna indirgenmesi, ylizey plazmon
rezonansinin uyarilmasini saglanmistir ve sonug olarak
UV-Vis spektrofotometrede 6lglim yapilmistir. UV-Vis
olgiimlerine gore 420-470 nm dalga boyunda AgNP
olusmasi beklenir. Yapilan 6l¢im sonucunda ~ 453 nm
dalga boyunda spektrum elde edilmistir (Sekil 1.A).
Taramali elektron mikroskobu analizi ile AgNP’lerin
kiiresel sekilli ve ortalama olarak buyukliklerinin
de 67.20 £+ 5 nm oldugu belirlenmistir (Sekil 1. B).

Sekil 1. A. Yapilan 6lglim sonucunda ~ 453
nm dalga boyunda spektrum B. Taramali
elektron mikroskobu analizi ile AgNP’lerin
kiiresel sekilli ve ortalama olarak
bilyukliklerinin de 67.20 £ 5 nm

Maan (mV) Area (%) Width (mV)
Zets Potential (mY) Peak 1: -370 662 .71
Zota Deviation (mV): 574 Peak 2: -193 18 358
Conductivity (mScm): 0 0206 Peak 3: 000 00 )00
Result quality
Zeta Potertal Dntituton
200000 . o . -
Sekil 2. AgNP’lerin elektriksel yiikl zeta
. analizi ile belirlenmistir. Yapilan 6l¢im
¢ 5 sonuglarina gore AgNP elektriksel yiki
2 | -30,4 olarak tespit edilmistir.
< %3000
20000
:.‘"12 00 =} 100 20

Zets Potertal (e

[ Macors Juld Ao Manoparod D]
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AgNP’lerin elektriksel ylki zeta analiziile belirlenmistir.
Yapilan 6l¢lim sonuglarina gore AgNP elektriksel yuki
-30,4 olarak tespit edilmistir (Sekil 2).

Histolojik Bulgular

Hemotoksilen eozin boyama ile kalp dokusunda genel
yapi goézlemlendi. Kontrol ve ilag uygulanan gruplarda
saglikli normal bir gorlinti gorildd. LPS uygulanan
grupta hiicre gekirdeklerinde kiiglilme ve yapisal olarak

DOGANYIGIT ve ark
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duzensizlik gorildi. LPS ile birlikte ilag uygulanan
gruplarda normale yakin goriinti gézlemlendi (Sekil 3).

Immunohistokimyasal bulgular

TNF-a ve BNP immiinreaktivite sonuglarinin LPS
grubunda kontrol grubuna goére istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttigi Tablo 1’ de gosterilmistir. LPS
ile birlikte ila¢ uygulanan gruplarda kontrol grubuna
yakin bir sonug gorulmustir (Sekil 4-5-6).

Sekil 3. Kontrol grubu (A), LPS grubu

(B), AgNP grubu (C), Ag grubu (D), Uziim
Cekirdegi ektresi grubu (E), LPS+AgNP
grubu (F), LPS+Ag grubu (G) ve LPS+Uziim
Cekirdegi ekstresi grubu (H) gosterilmistir.
GOrlntl blylutmesi X400.

Sekil 4. Kontrol grubu (A), LPS grubu

(B), AgNP grubu (C), Ag grubu (D), Uziim
Cekirdegi Ekstresi grubu (E), LPS+AgNP
grubu (F), LPS+Ag grubu (G) ve LPS+Uziim
Cekirdegi Ekstresi grubu (H) TNF-a
goruntileri gosterilmistir. Ok ile boyanmig
alanlar gosterilmektedir. Gorlintl buylt-
mesi X400.

Sekil 5. Kontrol grubu (A), LPS grubu

(B), AgNP grubu (C), Ag grubu (D), Uziim
Cekirdegi Ekstresi grubu (E), LPS+AgNP
grubu (F), LPS+Ag grubu (G) ve LPS+Uziim
Cekirdegi Ekstresi grubu (H) BNP gorintul-
eri gosterilmistir. Ok ile boyanmis alanlar
gosterilmektedir. Goruintl buyitmesi X400.
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TARTISMA

Mikroorganizmalar ve bitki ekstraktlari ile NP’lerin
biyolojik sentezi ile ilgili ¢alismalar gilinimizde
hizla artmustir. Bitki orjinli polifenolik bilesikler
son zamanlarda c¢alismalarda yogun bir sekilde
kullaniimaktadir  [8]. Uzim ¢ekirdegi
ozellikle zengin bir proantosiyanin kaynagidir [9].
Proantosiyaninler askorbik asit ve vitamin E’den
daha fazla antioksidant aktivite ve serbest radikal
kovucu etki gosterirler. Kimyasal yol ile sentez edilen
NP’lerin biyolojik aktiviteleri ve in vivo calismalar
olmasina ragmen biyolojik olarak sentezlenen NP’lerin
biyolojik aktivitelerinin ve in vivo ortamda etkilerinin
belirlenmesi icin yapilan g¢alismalar olduk¢a azdir. Bu
nedenle bizde bu ¢alismada Gziim ¢ekirdegi ekstresinin
endotoksik kalp dokusu lizerine koruyucu etkisi olup
olmadigini belirlemeyi amagladik.

Uzim ve

Yapilan  calismalar  gostermektedir ki Uzim
cekirdegi proantosiyaninin (GSP) serbest radikalleri
temizleyebildigini, serbest radikaller tarafindan
olusturulan oksidatif hasari ve miyokardiyal enfaktis,
ateroskleroz, ilag ile olusan karaciger ve bobrek hasarini
gibi hastaliklari 6nleyebildigini gostermektedir [11].

Uziim gekirdeginin antioksidan etkileri ve karaciger
hepatik steatoz Uzerine etkileri ile ilgili bircok ¢alisma
yapilmistir. Bouhamidi ve ark. [17] yapmis olduklari
calismada Uzim cekirdeginin ratlarda karaciger
mikrokromozomlarinda ¢oklu doymamis yag asitlerini
azalthgini belirlemislerdir [17].

En yaygin kullanilan nanoparcaciklardan biri olan
AgNP'ler mikemmel antimikrobiyal 6zelliklere
sahiptir ve gidalarda, tibbi Grinlerde ve endustriyel
kaplamalarda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Topluma sagladiklari potansiyel yararlarina ragmen,
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Sekil 6. TNF-a ve BNP immiinreaktivite
sonuglari gosterilmektedir.

AgNP'lerin  biyolojik yan etkileri, AgNP'ler insan
gastrointestinal sistemine birka¢ yoldan (hava, su,
yiyecek) girip karaciger, bobrek, akciger ve beyin gibi
organlarda birikebileceginden dikkatli bir sekilde
degerlendirilmelidir [18-20]. Bu nedenle, NP’ler ve
canli hiicreler arasindaki etkilesimi anlamamiza katkida
bulunan ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir. Bazi
¢alismalar, AgNP'lerin baliklara, farelerde ve insanlarda
hiicrelere girebildiklerini ve vicutta dagilabildiklerini
[21-23], viicut agirliginda azalmaya ve kan biyokimyasal
parametrelerinde ve iltihabinda degisikliklere yol
actiklarini [19] gostermektedir.

Elle ve arkadaglari [24] yaptiklari ¢alisma da in vivo
olarak, agiz yoluyla verilen AgNP’lerin karaciger ve kalbi
hedef alan, oksidatif stres ve iltihaplanmaya neden
olan zararl etkilere neden oldugunu gostermislerdir.

AgNP’ler,  genis antimikrobiyal potansiyelleri
nedeniyle biyomedikal amaglar igin giderek daha fazla
kullaniimaktadir. Ancak hiicresel sistemler Gzerindeki
etkileri sadece birkag calismada ele alinmistir. Adeyemi
ve Faniyan [25] de yaptiklari calismayla AgNP’lerin lipid
peroksidasyonuna neden olabilecegini ve antioksidan
durumunu oksidatif strese neden olacak sekilde
degistirdigini gostermektedir [25].

Daha 6nce yapilan in vitro galismalar, AgNP'lerin gesitli
dokulardan tiretilen hicrelerde toksik oldugunu
gostermistir [26, 27]. Ayrica, c¢ok sayida calisma,
inhalasyon, yutma veya intra-peritoneal enjeksiyonla
uygulanan AgNP'lerin, kan dolagimina gecme ve birkag
organda birikme yetenegine sahip oldugunu, dolayisiyla
kismen oksidatif stres yoluyla toksisiteye neden
oldugunu gostermistir [28, 29]. NP kaynakli oksidatif
stresin, AgNP'lerin biyolojik etkilerini diizenleyen ana
mekanizma oldugu varsayilmaktadir [30, 31].
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AgNP'ler, karaciger, dalak, beyin, bobrekler [32], kalp
[31], akcigerler [32, 33], gibi insan vicudunun farkh
organlarinda birikebilir ve ¢dkelebilir. Moradi-Sardareh
ve arkadaslarn [34] tarafindan vyapilan ¢alismanin
sonuglari, AgNP'lerin ¢ok disik konsantrasyonda
toksik etkilerini agikca desteklemekte ve yasamda
kullanilacak  nanoparcacik  tirevli uygulamalarin
glvenligini dogrulayabilmek icin in vivo incelemelerin
gerekli oldugunu gostermektedir. Moradi-Sardareh ve
arkadaslari [34] kalp patolojisini de degerlendirdikleri
calismada endotel hiicre hasari ve kalp kasi liflerinin
nikleerdegisiklikleri,ylksekdozlarda AgNP'lerile tedavi
edilen farelerde belirgin olarak gozlemlemislerdir. Kalp
dokusuyla ilgili en alakah bulgu kas liflerinin dagiimis
nikleer genislemesi ve kas i¢i damarlarin dolgun
endotelyal hiicreleri olarak gosterilmektedir.

GUnumuzde, NP'ler dogal mevcudiyetleri, hizh
olusumlari ve cevre dostu dogalari nedeniyle farklh bitki
kaynaklari kullanilarak sentezlenmektedir [35]. Bizde
¢alismamizda AgNP’lerle Uzim c¢ekirdegi ekstresini
birlestirdik.

Nakkala ve arkadaslari [36]'nin yaptigl calismada
Acorus calamus'un (ACRE) sulu rizom 6ziti kullanilarak
sentezlenmis AgNP’ler Wistar sican modelinde in vitro
antikanser aktivitesi ve in vivo toksisite bakimindan
degerlendirilmistir. In vivo toksisite calismasi, 29.
giinde AST, ALT, LDH ve TNF-a ve IL-6 gibi enflamatuar
belirtecler ve kontrol grubuna kiyasla AgNP'lerle tedavi
edilensicanlar oldugunda 6nemli degisiklikler oldugunu
ortaya ¢ikardi. Histopatolojik inceleme sonucunda 5 ve
10 mg / kg agirhginda AgNP ile bobrek, dalak, akciger,
kalp, testis ve beyinde dnemli bir degisiklik olmadig
gorildia. Ancak, AgNP'lerin 10 mg / kg agirhiginda,
karacigerde orta derecede hiicre sismesi ve vakuolar
dejenerasyonu gosterdi ve bu degisiklikler, yikama
sliresi sonunda tekrar normale dondi. Bu ¢alismadan
elde edilen bulgular, disiik konsantrasyonlardaki yesil
sentezlenen AgNP'lerin cevre dostu dogaya sahip
bircok yonden yararli olabilecegini gostermektedir. Bu
konuda yapilan daha dnceki Onceki calismalarda da
NP'lerle tedavi edildiginde inflamatuar belirteclerin
seviyelerinde degisiklikler oldugu da belirtildi [37, 38].

Sulaiman ve arkadaslari [39] yaptiklari ¢alismayla

DOGANYIGIT ve ark
TNF-o ve BNP Ekspresyonu

AgNP’lerin oral uygulamasinin bazi biyokimyasal
parametreler ve doku morfolojisi lzerindeki
biyokimyasal etkisi degerlendirilmistir.  Histolojik
incelemelerde sican kardiyak, renal ve hepatik
dokularda NP uygulamasinin  neden oldugu,
inflamasyon, hiperkromik anemi, glomerillerin
polimorf infiltrasyonu ve hiicresel dejenerasyonu

iceren hicresel morfolojik lezyonlar saptanmistir.
Bizim ¢alismamizda da kontrol grubunda normal kalp
dokusu gozlenirken, LPS uygulanan gruplarda hiicre
cekirdeklerinde kiiglilme ve yapisal olarak diizensizlik
goriildi. Ag, Uziim c¢ekirdegi ekstresi ve AgNP
uygulanan gruplarda kontrole yakin histolojik yapi
gozlenirken LPS ile birlikte Ag, Uziim cekirdegi ekstresi
ve AgNP uygulanan gruplarda ise yine kontrol grubuna
yakin kalp histolojisi gozlendi.

Literatirde, bircok hastaliga baglh olarak ortaya
cikan kardiyak etkilerin belirlenmesinde plazma
BNP dizeylerinin kullanilmasi ile ilgili bircok ¢calisma
bulunmaktadir [40]. Yapilan son g¢alismalarda
da kalbin islev bozukluklarinin yani sira iskemik
kalp hastaliklarinda da BNP dizeyinin yikseldigi
gosterilmistir [41, 42].

BNP, ventrikiiler hipertrofi gibi ventrikiler duvar
stresindeki artisa cevap olarak salgilanir ve kalp
iskemisinde ve ciddi kalp yetmezliginde goriilen bir dizi
durumda yiiksek konsantrasyonlarda saptanabilir [43].

Gao ve arkadaslari [44] tarafindan yapilan akut kardiyak
disfonksiyon sonrasi sican miyokard dokusunda BNP
ekspresyonunu ve adli tip uygulamasinda kardiyak
disfonksiyon tanisinda BNP'nin rolinu arastirdiklari
calismada BNP'nin pozitif boyanma derecesi, kardiyak
disfonksiyon siliresince gecen silire boyunca artmistir.
BNP ekspresyonu, kardiyomiyositlerde 1 saat ila 2 saat
arasinda hafif pozitif, 4 saat ila 6 saat arasinda, ifade
orta diizeyde pozitifken, 10 saat ila 12 saat arasinda,
BNP en glicli pozitif ifadeyi gdstermistir. BNP'nin
ekspresyonu, Western blotlama ve gergcek zamanlh
RT-PCR ile kardiyak disfonksiyonun artan zamani ile
anlamh bir artis saglamistir. Dong ve arkadaslari [45]
tarafindan yapilan calismada BNP dizeyleri serumda
ELISA metodu ile dlglilmustir. Kontrol grubuna kiyasla
Ml gruplarinda BNP diizeyleri 6nemli derecede yliksek
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bulunmustur. Ml gruplarinin kendi aralarindaki farkin
ise ise anlamli olmadigi gérulmustir.

Ogawa ve Bolt [14], natrilretik peptidlerin ANF ve
BNP'nin LPS kaynakh sepsiste ekspresyonunu ve
salgilanmasini ve sitokinler ve diger biyolojik olarak
aktif maddelerle iliskisini arastirdiklari calisma da LPS
uygulamasinin plazma ANF ve BNP seviyelerini, kardiyak
icerigi ve BNP'nin gen ekspresyonunu arttirdigini
gostermistir. Akut koroner sendrom, konjestif kalp
yetmezligi veya hipertansif kalp hastaligi gibi kardiyak
patolojilere, natriliretik peptidlerin ANF ve BNP'nin
plazma konsantrasyonunda bir artis eslik eder [46].
Gergekten de, sol ventrikil sistolik disfonksiyonunun
herhangi bir klinik veya ekokardiyografik kaniti olmadan
septik hastalarda plazma BNP yikselmesi olusabildigi
gosterilmistir [47].

Yukaridaki  gozlemler ve  kardiyak  hastaligin
biyobelirtecleri olarak plazma natriliretik peptidlerinin
0zgulliglu Uzerindeki olasi etkileri ile ilgili olarak,
agir sepsis veya septik sok hastalarinda hem atriyal
natriliretik faktér (ANF) hem de BNP kan dizeylerinde
artis oldugunu bildirmis ve sepsis veya septik sokun
teshisi ve prognozu icin kanda natrilretik peptid
diizeylerinin Olctlmesinin yararli olacagl onerilmistir
[48-50].

Bizde yaptigimiz calismada kalp dokusunda BNP
ve TNF-a ekspresyonunu belirledik. Buna gore LPS
uygulanan gruplarda diger gruplara kiyasla anlamli
bir artis olurken Ag, Uziim cekirdegi ekstresi ve AgNP
uygulanan gruplarda ekspresyon oranlari kontrol
grubuna oldukca yakin, LPS ile birlikte Ag, Uziim
cekirdegi ekstresi ve AgNP uygulanan gruplarda
LPS ile artan ekspresyon dizeylerinin dusirildigu
gbzlenmistir.
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