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OZET

SiO, Nanoparcacigimin Sican Uterus Diiz Kas Spontan Aktivitesi Uzerine
Olan Etkisi

Gelisen teknolojiye bagh olarak giinliik yasamda nanoparcacik kullanimi
giderek artmaktadir. Bircok kimyasal gibi nanoparcaciklarin da toksik etkileri
mevcuttur. Bu calismada ozellikle tekstil alaninda yaygin olarak kullanilan SiO;
nanoparcaciklarinin uterus spontan aktivitesi iizerine etkilerinin arastirilmasi
amaclandi.

Cahismada 64 adet Wistar albino disi sican kullanildi. Sicanlar kontrol, doz
1 (250 pg/mL), doz 2 (500 pg/mL) ve doz 3 (1000 png/mL) olarak 4 gruba ayrildi.
Nanoparcaci@in  boyutu 20 nm olarak secildi. Deneyler izole uterus
preparatlarinda yiiriitiildii. Spontan aktivite kayitlarinda 0. dakika kayitlar: (SiO»
eklenmeden once) kontrol olarak alind1 ve SiO, eklendikten sonra 30, 60, 90 ve
120. dakikalarda kayit alindi1 ve uygulama siiresinin spontan aktivite iizerine etkisi
wavelet doniisiimii kullanilarak belirlendi. Biyokimyasal ve histolojik incelemeler
icin dort gruba ait preparatlar degerlendirildi. Biyokimyasal incelemelerde
oksidatif stresi degerlendirmek iizere malondialdehit diizeyi (MDA), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi ol¢iildii. Histolojik
incelemede elektron mikroskop ile uterus ultrayapisinin incelenmesinin yani sira,
immiinfloresan isaretleme yontemiyle apoptotik hiicreler saptandi. Grup ici ve
gruplararasi farkhiliklar istatistiksel analiz ile belirlendi.

Wavelet doniisiimii kullanilarak  yapilan analizlerde uterus
kontraksiyonlarmin enerjisinin degismedigi ancak her doz grubu i¢in frekansin
uygulama siiresine bagh olarak azaldigi saptandi (p<0.05). Frekans iizerine dozun
etkisi gozlenmedi. MDA diizeyi doza bagh olarak artarken, SOD diizeyi doza bagh
olarak azaldi. GSH-Px degeri her doz icin kontrole gore azaldi. Ancak doz
gruplar1 arasinda énemli bir fark bulunmadi. Elektron mikroskobik incelemede
uterus ultrayapisinda kontrole gore bir degisiklik gozlenmedi. Ancak
immiinfloresan isaretlemede apoptozisin doz gruplarinda kontrol grubuna gore
arttig1 saptanda.

Sonu¢ olarak 20 nm biiyiikliigiinde ve 250, 500 ve 1000 pg/mL dozundaki
SiO, NP’lann izole uterus dokusuna uygulanmasnimi uterus spontan aktivitesinin
frekansinin azalmasina, oksidatif stresin artmasma ve apoptozisin hizlanmasina
neden olarak uterusun islevini bozabilecegi diisiiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Nanao parcacik, nanotoksisite, uterus spontan
aktivitesi, Wavelet doniisiimii, interstisyel Cajal hiicreleri, telosit.
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ABSTRACT

The Effects of SiO, Nanoparticles of Rat Uterine Smooth Muscles Spontaneous
Activity

Usage of nanoparticles in daily life is increasing with technology. Like a lot
of chemicals, nanoparticles has toxic effects. In this work effects of specially used
in textile field SiO, nanoparticles on uterus spontaneus activity was aimed to be
researched.

In this study 64 Wistar albino female rats were used. Rats were separated in
4 groups as control, dose 1 (250 pg/mL), dose 2 (500 pg/mL) and dose 3 (1000
ng/mL). Nanoparticle’s size was chosen as 20 nm. Experiments were caried out on
isolated uterus preparations. In spontaneus activity records 0. minute records
(before SiO, was added) were taken as controls and after SiO, was added records
were taken at 30, 60, 90 and 120. minutes, and effects of application time on
spontaneus activity by using wavelet transformation. Preparations of four groups
were evaluated for biochemical and histological examinations. In biochemical
examinations in order to evaluate oxidative stress level of malondialdehit (MDA),
activity of superoxide dysmutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-PXx)
were measured. In histological examinations via electron microscope
ultrastructure of uterus was examined as well as apoptotic cells detected with
immunofluorescent labeling method. In group and intergroups differences were
defined by statistical analysis.

In analysis was made by using wavelet transformations no change in
contraction energy of uterus was detected, but for each group of dosage it
decreased by application of frequency time (p<0.005). Dosage effects were
observed on frequency. While MDA level increased depending on the dosage, SOD
level was decreased depending on the dosage. GSH-Px rate was decreased for each
dosage with respect to control. However, no important difference is detected
between groups. In electron microscopic examination no changes were observed in
uterus ultrastructure with respect to control. However, in immunofluorescent
labeling it was detected that apoptosis increased in dosage groups with respect to
control group.

As a result, it was thought that application of SiO, nanoparticles, in 20 nm
size and in 250, 500 and 1000 pg/mL dosages, on isolated uterus tissue can disturb
uterus function by causing frequency of uterus spontaneus activity to decrease,
oxidative stress to increase and to trigger apoptosis.

Key Words: Nanoparticles, nano-toxicity, spontaneous uterine activity, wavelet
transform, interstitial cells of Cajal, telocytes

Xiii



1. GIRIS

Nano terimi, Uluslararasi Standardizasyon Organizasyonu (ISO) tarafindan 1-
100 nm aralifindaki boyutlara sahip parcaciklar1 kapsayan genel bir tanimlamadir.
Nanomalzemeler ISO’ya gore; nanoparcacik (NP), nanaofiber ve nanaotabaka olarak
alt gruplara ayrilir. NP, makro boyutlu parcaciklara kiyasla elektron tutuculugu,
parcacik yiizey kimyasi, pargacik sekilleri, kristallesebilme, 1s1 ve elektrik iletme,
manyetik ve optik ozelliklerindeki artis veya azalma, renk degistirebilme gibi farkli
fiziksel, kimyasal veya biyolojik 6zelliklere sahiptir. Boyutlarinin kiigiilmesiyle artan
yiizey/hacim oran1 kimyasal aktifliklerini arttirir ve bu artig nanobiyolojik
etkilesimlerde 6nemli rol oynar.

Nanoteknoloji, NP’lar1 gerek fonksiyonel grup ilave ederek gerek steril
durumda tip, askeriye, elektronik, otomotiv sanayi, boya sanayi, gida sektori,
kozmetik ve tekstil gibi birgok alanda {irline doniistiirerek gilincel yasantiya
sunmaktadir. Giincel yasantida maruz kalmman NP’lar canli organizmalar lizerinde
istenmeyen yan etkiler gosterirler. Nanoyapilarin kii¢iikk boyutlari onlarin kolayca
doku, hiicre, organeller ve fonksiyonel biyomolekiiler yapilara (DNA, ribozom vb.)
girmesine izin verir. Nanoyapilar viicuda, oral, dermal, inhalasyon, intraperitonel,
subukutanéz, intravendz gibi yollarla giris yaparlar. Sonra karsilastiklart ilk biyolojik
komponenet (protein, hiicre) tarafindan absorbe edilirler ve viicutta ¢esitli organlara
dagilirlar. Buralarda yiiksek reaktif Ozelliklerinden dolayr modifiye olabilir veya
metabolize edilirler. Niifuz ettikleri dokulardaki miktar ve burada ne kadar siire
kalacaklart cevabi heniiz bilinmeyen sorulardir. Bir biyolojik yapi, NP ile
karsilastiginda, etkilenme diizeyi nanoyapinin, toksitesi ve aktiflikleri gibi birtakim
fizikokimyasal 6zelliklerine baglidir.

Uterus spontan kasilmalari, sperm ve embriyo transferi, implantasyon,
menstriiasyon, hamilelik ve dogum dahil olmak iizere ¢esitli iireme fonksiyonlarinda
onemli rollere sahiptir. Uterus spontan kasilmalari, kendi kendine kasilma gevseme
ciftlenimlerini gergeklestiren diiz kaslarca saglanir. Uterus, diiz kas igeren diger
visseral organlarda da oldugu gibi cesitli genlik ve frekanslara sahip, diizensiz

siirelerde ve ayrik zamanl fazik kasilmalar gosterir. Uterus diiz kas hiicre membran



potansiyeli -35 mV ile -80 mV araligindadir. Uterus miyositlerinin spontan
elektriksel aktivitesi plazma membranin depolarizasyonu ve repolarizasyonu ile
saglanir. Spontan kasilmanin varligini devam ettirilebilmesi membran potansiyelinin
bu ¢iftlenimini siirdiirebilmesine baglidir. Uterus diiz kas tabakasinda da varligi
gosterilen pacemaker hiicre gruplari, uterus diiz kas spontan aktivitesinin hormonal,
noral, mekanik bir uyar1 olmadan siirdiiriilmesini saglar.

Hemen hemen tim canlilarda sirkadiyen ritim sergileyen fizyolojik
degiskenler mevcuttur. Ornegin Kalp, gastrointestinal sistem (GIS), beyin, iiregenital
sistem gibi yapilar belirli frekans ve genlikte elektrofizyolojik veya mekanik
karakterde ritmik davranig gosterirler. Bu davranislarin analizlerini yapmak tizere
Fourier ve Wavelet (Dalgacik) doniisiimlerinin de aralarinda bulundugu cesitli
yontemler kullanilabilir. Fourier analizi ritmik sinyalin frekans bandinda
incelenmesini saglar zaman bilgisi barindirmaz. Wavelet analizi ise zaman frekans
¢Oziinirliligiini ayn1 anda verir.

Giinlik yasantida sagladiklar1 kolaylik ve cazip ozelliklerinden dolay1
fazlasiyla karsilasilan NP’larin toksik etkileri ile iligkili simirli sayida calisma
mevcuttur. Literatiir taramalarinda silisyum dioksit nanopartikiiliiniin uterus
kasilmalar1 tizerine etkilerini inceleyen bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu tez
calismasinda silisyum dioksit (SiO;) nanopargaciklarinin uterus diiz kas spontan
aktivitesi lizerine etkisinin biyofiziksel, histolojik ve biyokimyasal yontemler
kullanilarak incelenmesi ve disiplinler arasi yaklagimla etki mekanizmasinin

aciklanmas1 amacglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

Nanopargacik terimi, boyutu 1-100 nm araliginda yer alan pargaciklar igin
kullanilan genel bir tanimlamadir. Elektron tutuculugu, pargacik ylizey kimyasi,
parcacik sekilleri, kristallesebilme, 1s1 ve elektrik iletme, manyetik ve optik
Ozelliklerindeki artis veya azalma, renk degisebilme gibi nano boyutlu parcaciklar,
makro boyutlu parcaciklara kiyasla ¢ok daha farkl fiziksel, kimyasal veya biyolojik
ozelliklere sahiptir. Bunlarin yani sira kiigiilen boyut etkilesme yiizeyini de arttirarak
yiizeyler arasindaki molekiil sayisi, kuantum elektromanyetik etkilesim ve yiizey
gerilimini de arttirir (1, 2). Son yillarda sanayide ve giinliik hayatta genis kullanim
alanina ulagan nanoparcaciklar tip, askeriye, elektronik, otomotiv sanayi, boya
sanayi, gida sektorl, kozmetik ve tekstil gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir (3).
Anti-mikrobiyal 6zellik, koku gidericilik, viicut sicakligini diizenleme, kir tutmazlik
gibi giysi kullaniminda konforu arttirmak, antisitatik giysilerde kullanim, UV
isinlarindan  koruma, parfiimlii giysiler, tibbi koruyucu giysiler, elektromanyetik
alanlara kars1 koruma gibi viicut sagligim1 korumaya katkida bulunmak ve giyilebilir
elektronik, fotovoltatik giysiler, kendinden 1s1kli giysiler gibi yasantiyi
kolaylagtirmak amaciyla tekstil iriinlerinde de kullanilan bu parcaciklar giinliik
hayatta biiyiik yer tutmaktadir (4).

Giinliik yasamda kullanilan nanoparcaciklar oldukca cesitlidir. Giimiis (Ag),
atik/kaynak su temizligi, tekstil ve kozmetik alanlarinda, titanyum dioksit (TiO,)
kozmetik, gilines koruyucu, gida paketleme, insat ve ara¢ kaplamalarinda organik
kontaminantlara karsi kataliz olarak sunulmaktadir. SiO, tekstil, ve kaplama, ¢inko
oksit (ZnO) ise kozmetik, giines koruyucu, gida ve kaplamada kullanilmaktadir.
Farkli kullanim alanlari, iiriin gesitlilikleri ve gevreye gegis yollart Cizelge 2.1. ve

Cizelge 2.2.de verilmistir.



Cizelge 2.1. Tiiketici iriinlerinde yaygin olarak kullanilan nanomalzemeler (5)

Nanoparcacik Kullanmlabilirlilik Sayisi Uriin
Glimiig 235 Corap, sag fircalari, sivalar, gida
ambalaji, gida takviyeleri
Karbon 71 Spor malzemeleri, filtrasyon ve
depolama aygitlari, kozmetik,
bilgisayar donanimi1
Titanyum dioksit 38 Boyalar, giines koruyucu,
antibakteriyel kaplamalar,
temizlik {irtinleri
Cinko oksit 29 Glines koruyucu
Silisyum dioksit 31 Boyalar, temizlik tirtinleri,
kozmetik, gida takviyeleri, spor
malzemeleri,tekstil
Altin 16 Kozmetik, kisisel bakim {irtinleri,

yakit katalizorleri, gida
takviyeleri

Cizelge 2.2. Farkli tipte NP uygulamalarinin ¢evreye ulasim yollari (5)
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2.1. Nanotoksisite

Nanoyapilarin kiigiik boyutlar1 onlarin kolayca doku, hiicre, organellere ve
fonksiyonel biyomolekiiler yapilara (DNA, ribozom vb.) girmesi igin izin
vermektedir. Nano yapilar diger molekiillere oranla oldukca kiicliktiir ve bu boyut

farkli NP’larin penatrasyonunu arttirir (Sekil 2.1.).

hiicre zar
il I
DNA mﬁi mitokondri
Nl ‘ kimizi
su glukoz antikor viris  bakteri kan hiicresi polen

| I | | ] | |
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MNanomalzeme

Sekil 2.1. Biyolojik yapilarin boyutlari (6).

Nanoyapilar viicuda, oral, dermal, inhalasyon, intraperitonel, subukutanoz,
intra vendz gibi yollarla giris yaparlar. Sonra karsilastiklar1 ilk biyolojik komponent
(protein, hiicre) tarafindan absorbe edilirler ve viicutta g¢esitli organlara dagilirlar.
Buralarda yiiksek reaktif ozelliklerinden dolayr modifiye olabilir veya metabolize
edilirler. Niifiiz ettikleri, dokulardaki miktar ve burada ne kadar siire kalacaklari
cevabi heniiz bilinmeyen sorulardir.

Bir biyolojik yap1, NP ile karsilastiginda, biyolojik yapilarin etkilenme diizeyi
nanoyapinin, toksisitesi ve aktifligi gibi birtakim fizikokimyasal o6zelliklerine
baghdir (7). Bunlar;

1) Boyut: Parcacik boyutu kiigiildiik¢e ylizey alan1 artma egilimindedir. Bu da
makro boyuttan nanoboyuta inildiginde neden daha toksik etkilesimler oldugunu

aciklamaktadir,



2) Sekil: Tip ve yuvarlak sekilde tretilen nanomalzemelerin sekil farkliliklar

penatrasyonlarini etkilemektedir,
3) Yiizey/hacim orani: Bu oranin artis1 diger molekiillerle aktivasyonunu arttirir,

4) Zeta potansiyel (Zp): Bir tanecigin bir dispersiyonda kazandigi net yiiktiir ve
kararlilik ifadesidir,

5) Toksik metal gruplari icerip igermemeleri: SiO,, ZnO, TiO, gibi toksik metal
gruplarini i¢eriyor olmasi aktivasyonunu etkiler,

6) Kimyasal igerik: NP’larin diger molekiille temas eden yiizeylerinde fonksiyonel
grup igerip igermemesi,

7) Yiizeyel yiik: NP yiikii elektrostatik etkilenme diizeyini belirler,

8) Hidrofobik olma: NP’larin su ile temastan kaginiyor olmasi,

9) Lipofolik grup icerme: NP’1n baglanma istegini arttirici/azaltict etki,

10) Enzimatik etkinlik diizeyi: NP’larin biyomolekiiller ile etkilesimde enzim
aktivite inhibisyonu gerceklesirse yarigmali yada yarismali olmayan yolu tercih
etmeleri,

11) Yiizey genisligi: NP boyutunun kiigiilmesi ile yiizey genisliginin artmasi (8).

Nanoyapilarin, normal isleyis gosteren hiicre ve dokular ile temaslarinda
biyouyumluluk  (biyokompatibilite),  biyodagilim,  biyolojik  parcalanma
(biyodegredasyonu), inflamasyon gibi 6zellikler o yapinin toksitesini etkileyen diger
faktorlerdir (9).

2.2. Nanoyapilarin Viicuda Giris Yollar

Dogal ortamda veya endiistriyel triinlerde bulunan NP’lar bulunduklari
ortamdan ayrilarak kolaylikla hava ortamina gegerler. Boslukta bagimsiz bulunan
nano diizeydeki bu parcaciklarin hem absorbsiyonlart hem de membran transferleri
miimkiindiir. Viicuda inhalasyon, oral, dermal, intrvendz ve intraperiton yollar ile
girerler.

NP’lar viicuda inhalasyon yoluyla girdiklerinde akciger, kalp, dalak ve beyine

kadar ulasirlar. Insan solunum sisteminde nanomalzemelerin ortalama yar1 émrii 700



giin kadardir. Inhalasyon sonrasi akcigerin farkli bolgelerinde depo edilirler.
Nanomalzemelerin solunum yolundaki taginimlari veya birikimleri, solunum yolu
anatomisi, hava akis paterni ve pargaciklarin aerodinamik yapisi ve parg¢acik boyutu
gibi 6zellikleriyle iliskilidir.

Intravenoz giriglerde ise nanomalzeme kolon, akciger, kemik, karaciger,
dalak, lenfatik nodlara kadar uzak organ dagilimi gdsterebilir. Intraperiton
etkilesimlerinde, periton boslugunu gegerek uterusa, plasentaya kadar ulasir bu da
fetal beyin yetmezligi veya fetal 6liim ile sonuglanabilir.

Oral maruziyette bobrek, dalak, akciger, beyin ve gastrointestinal sisteme
(GIS) ulasir. GIS boyunca ilerleyerek fecesle atilabilir veya GIS mukozas tarafindan
absorbe edilerek idrar yoluyla atilimi1 miimkiin olur.

Biyolojik sistemlerin NP maruziyetlerindeki toksik etkiler, alerji, fibrozis,
organ yetmezlikleri, inflamasyon, sitotoksik, doku kaybi, reaktif oksijen (ROS)
tiretemi, DNA hasari gibi toksik etkilere neden olmaktadir (Sekil 2.2., Cizelge 2.3.).

Cizelge 2.3. Nanomalzemelerin temel etkileri (10)

NANOMALZEMELERIN ETKILERI MUHTEMEL PATOFiZYOLOJIK
SONUCLARI
ROS iiretimi Protein, DNA ve membran hasar1, oksidatif stres
DNA hasari Mutagenez, metaplazi, karsinogenez
Oksidatif stres Faz II enzim indiiksiyonu, enflamasyon,
mitokondriyal pertiirbasyon
Mitokondrial pertiirbasyon ¢ membran hasari, gdzenek gegisleri, enerji

kesintisi, apoptoz, aponekroz, sitetoksik etki

Enflamasyon Inflamatuar hiicreler ile doku infiltrasyonu,
fibrozis, graniilom, aterojenez, akut faz protein
ekspresyonu (6rnegin, C-reaktif protein)

Retikuloendotelial sistem tarafindan alim Karacigerde kontrolsiiz giris, dalak ve lenf
diigtimlerinde biiytme ve disfonksiyonu
Protein denatiirasyonu Enzim aktivitesi kaybi, oto-antijenite bozulmasi
Niikleer etki DNA hasari, niikleoprotein kiimesellesmesi,
otoantijenite
Endotel disfonksiyonu, kan efektleri Pihtilagma, aterogenezis, tromboz, felg,

miyokard enfarktiisii

Hiicre dongiisii regiilasyonunda degisiklik Cogalma, hiicre dongiisiinde tutukluk, yaglanma




Miihendislik tiriiniit NP’lardan serbestlenen metal iyonlarinin veya metaloksit
NP’lar, quantum dotlar, fulerenler DNA ile direk etkilesime girerek DNA hasari
olusturur veya kromozomal kiriklar, nokta mutasyonlar, oksidatif stres ile DNA

tizerinde degisikliklere neden olurlar (10).
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Sekil 2.2. NP’larin neden oldugu genotoksisitenin mekanizmasi (11).

Tiikticiye sunulan iirlinlerde yer alan, karbon tiip, giimiis, titanyum dioksit
(TiOy), ¢inko oksit (ZnO), bakir oksit (CuO) ve silisyum dioksit (SiO) gibi bazi
metaloksit nanopargaciklarin yan etkilerini gosteren caligmalar da giderek
artmaktadir.

2014 yilinda yapilan bazi ¢aligmalarda, Yongbo Yu ve arkadaglar1 amorf SiO;
NP ve metil civa (MeHg) nanoparcaciklarinin insan akciger epitel hiicrelerinde
toksik etklerini gézlemlemislerdir (11). Mendoza ve arkadaslari SiO, NP’larmin
insan periferik kani mononiikleer hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada, sitokin
inflamasyonu ile oksidatif stres olusumunu ve kullanilan pargacik boyutunun
degisimi ile parcacigin hiicre i¢i dagiliminin degistigini ve immunomodiilator

cevabini etkiledigini gostermislerdir (12). Shim ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada



20 nm boyutunda ZnO ve SiO, NP’larinin oral, dermal ve intravendz uygulandigi bir
rat calismasinda bu parcaciklarin transmisyon elektron mikroskop (TEM)
sonuglarina gore kan beyin bariyerini gegerek beyine ulastiklarini ve toksiteye neden

olduklarini gostermislerdir (13).

2.3. Uterus

Uterus kasilmalar1 sperm ve embriyo transferi, implantasyon, menstriiasyon,
hamilelik ve dogum dahil olmak iizere ¢esitli tireme fonksiyonlarinda 6nemli bir role
sahiptir. Gebelik oncesi ve sonrasinda aktif olarak kasilir ancak kasilma ¢iftlenimi iki
evrede birbirinden farklidir. Gebelik ©Oncesi menstruasyon sirasinda rahim ig
duvarmin yikilmasim saglar ve adet déonemi boyunca sub-endometriyum tabakada
“dalga bigimli aktivite” olarak isimlendirilen dalgalar iiretir. Kasilmalar diizensiz ve
koordinasyonsuzdur ve diiz kas iceren diger viseral organlarda oldugu gibi ¢esitli
genlik ve frekanslara sahip, diizensiz siirelerde ve ayrik zamanl fazik kasilmalardir

(Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Insan uterus diiz kas spontan kasilma kayd1 (14).

Fertilizasyon i¢in ise tuba uterinalara gelen spermin yumurta ile bulugsmasini

saglayan kasilma bilesenlerine sahiptir. Gebeligin ilk doneminde yavas kasilmalar



tiretirken dogumda fetus ve plasentanin disar1 ¢ikarilmasi igin olduk¢a kuvvetli ve
diizenli kasilma ¢iftlenimleri tiretir.

Uterus duvari i¢ten disa dogru: Endometrium (Tunika mukoza), miyometrium
(tunika muskularis), perimetrium (tunika seroza) adini alan ii¢ ana katmandan olusur.
Miyometrium iki kat diiz kas tabakasi arasina yerlesmis kan ve lenf damarlarindan
meydana gelen uterusun diiz kas tabakasidir (15). Miyometriumun i¢ kisminda uterus
boslugunu saran sirkiiler yapida “endometrial dalgalar1” tetikleyen diiz kas hiicreleri
yer alirken dis tabaka dogum ve diisiiklerde yer alan kasilmalardan sorumludur (16).

Miyometriumda Ca?* kaynag: hiicre zarma gok yakin yerlesen veya merkezi
olan endoplazmik retikulumlardir. Miyometrial sarkoplazmik retikulumun (SR)
gorevi Ca?* saglamak ve depolamaktir.

Kalsiyum iyonlar1 SR membraninda bulunan iki temel kanal tarafindan
saglanir. Bunlardan ilki IP3 ile aktive olur ve SR membrani lizerindeki reseptorlere
IP3 baglandiginda SR den kalsiyum salinir (Agonist uyarist ile Ca®* salinimi, 1ICR).
Ikinci mekanizma ise hiicre i¢i kalsiyum arttiginda bu kanallar aktif hale gelir ve
SR’dan kalsiyum salinir (Ca®* induced Ca*release,CICR). Bu kanallar kalsiyum ile
indiiklenerek kalsiyum salinimi yapan Ryanodin reseptorleri (RyRs) dir.

Kasilma gevseme ¢iftlenimini uterus kendisi gelistirir. Uterus diiz kas hiicre
membran potansiyeli -35 mV ile -80 mV araligindadir. Uterus miyositlerinin spontan
elektriksel aktivitesi plazma membranin depolarizasyonu ve repolarizasyonu ile
saglanir. Spontan kasilmanin varligin1 devam ettirilebilmesi membran potansiyelinin
bu ciftlenimini siirdiirebilmesine baghdir. Diger uyarilabilir hiicreler gibi uterus
Mmiyosit membranmin uyarilabilmesi icin de temelde Na®, Ca?* ve CI iyonlariin
sitoplazmaya K" iyonunun ise ekstraselliiler ortama gegisi gerekir. Intraselliiler Ca?*
miktart (50-100 nM), ekstraselliiler ortama (2 mM) kiyasla olduk¢a diistiktiir.
Miyometrium diiz kas hiicreleri kasilmasi temelde intraselliiler Ca?* artigina baghdir.
Intraselliiler Ca®* konsantrasyon artsini saglayan, membran tizerinden veya SR’dan
serbestlenmesini saglayan akim yollaridir. Igeri Ca?* girisi, L-tipi kalsiyum kanallari,
depo kontrollii kalsiyum kanallar1 ve reseptor kontrollii kalsiyum kanallar
araciligiyla gerceklesir.

Miyometrium diiz kasinda gevseme intraselliiler Ca®" miktarinin azalmasiyla

yani membran iizerinden saglanan gegisler ile disart atilmast ve SR’da
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depolanmasiyla saglanir. Membran iizerinden gegis bir kalsiyuma karsin ii¢ sodyum
degisimi (Na*-Ca®" degis tokusu, NCX) ve Ca’* ATPase (SERCA2) aktivitesiyle
saglanir ( Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Rat miyometriumunda kasilma kuvveti ve [Ca]; iliskisi (14).

Miyometriumun kasilma gevseme ¢iftlenimi iki mekanizmaya baglidir
bunlardan ilki elektrokimyasal c¢iftlenimdir ki intraselliiler sivida Ca®" artisina
baglidir. Basit¢e, uterin hiicre zarmin iyonik permabilitesinin degisimi ve voltaj
kapili Ca®" kanallarinin (VGCC/L tip Ca kanal) agilmasi ile hiicre igine Ca* akisi
saglanir. Kalsiyum, kalmoduline (CaM) baglanir. Ca-CaM kompleksi miyozin hafif
zincir kinaz1 (MLCK) aktiflestirir. C19 fosforillenerek hafif zincir miyozin (MLCj)
olusur, akto-miyozin ¢apraz koprii siklusu ve Mg-ATP hidrolizini saglayarak kasilma
gerceklesir. Yani, MLCK, miyozin hafif zincirin fosforilasyonunu aktiflestirmesiyle
capraz kopriilerin aktin baglanma bolgelerine tutunmasinit (AM.ADP.P) saglar.
(AM.ADP.P) kompleksinden ADP, daha sonra da P’in ayrilmasi bir kuvvet olusturur
ve c¢apraz kopriide bir takim degisimler olur. Akto-miyozin birlikteligi ATP’nin
baglanmasiyla bozulur ve capraz—kdprii dongiisii basa doner. Dongii igerisinden
reaksiyon hizlart MLCK, MLCPase, ATP konsantrasyonlarina baglidir (17, 18).

Farmakolojik ¢iftlenim sirasinda hiicre i¢i kalsiyum [Ca]; artisi
depolarizasyondan ¢ok, reseptorlere agonist baglanmasi ile saglanir. Oksitosin veya
prostaglandin F,, (PGF,,) gibi agonistler plazma membraninda bulunan 6zel

reseptorlerine baglandiklarinda, monomerik G-proteinin GTP’ye baglanmasini
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saglarlar ve fosfolipaz C (PLC) aktiflesir. Daha sonra membrandan fosfatidilinositol
bifosfat (PIP2) ayrilir ve inositoltrifosfat (IP3) ve diagilgliserol (DAG) ikinci
mMesajcilarina izin verilir. IP3, SR iizerindeki 6zel reseptoriine baglanir ve [Ca2+]i
artar. DAG protein kinaz C (PKC)’yi aktiflestirir. Bu ikKi ¢iftlenimin gergeklesmesi
uterus kasilmasini arttirir (Sekil 2.5.) (14).

VGCC (I-Tip Ca kanal1) * PMCA F— Oksitosi
( P~ Olksitosin

cor g [ ]

_MLCK

N Miyozin P
! lyolm + Aktin

C_McP
Gevseme I I Kasilma

Na/Ca degis tokusu

Sekil 2.5. Uterus diiz kas hiicresinde kasilma mekanizmasi (14).

2.4. Interstisyel Cajal Hiicreleri (ICC)

Interstisyel Cajal hiicreleri (ICC), 100 yil kadar énce Ispanyol bilim adanmi
Santiago Ramon Y. Cajal’in (1852-1934), gastrointestinal sisteme (GIS) ait kaslarda
norona benzettigi hiicre gruplaridir ve bunlar Cajal tarafindan “interstisyel néron”
olarak isimlendirmistir. Cajal’a gbére bu hiicreler, sempatik ndronlardan diiz kas
hiicrelerine sinyal tasiyan sinir hiicreleridir. Yapilan c¢aligmalar ICC’lerin
gastrointestinal sistemde i¢i bos organlarin motor islevlerinde pacemaker aktivite

gosterme, norotransmisyondan sorumlu olma ve ayni zamanda uygulanan gerime
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duyarli davranma gibi 6nemli rollerinin oldugunu gostermistir. Ayrica ICC’lerin
Gastro Intestinal Tiimér kaynagi olmalarinin yani sira bir takim GIS hastaliklarina
kaynaklik edebilecegi de bildirilmistir (19).

Farkli organizmalara ait gastrointestinal sistem calismalarinda ICC varligi
tespit edilmistir. 1969 yilinda Imaizumi ve Hama yaptiklar1 calismada kus
tagliklarinda (20), 1977°de Yamamato fare ince bagirsaginda (21), 2005°de R. J.
Lang ve ark. st iriner sisteminde (22), 2007°de M. E. Hinescu ve ark. rat
mezenterinde (23), aymi donemlerde Concepcion Junquera ve ark. tavsan
duedenumunda (24). Faussone-Pellegrini ve ark. insan midesinde ve 6zofagusta ICC
varligini tespit etmiglerdir ve 2009°da Song Eun Lee ve arkadaglari rat mide ve
duodenumunda ICC yerlesimini {i¢ boyutlu teknik kullanarak gostermistir (25).
Aragtirmacilarca yapilan bir dizi calismada ICC’nin GIS haricinde farkli organlarda
da varligr tespit edilmistir. Miyometrium, fallop tiip, plasenta, meme bezi, safra
kesesi, mezenter, pulmoner vende ICC hiicreleri gosterilmistir (26). Yine, Junquera
C. ve ekibi tarafindan tavsan duodenum hiicreleri ultra yapisinda interstisyel Cajal
benzeri hiicre (ICLC) hiicre varlig1 gosterilmistir (27).

Bunlar disinda 2000°de G. P. Sergeant ve ekibi tavsan {liretrasinda 6zel
pacemaker hiicre varligmi (28), 2002°de K. D. Mc. Closkey ve ark. koyun
mezenterik lenfatik damarlarinda C-kit pozitif hiicre tespit etmistir (29).

2004°te Maksym I. Harhun tavsan portal veninde ICC fonsiyonlarma dikkat
¢ekmis (30), Hikaru Hashitani ve ekibi domuz penisinde (31), 2005°de R. J. Lang ve
arkadaglar {ist tiriner sisteminde (32), Popescu ve ark. insan fallop tiiptinde, 2006’da
M. E. Hinescu ve arkadaslarinca arterial miyokartta ICLC’nin ultrayapisal ve
immunohistokimyasal 06zellikleri belirlenmistir (34). Ayn1 yil bir diger kalp
caligmasinda L. M. Popescu tarafindan ventrikiiler miyokardiumda ICLC varlig
gosterilmistir (35). 2008’de Noe ve arkadaslari fare uterus kasilmalarmin ICC
iliskisini farmakolojik ve genetik agidan gostermislerdir (36). 2010’da Louise
Johnston arkadaglar1 ile yaptig1 calismada insanda idrar kesesine ait kit pozitif
ICC’lerin morfolojik ekspresyonunu gostermistir (37).

Popescu EM ve immiinohistokimyasal incelemelerde Cajal’in da kullandigi

yonteme benzer uygulamalar ile intersitisyal olan ve ICC’ye benzeyen hiicrelerin
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varligimi gorerek bunlara “Intersititial Cajal Like Cells (ICLC)” ismini vermistir

(Sekil 2.6.) (38).

e ’ / '

> / o : — T
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-

Sekil 2.6. insan miyometriumunda ICLC gésterimi. A. metilen mavisi ve B. giimiis paslandirma (38).

Ilerleyen calismalarla baslangicta bir secenek olan ICLC isimlendirmesinin
aslinda ¢ok da dogru bir isimlendirme olmadigi, ¢iinkii hiicrelerin tam olarak
ICC’lere benzemedigi dislintilmiistiir ve 6zelliklerinin tam olarak belirlenmesi ve
islevlerinin netlestirilebilmesi i¢cin de EM ve immiinohistokimya ¢alismalarina
devam edilmistir. Yapilan arastirmalarin sonucunda ICLC’lerin aslinda bir ICC
olmadig: ve farkli isimle isimlendirilmesi gerektigi kanisiyla ICLC’lere “Telosit” ad1
verilmistir (39).

Sinir sonlanmalari ile yakinliklar1 Cajal hiicrelerin ndrotransmisyonda yer
aldigim gostermektedir. Bunun yani sira GIS’de belirli tabaklarda yer alan diiz kaslar
ile yapilan “gap junctionlar (kap1 baglantilar)” ICC’lerin bir pacemaker oldugunu ve
“fonksiyonel iletken” olduklarin1 destekler. Ilk yillardan beri var olan pacemaker
hiicre tanimlamas1 EM gibi ilerleyen arastirma teknikleri ile ICC’lerin elektriksel
ritmik olduklarin1 yani pacemaker aktivite gostediklerini desteklemistir. ICC’ler
initer potansiyel olarak bilinen temel ritmik salinimlar iiretirler ve bu norol inputa

veya bir repolarizasyona yanit olabilmektedir (40).

2.5. Telositler

Telositler kiigiik, oval bigimli hiicre gévdeleri olan, g¢ekirdekli, bir miktar

sitoplazma ile ¢evrili hiicrelerdir.
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Cekirdek, hiicre hacminin %25°ni kaplar, periniikleus stoplazmada bol
miktarda mitokondri yer almaktadir. Golgi kompleksi kiigiiktiir ve hiicre iskeletini
olusturan filamentleri igermektedir. Telositler “Telepot” lardan olusur ve farkli
sayida telepot ile gevrili olabildikleri icin telepot sayilaria gore de siniflandirilirlar
(Sekil 2.7.)

Sekil 2.7. Rat endometrial hiicre kiiltiirii Giemsa ile telosit gosterimi (41).

Telositler, kan kapilleri ve onlarin hedef dokular1 ve bunlara yakin olan sinir
sonlanmalar1 gibi dokuda Onemli yerlesimlere sahiptirler. Telositlerde bulunan
telepotlar ile miyositler arasinda nm boyutunda araliklar bulunur ki bu da
makromolekiiler etkilesim ger¢eklesmesine olanak saglamaktadir (39). Ayrica gesitli
organlarda da telepotlar bir stromal sinaps olarak immiinoreaktif hiicrelerle yakin
komsuluklarda bulunurlar ve “birlestirici baglanti” olarak isimlendirilmektedirler
(39).

Telepotlarin bulunduklar1 bolgelere gore fonksiyonel farkliliklarinin oldugu

tespit edilmistir, pankreas, mezenter, hatta plasenta gibi organlarda farkl
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fonksiyonlara sahiptirler 6rnegin ICC hiicreleri pacemaker 0Ozellige sahipken,
kardiyak telositler nodal sistem {iizerinden kalp hizi ve ritmine etki etmektedirler.
Telositler, bulunduklar1  6zel konumlar1 sayesinde intraselliiler sinyal
mekanizmalarinda da islevseldirler. Bir diger O6nemli oOzellikleri ise kardiyak
yenilenmede 6nemli role sahip olmalaridir (39).

Telositlerin, uterus seviyesinde, en az iki popiilasyonu bulunur: “C-kit
negatif/vimentin pozitif” ile “C-kit pozitif/vimentin pozitif”’ ve kii¢iik bir alt kiime
grubu olan “C-Kit pozitif/CD34 pozitif”. Telositlerin, bu farkli fenotip 6zelligi diiz
kas igerisinde sahip olduklar1 farkli gorevler ile agiklanabilir. C-kit sinyal yolu
bloklandiginda patolojik kosullar altinda miyometrium veya fallop tiiplerde stromal
tiimorlerin olusumu da rapor edilmistir.

Telositler hiicreler arasi haberlesmede aktif bir role sahiptir, tipki
gastrointestinal sistemde oldugu gibi insan fallop tiipiinde ve miyometriumda da
terminal sinir lifleri ile yakindan ilgili olmasi ndromiiskiiler iletimle iliskili
olabildiklerini gosterir. Disi iireme sisteminde, NO-cGMP yolu, insan fallop tiipiinii
de kapsar ve burada telositler tubal kasilmalari inhibe ederek doguma kadar rahim
sessizligini korumaktadir. Bunlardan yola ¢ikarak arastirmacilar sinyal entegresi ile
sinirler ve miyositler arasinda bir modiilator isleve sahip olan telositlerin kadin
genital organlarinda ideal bir oyuncu olabildigi iddiasinda bulunmaktadir. Telositler
ayrica komsu hiicrelerin aktivitesini de diizenleyebilir.

Kas hiicreleri uygulanan gerime nasil cevap verirler bu konuda az sayida
kamit vardir ve telositlerin diiz kasta mekano transdiiksiyondan sorumlu
olabilecekleri iddia edilmektedir. Bununla birlikte telositlerin hormonal reseptor
oldugu ve Ostrojen ve progesteron reseptorii oldugu da yapilan calismalarla ortaya
konmustur.

Miyometriumda telositlerin pacemaker altivitesini gostermek tizere yapilan
bir calismada, ekstraselliiler tek iinite kaydi alinarak alan potansiyel ortalamasi
62.4+7.22 mV olarak o6l¢iilmiis ve diiz kas hiicresi 6zelligi ile kiyaslandiginda
potansiyellerin oldukg¢a kisa olduklar1 1.197+0.04 ms ve telositlerin spontan aktivite

tiretebildiklerini gostermistir (Sekil 2.8.) (42).
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Sekil 2.8. Telosit hiicre kiiltiirinden ekstraselliiler tek tinite kaydi (42).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu tez calismasinda Siitcii Imam Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi’nden saglanan 64 adet, agirliklar1 200-250 g arasinda degisen Wistar Albino
tiirii disi sican kullanildi. Deney giinline kadar siganlar 12 saat giindiiz-12 saat gece
kosulu saglanan, sicakligi 25+2 °C ve nem oram % 55 olan bir odada, standart pellet
yem ve ¢esme sulari verilerek uygun kafesler igerisinde tutuldular. Sicanlar iizerinde
yuriitiillen deney protokolii, 13.06.2013 tarihinde 52602694-050/42 nolu Mersin

Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nca alinan karar geregince onaylandi.

3.2. Deney

Sicanlar her grupta esit sayida hayvan olacak sekilde rastgele dort gruba
ayrildi. Doz 1; diisiik (250 pg/mL), doz 2, orta (500 ug/mL), doz 3 yiiksek doz (1000
ug/mL) gruplart ve kontrol grubu olarak belirlendi. Gruplardaki hayvan sayisi
Mersin Universitesi Bilisim ve Biyoistatistik Anabilim Dali tarafindan yapilan giic

analizi ile belirlendi. Deneylerde boyutu 20 nm olan SiO; nanopargaciklar1 kullanildi.

3.3. Nanoparc¢acik Boyutunun ve Dozlarinin Belirlenmesi

Nanopargaciklarin boyutu ve dozlar daha 6nceki ¢alismalara gore belirlendi
(43, 44, 53, 54, 55, 56). Literatiirde kullanilan nanopargacik boyutlari 6-1000 hm
araliginda, dozlar ise 10-2000 ug/mL araliginda degismektedir. Biz bu ¢aligmada 20
nm boyutunda ve disiik 250 pg/mL, orta 500 ug/mL ve yiiksek 1000 ug/mL olmak

tizere ti¢ ayr1 konsantrasyonda SiO; NP sectik.
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3.4. SiO, NP Uretimi

SiO, NP’lar1 Mersin Universitesi ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve
Uygulama Merkezi (MEITAM) arastirma laboratuarlarinda Stdber yontemine gore
tretilmistir (45,46).

Kullanilan karigim soliisyonu (1.2 mL TEOS, 0.1 mL APTES, 1.2 mL
NH4OH, 5 mL Ethanol) atmosfersiz ortamda bir gece boyunca karistirildi. Reaksiyon
sonunda SiO; nanopargaciklar istenmeyen reaktiflerden temizlenmek tizere 4 kez
yikandi. Daha sonra silisyum nanopargacik Ornekleri fizikokimyasal o6zellik igin

nitrojen atmosferi altinda yikandi.

Alan emisyon-taramali elektron mikroskopi (FE-SEM) goriintiileri
Zeiss/Supra 55 FE-SEM kullanilarak elde edildi. Pargaciklarin sekil ve boyutlar esit
ve kiiresel olduklar1 FE-SEM goriintiileri ile dogruland (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Stober metodu ile elde edilen SiO, NP nin FE-SEM goériintiileri. A. 100 nm B. 30 nm
skalasinda gosterilmistir.

Elde edilen parcaciklarin boyutlar1 30 nm skalasinda isaretlenerek Sekil
3.2.°de gosterilmistir. Uretim reaksiyonlar1 sonucu olusan pargacik biiyiikliiklerinin
yalmizca 20 nm’de elde etmek olanakli degildir ancak yaklasik 20 nm elde
edilebilmektedir.

19



Sekil 3.2. Stober metodu ile elde edilen SiO, NP’nin FE-SEM boyut gériintiileri. A. 30 nm, B. 30 nm
skalasinda gosterilmistir.

Nanopargacik boyutlarini belirlemek {izere ayrica DLS ((Dinamik Isik
Dagilimi, Zetasizer Nano ZS) de kullanilmistir. DLS soliisyonda dispers olan
nanoparg¢aciklarin boyutlarini gostermekte siklikla kullanilan bir yontemdir. Dispers
olmus nanopargaciklar 6nce inorganik membran (Whatman Anotop filtre, por boyutu
0.02 mm ve 0.1 mm) kullanilarak filtrelenmis bdylece agregasyona ugrayarak
birbirine tutunan pargaciklar uzaklagtirllmistir. DLS sonuglarinin  FE-SEM

goriintiilerini dogruladig Sekil 3.3.’de goriilmektedir.

Yogunluga Bagli Boyut Dagilimi

80

|
|
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Sekil 3.3. 20 nm boyutundaki NP’larin DLS histogrami (Salin igerisinde).
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3.5. Deney Gruplari ve Islemler

Biyofiziksel analiz i¢in her si¢ana ait uteruslarin sag tiiplerinin bir kismi
kullanildi. Sag tiiplerin kalan boliimii biyokimyasal analizler igin, sol tiipler ise

histolojik incelemeler i¢in kullanildi.

3.6. Preparat Hazirlanmasi

Farkli menstrual sikluslarindaki uterus aktivite farkliliklarinin Oniine
gecebilmek icin sicanlarin ayni evrede olmalar1 Ongoriildii ve denek sicanlar
arasindan Ostrus evresinde olan si¢anlar se¢ildi. Bunun saptanmasi igin siganlara
smear testi yapilmak iizere vajinalarindan siiriintii alindi, siiriintiilerin lam {izerine
yayilmasi ardindan kurumasi beklendi ve 151tk mikroskobunda incelenerek patlamus,
cekirdegini kaybetmis ¢cok sayida diizensiz hiicre ve hiicre gruplarinin gézlenmesi ile
sicanlarin dstrus evrede olup olmadiklar1 saptand: (Sekil 3.4.). Ostrus evrede olan
sicanlar servikal dislokasyon yolu ile sakrifiye edildi. Yasam faaliyetlerinin
sonlandig1 goriildiikten hemen sonra abdomen bolgesi orta hat boyunca agild1. Pelvis
boslugunda, vertikal eksen boyunca oniinde mesane, arkasinda rektum bulunacak
sekilde yer alan uterus, fallop tiipleri ile birlikte izole edildi. Fallop tiiplerinin
etrafindaki yag doku temizlenerek 5-8 mm uzunlugunda, yaklagik 1 mm kalinliginda
izole diiz kas seritleri hazirlandi. Seritler iki ucundan ipek ipliklerle baglanarak

fizyolojik Krebs ¢ozeltisine birakildi.
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Sekil 3.4. Smear testi 151k mikroskobik goriintiileme (A., B. X400 ve X10.000 biiyiitme ).
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3.7. Organ Banyosu ve Deney Sistemi

Hazirlanan diiz kas seritlerinin canliligini uzun siire korumast i¢in izole organ
banyosu sistemi kullanildi. Sisteme preparat takilmadan 6nce baslamak iizere deney
siiresince banyo ¢ozeltisinin sicaklig1 36-37 °C’de sabit tutuldu ve ¢ozelti % 95 O, ve
% 5 CO; karisimi ile gazlandi. Organ banyosunun sicakligini korumak ig¢in Isitict
Sirkiilator, MAY WBC3044-PR isiticist kullanildi. 5-8 mm uzunlugunda, 1 mm
kalinliginda hazirlanan izole diiz kas seritleri, i¢inde Krebs bulunan, 20 mL i¢
hacimli organ banyosunda horizontal eksen boyunca bir ucu sabit ¢engele, diger ucu
kuvvet transdiiserine baglandi. Fallop tiip preparatindan kuvvet transdiiseri (Kuvvet
Transduseri, MAY FDT 10-A) yardimiyla dlgiilen kasilmalara ait sinyaller MP35
(3.7.0-03.02.2004) sistemi araciligiyla bilgisayara kaydedildi. Kayit sisteminin genel

goriintigti Sekil 3.5.” de gosterilmistir.

Sekil 3.5. Spontan aktivite kayit sistemi.

3.8. Cozeltiler

Krebs ¢ozeltisi (g/L) olarak 6,9 g NaCl, 0,35 g KCI, 0,36 g CaCl,, 2 g
NaHCOs3, 0,16 g KH,POy4, 0,29 g MgSO4 ve 2 g glukoz icermektedir.
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Doz 1 soliisyonu, yukarida icerigi verilen Krebs ¢ozeltisine 20 nm boyutuna
sahip, konsantrasyonu 250 pg/mL olacak sekilde SiO, Np karistirilmasiyla
hazirlanmstir.

Doz 2 soliisyonu, yukarida igerigi verilen Krebs ¢ozeltisine 20 nm boyutuna
sahip, konsantrasyonu 500 pg/mL olacak sekilde SiO, NP karistirilmasiyla
hazirlanmistir.

Doz 3 soliisyonu, yukarida igerigi verilen Krebs ¢6zeltisine 20 nm boyutuna
sahip, konsantrasyonu 1000 pg/mL olacak sekilde SiO, NP karistirilmasiyla

hazirlanmstir.

3.9. Deneyin Akis1

Kas banyosuna yerlestirilen izole diiz kas seritleri 2 g 6n gerilim verilerek
gerdirildi. 36-37 °C’deki Krebs ¢dzeltisinde ortama uyum saglamasi igin 1 saat siire
ile bekletildi. Deney siiresince banyo soliisyon hacminin 20 mL’de korunmasina
dikkat edildi. Banyo ortamina SiO, NP eklemeden spontan aktivite olustugunda
kayitlar alinmaya baslandi. Baslangicta kasin dengeye ulasmasi i¢in bir saat
stiresince alinan kayit sonrasinda kontrol olarak kullanilmak tizere 0. dakika kayitlari
alindi. Daha sonra kas banyolarina doz gruplarina 6zgii hazirlanan SiO; NP igeren
Krebs soliisyonlar1 eklendi. Dozlarin, kontrol (0. dk) ile arasindaki farki
gozlemlemek tizere 30, 60, 90, 120., dakikalarda 2 saat siiresince kayitlara devam
edildi. Biyokimyasal ve histolojik incelemeler icin dort gruptan elde edilen

preparatlar kullanildi.
3.10. Biyokimyasal Takip

Dokularin lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in malondialdehit (MDA)
diizeylerine, antioksidan diizeylerini belirlemek i¢in ise glutatyon peroksidaz (GSH-

Px), siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerine bakildi. Enzim aktivitelerinin U/mg

protein olarak belirtebilmek igin ise tiim dokularin protein diizeyleri 6lgiildii.
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3.10.1. Protein Ol¢iimii (Lowry Metodu)

3.10.1.1 Deney Prensibi:

Alkali ¢o6zeltide bakir-protein kompleksi olusmaktadir. Bu kompleks

fosfomolibdat ~ fosfotungstat  reaktifini  (Folin-Ciocalteus-Phenol  Reaktifi)
rediiklemekte ve koyu mavi bir renk olugmaktadir. Burada rengin koyulugu
ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Kullanilan reaktifler agagida
siralanmustir (47).

A Reaktifi: 0,1 N NaOH c¢ozeltisi kullanilarak % 2’lik Na,COj3 ¢ozeltisi
hazirlandi.

B: Reaktifi: % 1’lik CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi hazirlandi.

B, Reaktifi: % 2’lik Na-K-Tartarat ¢ozeltisi hazirlandi.

B Reaktifi: B; ve B; esit hacimde karistirildu.

C Reaktifi: 50 mL B reaktifine 1 mL A reaktifi eklendi. Reaktif taze
hazirland1 ve bekletilmeden kullanildi.

D Reaktifi: 1 mL Folin-Ciocalteus-Phenol Reaktifi, 5 mL distile su ile
karistirildi.

Protein standardi: 250 mg/100 mL bovin serum albiimin (BSA) 20, 40, 80,
160, 320, 640 ug/mL, protein icerecek sekilde diliie edilerek calisma standartlari

hazirlandi.

Cizelge 3.1. Protein 6l¢iim (Lowry Metodu) protokolii

Kor tiipii Numune tiipii Standart
Numune (pL) - 300 -
Distile su (uL) 300 - -
Standart (uL) - - 300
C reaktifi (uL) 3000 3000 3000
Karistirilarak 15 dakika beklendi
D reaktifi(uL) 300 300 300

25




Tiipler vortekslenerek 20-30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Spektrofotometrede 750 nm’de numunenin ve standardin absorbansi kore karsi
okundu.

Her bir 6rnek i¢in protein miktari, BSA standart ¢ozeltileri ile hazirlanan
standart egrisine gore ve diliisyon faktoriiyle carpilarak hesaplandi. % 10’luk doku
homojenatlarinda ve 10.000 g siipernatant fraksiyonlarinda protein miktar1 mg olarak

bulundu.

3.10.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivite Ol¢iimii

3.10.2.1. Deney Prensibi: GSH-Px tarafindan katalizlenen reaksiyonda GSH’nin
H.0O, ile oksidasyonu sonucu olusan GSSG’nin glutatyonrediiktaz (GSSG-Rd)
kataliziyle tekrar GSH’a donilismesi sirasinda tiiketilen NADPH konsantrasyonu
tizerinden 340 nm’de olusan absorbans azalmasinin 4 dakika boyunca izlenmesi

prensibine dayanir. Kullanilan reaktifler asagida siralanmistir.

Fosfat tamponu 0,05 M (pH 6,8) (5 mM EDTA igerir)
Rediikte L-Glutatyon ¢ozeltisi 10,15 M

NADPH c¢oézeltisi 17,2 mM

Glutatyon Rediiktaz ¢ozeltisi : 100 U/mg protein/mL

Sodyum Azid ¢o6zeltisi 2M

Hidrojen Peroksit ¢ozeltisi : 30 mM

HO, + 2GSH-8SHPX . 2H 0 +GSSG

GSSG + NADPH+H" —_GSSGRd_ NADP* 4 2GSH
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Cizelge 3.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) aktivite 6l¢iim protokolii

Ornek (Doku Homojenizat)
Fosfat Tamponu 2,65 mL
Rediikte Glutatyon ¢oz. 0,21 mL
NADPH c¢ézeltisi 0,1 mL
Glutatyon Rediiktaz ¢ozeltisi 0,01 mL
Sodyum Azid ¢ozeltisi 0,01 mL
Numune 0,1 mL
Hidrojen Peroksit ¢ozeltisi 0,21 mL

Hazirlanan ¢ozelti 25 °C’de 2 dakika inkiibe edildikten sonra 340 nm’deki
absorbansi 6l¢iildii ve bu degere kars1 spektrofotometre sifirlandi. Bu ¢ozelti iizerine
0,1 mL H,0O, c¢ozeltisi eklenerek 2 dakika boyunca enzim aktivitesindeki diisiis
gozlendi (48).

Her numune ve kontrol tiipii i¢in, 2. ve 4. dakikalarda OD degerleri
kullanilarak, AOD/dk degerleri hesaplandi. Daha sonra numune AOD/dk
degerlerinden kontrol degerleri ¢ikarilarak net AOD/dk degerleri elde edildi. Doku
GSH-Px aktivitesi, miligram protein basmma (U/mg protein) spesifik aktivite

cinsinden verildi.

3.10.3. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi Tayini

3.10.3.1. Deney Prensibi: Oksidatif yolla enerji tiretimi sirasinda olusan endojen ve
eksojen kaynakli toksiksiliperoksit radikellerinin suya ve molekiiler oksijene
dismutasyonunu hizlandiran SOD enzim aktivitesinin Ol¢iim prensibi, ksantin

varliginda  ksantinoksidazin ~ aciga  ¢ikardigi  siiperoksit  radikallerinin
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nitrobluetetrazolium (NBT) ile 560 nm’de absorblanan rengin &l¢iilmesine dayanir
(49). Kullanilan reaktifler asagida siralanmaistir.

Sodyum Hidroksid Cozeltisi (0,1 N): 0,4 g NaOHbidistile suda ¢oziilerek
100 mL’ye tamamlandi.

Stok Ksantin Cozeltisi (3 mM): 4,6 mg ksantin tartilip, 1 mL 0,1 N NaOH
¢ozeltisinde hafif 1s1 uygulamasi ile ¢oziilerek bidistile su ile 10 mL’ye tamamlanda.
Cozelti +4 °C’de bir hafta dayaniklidir.

Ksantin Cozeltisi (0,3 mM): Stok ksantin ¢ozeltisinden 1 mL alinarak
bidistile su ile 10 mL’ye tamamlandi. Her deney giinii taze olarak hazirlandi.

EtilendiamintetraasetikAsid Céozeltisi (0,6 mM): 22,32 mg Na,EDTA.
2H,0 bidistile suda ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

Sodyum Karbonat Cozeltisi (400 mM): 4,24 g Na,COgsbidistile suda
coziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

BSA Cozeltisi (1 g/L): 10 mg BSA bidistile suda ¢oziilerek 10 mL’ye
tamamlandi.

NitroblueTetrazolium Kloriir (NBT) Cozeltisi (0,15 mM): 1,226 mg NBT
bidistile suda c¢oziilerek 10 mL ye tamamlandi. Her deney giinii taze olarak
hazirlandi.

SOD Calisma Reaktifi: 10 mL 0,3 mM ksantin, 5 mL 0,6 mM NaEDTA, 3
mL 400 mM Na,COs, 1,5 mL 1 g/L BSA, 5 mL 0,15 mM NBT Kkarigtirilarak her
deney giinii taze olarak hazirlandi.

Amonyum Siilfat Cozeltisi (2 M): 26,428 g (NH4),SO, bidistile suda
coziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

Ksantin Oksidaz Cozeltisi (167 U/L): 2 mg ksantin oksidaz sogutulmus
(NH4)2S0O4 ¢ozeltisinde ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlandi.

Bakir Kloriir Cozeltisi (0,8 mM): 13,64 mg CuCl,.2H,O bidistile suda
coziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

Deneyin Yapilisi: 2,85 mL SOD reaktifi 6rnek tilipiine ve kor tiipiine
aktarildi. Ornek tiipiine 100 pL siipernatant ilave edildi ve her iki tiipe de 50 uL
ksantin oksidaz eklendi. Tiipler 25 °C’de 20 dakika inkiibe edildikten sonra tiiplere
100 pL CuCl, ¢ozeltisi eklendi. En son asama olarak da kor tiipiine 100 pL

stipernatant eklenerek karistirildi. Kor tiipiiniin ve Ornek tliptiniin 560 nm’de
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absorbanslar1 ayr1 ayr Olgiiliip SOD aktivitesi tespit edildi. Spesifik aktivite U/mg
protein cinsinden ifade edildi.

3.10.4. Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

Lipit peroksidasyon iiriinlerinden en stabili olan MDA’ nin tiobarbiitirik asit
ile reaksiyonu sonucu olusan pembe kirmizi rengin absorbansi spektrofotometrik
olarak degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir (50). Kullanilan reaktifler asagida

siralanmustir.

Stok tetrametoksipropan cozeltisi: 0,92 gr tetrametoksipropan 1 mL’de

¢Ozilir.

Giinliik tetrametoksipropan cozeltisi: 10 mL’lik stok ¢ozelti 100 mL’ye
distile su ile tamamlanir. Calisma sirasinda giinliik ¢ozelti tekrar 1/10 oraninda

seyreltilir.

SDS c¢ozeltisi: 8,1 gr SDS tartilip 100 mL’ye distile su ile tamamlanir ve

¢Oziiliir.

Asetik Asit c¢ozeltisi: 20 mL asetik asit distile su ile 100 mL’ye tamamlanir

ve pH’s1 3,5’e ayarlanir.

TBA c¢ozeltisi: 0,8 gr TBA tartilip 100 mL’ye ditile su ile tamamlanir ve

1sitilarak ¢oziiliir.

n-biitanol-piridin ¢ozeltisi (15:1): Stok piridinin 1 mL’si 15 mL n-biitanol

ile karistirilir.
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3.10.4.1 Deneyin Yapihsi:

Cizelge 3.3. Malondialdehit (MDA) 6l¢iim protokolii

Kor Standart Ornek
Standart (1/10 diliie) (nL) - 50 -
Ornek (nL) - - 50
SDS ¢6z. (uL) 100 100 100
Asetik Asit ¢6z. (uL) 750 750 750
TBA ¢oz. (uL) 750 750 750

400 350 350

Tiipler 95 °C’de 30 dakika siire ile inkiibe edildi. Musluk suyunda sogutuldu.
500 pL distile su elkendi 2,5 mL n-biitanol-piridin karisimi eklenip tiipiin kapagi
kapatilarak karigimlar beyazlasincaya kadar vortekslendi. 4000 rpm’de 15 dakika
santrifiijlendi. Stipernatant fazdan 1 mL alimp 532 nm’de kore Kkarsi

spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

3.11. Histolojik Incelemeler

3.11.1. Dokularin Elde Edilmesi ve Fiksasyonu

Histolojik takip i¢in ratlarin sol uteruslart tercih edildi. Deney siiresince
toplam 64 preparat kullanildi. Kontrol grubuna ait preparatlar izolasyondan hemen
sonra immiinfloresan preparasyon igin % 4’liikk paraformaldehit ¢ozeltisine, elektron
mikroskobik preparasyon i¢in % 2,5’luk gluteraldehit ¢ozeltisine alinirken deney
gruplart 2 saatlik doz 1, doz 2, doz 3 c¢ozeltilerinde bekletildikten sonra

immiinfloresan ve elektronmikroskobik preparasyona alindi.
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3.11.2. immiin Floresan isaretleme Protokolii

1. Paraformaldehit ¢ozeltisindeki dokular bir gece buzdolabinda +4 °C’de
bekletildi.

2. Dokular % 20’lik siikroz soliisyonda 12 saat, bunu takiben % 30 siikroz ve
% 0,1 sodyum azid iceren solusyonda 12 saat bekletildi. Daha sonra -20 °C’ye
konarak donmalar1 saglandi.

3. Donan dokulardan, Leica® CM1900 marka kriyostat ile 5 pm kalinliginda
kesitler, adheziv kapli lamlara (Superior Marienfeld-HistoBond®) alindi. isaretleme
islemi yapilmadan 6nce kesitler pap-pen ile gevrildi.

4. Kesitler fosfatli tuz tamponu (PBS, pH: 7.,4) ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

5. Non-spesifik antikor baglanmasini ve bundan dolay1 olusabilecek zemin
boyamasim engellemek igin protein blok (Novocastra™, katalog no: D01-125) ile 8
dakika inkiibe edildi.

6. Kesitlerin tizerindeki protein blok uzaklastirildi. Daha sonra % 0.1 Triton-
X-100, % 0.5’lik s1g1r serum albumini i¢eren PBS i¢inde (PBS-BSA) 1/200 oraninda
sulandirilmis primer antikorlar (caspase-3 tavsandan elde edilmis poliklonal IgG
primer antikoru, Santa Cruz Biotechnology®, katalog no: sc-7148) damlatildu.
Negatif kontrol i¢in ayrilan kesitlere ise primer antikor igermeyen % 0,5 PBS-BSA
damlatildi. Kesitler nemlendirilmis kapali bir kap i¢inde +4 °C’de buzdolabinda 16
saat inkiibe edildi.

7. Inkiibasyondan ¢ikarilan kesitler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandu.

8. Kesitlerin iizerine %0,5 PBS-BSA i¢inde 1/400 oraninda sulandirilmis
sekonder antikor (keciden elde edilmis fluorescein isothiocyanate (FITC) konjuge
anti-tavsan IgG sekonder antikoru, Santa Cruz Biotechnology®, katalog no: sc-2012)
damlatildi. Kesitler nemlendirilmis kapali bir kap i¢inde 37 °C’de 90 dakika inkiibe
edildi.

9. Kesitler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

10. Son yikamadan sonra lamlar dikkatlice kurulandi ve c¢ekirdeklerin
boyanmasi i¢in kesitler, 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) igerikli kapatma
medyumu (Santa Cruz Biotechnology®, katalog no: 24941) ile kapatildi. Lamellerin

etrafi, kesitlerin hava almamasi icin tirnak cilasi ile izole edildi.
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3.11.3. Elektron Mikroskobik Doku Takibi Protokoli

Elektron mikroskobik inceleme i¢in alinan dokular oOncelikle 1mm>’litkk

parcalara boliindii ve % 2,5°lik gluteraldehit soliisyonunda 4-6 saat tespit edildi.

Daha sonra PBS ile yikanan dokular asagidaki takip protokoliine gore hazirlandi.

1. %1°lik osmium tetraoksitte ikinci tespit 1 saat

2. PBS ile yikama 3 kez 5’er dakika

3. % 50 Etil alkol +4 °C’de 15 dakika
4. % 60 Etil alkol +4 °C’de 15 dakika
5. % 70 Etil alkol +4 °C’de 15 dakika
6. % 80 Etil alkol +4 °C’de 15 dakika
7. % 96 Etil alkol +4 °C’de 15 dakika
8. % 100 Etil alkol +4 °C’de 15 dakika
9. % 100 Etil alkol +4 °C’de 15 dakika
10. %100 Etil alkol 25 °C’de 15 dakika
11. Propilen oksit 25 °C’de 15 dakika
12. Propilen oksit 25 °C’de 15 dakika
13. Propilen oksit + Epoksi rezin 25 °C’de 30 dakika
14. Propilen oksit + Epoksi rezin 25 °C’de 30 dakika
15. Epoksi rezin 25 °C’de 16-24 saat

Bu iglemlerden sonra dokular epoksi rezine (Electron Microscopy Sciences®

katalog n0:13940) gomiilerek 60 °C’lik etiivde 24 saat siireyle polimerize edildi. Elde

edilen bloklardan ultramikrotom (Leica® Ultracut UCT125, Leica Avusturya-Viyana)

ile 70 nm kalinliginda kesitler, 300 gozenekli bakir gridlere alind1 ve uranil asetat ve

kursun sitrat ile kontrastlandi. Kontrastlama islemi i¢in;

Kesitler uranil asetatta 5 dakika bekletildi,
Distile su ile yikandi,

Kursun sitratta 5 dakika bekletildi,

Distile suda yikandi,

Kurutma kagidi ile kurutuldu.
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3.11.3.1. Elektron Mikroskobik Degerlendirme

Boyanan kesitler transmisyon elektron mikroskobu (Jeol® JEM1011, Tokyo,
Japonya) ile incelendi ve mikroskoba eklenmis dijital kamera (Megaview III,
Olympus GmbH, Germany) ile fotograflandi. Her grupta miyometrium tabakasinda

bulunan diiz kas hiicrelerinin ultrayapist ayrintili olarak incelendi.

3.12. Biyofiziksel Verilerin Wavelet Doniisiimii ile Analizi

Spontan ritmik biyosinyallerin analizinde Fourier, Wavelet (Dalgacik)
dontisiimii gibi analiz yontemleri kullanilmaktadir. Bunlardan Fourier doniistimii
frekans bandinda bilgi verirken Wavelet donligiimii ise zaman ve frekans bandinda
bilgi verir.

Dalgacik doniisiimiiniin taban fonksiyonlarma “dalgacik®  adi verilir.
Dalgacik, ortalama degeri sifir ve siiresi smirli olan bir dalgadir. Wavelet
dontisiimiinde bir fonksiyonun dalgacik olmaya aday olmasi, y(x) fonksiyonunun
stirekli olmas1 ve x — oo i¢in sifira gitmesi veya reel sayilar kiimesinde bir boliim
haricinde degerinin sifir olmasiyla miimkiindiir. Burada bahsedilen sifir olmayan reel
sayilar kiimesi parc¢asina “dalgacigin destegi” denir.

Dalgacik doniisiimiiniin matematiksel karsilik bulan iki temel parametresi
vardir. Bunlar “a: dilasyon (skala)” parametresidir. a parametresi bir fonksiyonu
zaman skalasinda sikistirir veya genisletir. a igin biiyiik degerler, kiigiik frekans
degerlerine, kiigiik degerler ise yiiksek frekans degerlerine karsilik gelir. a ile frekans
arasinda ters orant1 vardir. Diger parametre ise “b: Oteleme parametresidir” ki bu
parametre de tanimlanan bir skala boyunca dalgacigin 6telenmesinden sorumludur. a
ve b parametreleri siirekli veya kesikli olabilir. Siirekli olmalarinda denklem
3.1.”deki gibi, kesikli olmasinda ise denklem 3.2.’deki gibi ifade edilirler (51).

1 t-b
Yo (DA ﬁ W(T) (3.1)
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Y, (t)=2"2w (2t -k)
(3.2)

Dalgacik doniistimii kullanilarak zaman igerisinde frekansin yeri hakkinda
bilgi verir. Katsayilarin biyiikligiinii dikdortgenlerin renkleri ile ifade eden bir
grafik ¢izimidir. Dikdortgenlerin yeri ve boyutu katsayinin zamani ve frekansi
hakkinda bilgi verir.

Diistik degerlerde katsayilar, genis zaman araligi ve kiigiik frekansa sahip
oldugunu belirtmek igin genis ve kisa kenarli dikdortgenle temsil edilirken tersine,
yiiksek degerlerde katsayilar, kiiciik zaman araliklar1 ve biiylik frekansa sahip
oldugunu belirtmek i¢in ince ve uzun kenarli ¢izilir (52).

50 Hz ornekleme frekansinda Biopac Lab. Pro 3.7.0-MP35 programi
araciligiyla alman uterus diiz kas spontan aktivite kayitlarin Wavelet analizlerini
yapmak iizere MATLAB Programina aktarildi. Daha onceden “acq” formatinda
kayitlanan verilerin “mat” doniistimleri yapildi. 50 Hz kayit frekansinin
saglayabilecegi giirtiltii bilesenlerini uzaklastirmak iizere kayitlarin tamami 6rnek
seyreltme siizgecinden (decimation filter) gegirildi. Analizde Oncelikle kayitlarin
MATLAB ortaminda siirekli wavelet doniistimleri (CWT) alindi. Elde edilen CWT
katsayilarinin  karesi alinarak her bir doniisiime karsilik gelen wavelet
skalogramlarina, bir bagka ifadeyle enerji fonksiyonlarina ulasild. Iki ve ii¢ boyutlu
skalogramlarda renk skalasi referans alinarak yorum yapilir, lacivert renk diisiik iken,
kirmizi renk en yiiksek enerjiyi gosterir (Sekil 3.6.). Her grup i¢in bu fonksiyondan
30, 60, 90 ve 120. dakikalardaki genlik degerleri (genlik burada sinyalin toplam

enerjisinin yiizde kaginin orada oldugunu temsil etmektedir) elde edildi.
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Sekil 3.6. Sigan uterus diiz kas spontan aktivite grafikleri. A. Spontan aktivite kaydi, B. 2
boyutlu skalogram, C. 3 boyutlu skalogram.
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3.13. Istatistiksel Degerlendirme

Degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadiklar1 Shapiro Wilk testi ile
incelendi. Dagilim varsayimi biitiin gruplar i¢in dogrulandi ve gruplarin normal
dagilimda oldugu saptandi. Grup i¢i degerlendirmeler tekrarlayan ol¢limlii varyans
analizi ile, gruplar arasindaki farklilik ise ANOVA ile yapildi. Coklu karsilastirmalar
icin Dunnett ve Tukey testleri kullamldi. Istatistiksel anlamliligin smir1 p<0,05

olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. SiO, NP’min Uterus Diiz Kas Spontan Aktivitesi Uzerine Etkileri

SiO; NP’nin uterus diiz kas spontan aktivitesi iizerine etkisine iliskin kayitlar
kontrol, doz 1 doz 2 ve doz 3 igin sirasiyla Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3. ve Sekil
4.4.°de verilmistir. Wavelet analiz parametreleri olan enerji ve frekans degisimleri
biyokimyasal ve histolojik degerlendirmelerden farkli olarak hem doza hem de
zaman bagl olarak degerlendirilmistir.

Wavelet skalogramlarinda skala ile frekans ters orantili olup enerji grafigi
kenarinda verilen renk skalasi dikkate alinarak degerlendirilmistir. Yapilan wavelet
analizi sonucunda elde edilen 2 ve 3 boyutlu wavelet skalogramlarinda zamana bagh
olarak kasilmalarin frekansi ve enerjileriyle ilgili bilgiler elde edilmistir. Kontrol i¢in
olan skalogram grafikleri (Sekil 4.1.) incelendiginde, tiim siire boyunca kasilmalarin
yaklasik 80 skala degerinde oldugu, bunun da yaklasik olarak 0.01 Hz’e karsilik
geldigi tespit edilmistir. Ayni grafiklerden, kayit siiresinin son 30 dakikalik kisminda
enerji seviyesinin yaklasik %100 oraninda artis gosterdigi de gozlemlenmistir. Bu
enerji artis1 sinyal analizi olarak incelendiginde, kasilmalarin genlikleri degismezken
zaman ilerledik¢e kasilmanin baslamasiyla bitisi arasindaki siirenin arttig1, yani daha
uzun siire kasili kalan uterus kasinin da daha fazla enerji sergiledigi sonucuna
ulagilmistir. Doz uygulamali skalogram grafikleri incelendiginde ise her bir dozun
kendi kontrol (doz uygulama Oncesi) siiresi i¢inde sahip oldugu enerji seviyesinin
doz uygulamasi sonrasinda diistiigli ancak doza bagli olarak bu diisiisiin farklh
olmadig: tespit edilmistir. Buna karsilik doz uygulamali tiim 2 boyutlu skalogram
haritalarindaki sag iist koseye dogru seyreden yiiksek enerji degerleri, kasilmalarin
skala degerlerinin arttigimi, dolayisiyla da kasilma frekansmin distiiglini
gostermistir. Bu kayitlar sinyal analizi yontemleriyle incelendiginde doz uygulama
sonrasinda gecen zamana bagli olarak bazi durumlarda kasilma genliklerinde diisme
olmasma karsin kasili kalma siirelerindeki artis sebebiyle enerji degerlerinin

degismedigi saptanmistir. Doz uygulamali sonuglar, doz uyglanmayan kontrol
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sonuglariyla karsilastirildiginda, doz uygulanmadigi durumda zaman ilerledikge
ortaya c¢ikan enerji artisginin uygulanan doz tarafindan ortadan kaldirildigi, yani
uygulanan SiO; NP’larin zaman ilerledik¢e kasilma enerjisini de diistirdiigiinii, ancak
bu diisiisiin uygulanan doza bagli olmadigini sdylemek miimkiindiir. Ayrica tiim doz
uygulamalarinda uygulama sonrasi kasilma frekansinin diistiiglinii, bu diisiisiin 3.

dozda daha hizli oldugu da rahatlikla soylenebilir.

Wavelet doniisiimiiyle uterus spontan aktivitesinin enerji ve frekans degerleri
tim dozlar ve uygulama siireleri i¢in elde edilmistir. Enerji degerleri agisindan ii¢
doz i¢in kontrol dl¢iimiiyle (0.dakika), 30, 60, 90 ve 120. dakika Ol¢timleri arasinda
istatistiksel olarak dnemli bir fark bulunmamistir (Sekil 4.5.). Frekans degeri her ii¢
doz igin 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kontrol degerine gore (0. dk) azalmistir ve bu
azalma 60, 90 ve 120. dakikalar i¢in istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur
(p<0.05). (Sekil 4.6.). Frekansta doza bagli 6nemli bir degisim gozlenmemistir
(p>0.05).
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Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait grafikler. A. Uterus diiz kas spontan aktivite kaydi, B. 2
boyutlu skalogram, C. 3 boyutlu skalogram.
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Sekil 4.2. Doz 1’e ait grafikler. A. Uterus diiz kas spontan aktivite kaydi, B. 2 boyutlu
skalogram, C. 3 boyutlu skalogram.
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Sekil 4.3. Doz 2’ye ait grafikler. A.Uterus diiz kas spontan aktivite kaydi, B. 2 boyutlu
skalogram, C. 3 boyutlu skalogram.
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Sekil 4.4. Doz 3’e ait grafikler. A. Uterus diiz kas spontan aktivite kaydi, B. 2 boyutlu
skalogram, C. 3 boyutlu skalogram.
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Sekil 4.5. SiO, NP i¢in enerji degerlerinin doza bagh degisimi. Grafikte 1:0.dk, 2:30.dK,
3:60.dk, 4:90.dk, 5:120.dk’ya karsilik gelmektedir.
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Sekil 4.6. SiO, NP i¢in frekans degerlerinin doza bagli degisimi. Grafikte 1:0.dk, 2:30.dk,
3:60.dk, 4:90.dk, 5:120.dk’ya karsilik gelmektedir.
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4.2. SiO, NP’min Uterus Miyometrium Tabakas1 Uzerine Etkilerinin Elektron
Mikroskobik Degerlendirilmesi

Kontrol grubuna ait uterus dokusu orneklerinde miyometrium tabakasindaki
diiz kas hiicrelerinin normal morfolojik 6zellikleri sahip olduklar1 goriildii.
Miyometrium hicrelerinin niikleus ve organelleri normal yapida izlendi.
Miyometrium diiz kas hiicrelerinin sitoplazmasinda bulunan intrasitoplazmik yogun
cisimciklerin de normal yapida oldugu gozlendi (Sekil 4.7.).

Doz 1 (Sekil 4.8.), doz 2 (Sekil 4.9.) ve doz 3 (Sekil 4.10.) gruplarina ait
uterus dokusu orneklerinde miyometrium tabakasindaki diiz kas hiicrelerinin kontrol
grubuna benzer sekilde normal morfolojik 6zelliklere sahip olduklari saptandi.

Diiz kas hiicrelerinin niikleus, sitoplazmik organeller ve intrasitoplazmik
yogun cisimcikler normal yapisal 6zelliklere sahiptir.

Ancak tim deney gruplarinda kontrol grubundan farkli olarak hem bag
dokusunda hem de miyometrium tabakasindaki diiz kas hiicrelerinin
sitoplazmalarinda hiicre membranina yakin lokalizasyonda elektron dens
nanopartikiil topluluklart saptandi (Sekil
4.11)).

Sekil 4.7. A.,B. Kontrol grubu miyometrium diiz kas hiicrelerine ait EM goriintiileri. Niikleus (yildiz),
intrasitoplazmik yogun cisimcikler (ok baslart). (Uranil asetat-kursun sitratA.- X7500 B- 25000).
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Sekil 4.8. Doz 1 miyometrium diiz kas hiicrelerine ait EM gorintileri. A., B. Niikleus (yildiz),
mitokondriyonlar (oklar), intrasitoplazmik yogun cisimcikler (ok baslari), NP (beyaz oklar). (Uranil
asetat-kursun sitrat A. X15000 B. X25000).

Sekil 4.9. Doz 2 miyometrium diiz kas hiicrelerine ait EM gorintiileri. A., B. Niikleus (yildiz),
mitokondriyonlar (oklar), intrasitoplazmik yogun cisimcikler (ok baslar1), nanopartikiiller (beyaz
oklar). (Uranil asetat-kursun sitratA. X15000 B. X25000).
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Sekil 4.10. Doz 3 miyometrium diiz kas hiicrelerine ait EM goriintiileri. A., B. Niikleus (yildiz),
mitokondriyonlar (oklar), intrasitoplazmik yogun cisimcikler (ok baslari), nanopartikiiller (beyaz
oklar). (Uranil asetat-kursun sitratA. X15000 B. X 25000).

200 nm

Sekil 4. 11. A. Deney gruplarinda uterus miyometrium hiicre sitoplazmalarinda 20 nm boyutunda
SiO, NP gosterimi (beyaz oklar), B. (Uranil asetat-kursun sitrat, A. X60000, B. X120000)

4.3. SiO; NP’min Uterus Miyometrium Tabakasi Uzerine Etkilerinin immiin

Floresan Degerlendirilmesi

Floresan boyama yapilan kontrol, doz 1, doz 2 doz 3 gruplarina ait Caspase 3
pozitif isaretli olan bdlgeler yani apoptoza ugramis hiicreler Sekil 4.12.°de
gosterilmistir. Gruplar arasi karsilastirmada doz 2 ve doz 3 kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli iken doz 1’e ait caspase 3 pozitifliligin doza gore istatistiksel anlaml

oldugu saptanmistir (p<0.05) (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.12. Kontrol ve deney gruplarinda Caspase 3 immiin isaretlemesi. Kontrol grubu A. Caspase
3 pozitif hiicreler (oklar) Dozl B., doz 2 C.,ve doz 3, D. (FITC X400).
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Sekil 4.13. Apoptotik hiicre sayisinin doza bagli degisimi.*p<0.05, karsilastirmalar kontrole goére
yaptlmigtir. + p<0.05, doz 3’e gore farkli oldugunu gostermektedir.

4.4. SiO; NP’min Uterus Diiz Kas Spontan Aktivitesi Uzerine Etkilerinin

Biyokimyasal Degerlendirilmesi

Dokularin lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in malondialdehit (MDA)
diizeylerine, antioksidan diizeylerini belirlemek i¢in ise glutatyon peroksidaz (GSH-
Px), siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerine bakildi. Enzim aktivitelerinin U/mg
protein olarak belirtebilmek i¢in ise tiim dokularin protein diizeyleri 6lgiildii. MDA
diizeyi acisindan tiim doz gruplarinda kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli bir
artis gozlendi (p<0.05). Ayrica doza bagl artislar da istatistiksel olarak Snemli
bulundu (Sekil 4.14.). (p<0.05). Uterus SOD ve GSH-Px diizeyi tiim doz gruplarinda
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldi (Sekil4.15., Sekil4.16.).
SOD aktivitesi doza bagli olarak azalirken ve bu azalma istatistiksel olarak
onemliyken (p<0.05), GSH-Px degerlerinde doza bagl olarak istatistiksel olarak

onemli bir degisim gdézlenmedi (p>0.05).
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Sekil 4.14. Ortalama MDA diizeyinin doza bagl degisimi.
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Sekil 4.15. Ortalama SOD aktivitesinin doza bagl degisimi.
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Sekil 4.16. Ortalama GSH-Px diizeyinin doza bagl degisimi.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada SiO, NP’nin uterus diiz kas spontan aktivitesi iizerine olasi
toksik etkileri biyofiziksel, biyokimyasal ve histolojik ydntemler kullanilarak
incelenmistir. Arastirma sonucunda farkli doz ve siiredeki SiO, NP’larin uterus
kontraksiyonlarinin enerjisini etkilemedigi ancak frekansinin uygulama siiresine
bagli olarak azaldigi gdzlenmistir. Biyokimyasal incelemede antioksidan
enzimlerden SOD ve GSH-Px’in aktivitesinin kontrol grubuna gore azaldigi, lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyinin ise arttig1 bulunmustur. Elektron
mikroskobik incelemeler, SiO, NP uygulanmasinin uterus ultrayapisinda degisiklige
neden olmadigimi gosterirken, immiin floresan incelemeler SiO, NP’larin doza bagli
olarak apoptozisi arttirdigini ortaya koymustur.

Calismada kullanilan nanopargaciklarin boyutu ve dozlar daha Onceki
calismalara gore belirlenmistir. Qingqing Chen ve arkadaslar1 50-800 pg/mL gibi
oldukga genis bir konsantrasyon araligi kullanmislardir (53). Yine, Xin Liu ve
arkadaglar1 pargacik konsantrasyonun olasi etkilerini gézlemlemek iizere 20 ve 25
nm boyutlarinda 25-400 pg/mL araligindaki konsantrasyon degerlerinde sahip SiO,
ve Fe3O4 kullanarak genotoksik etki iizerine ¢alismislardir (54). Bir diger ¢alismada
10-640 pg/mL araliginda kullanilan SiO,’in fare monosit makrofaj hiicreleri {izerine
immiinotoksik etkilerine bakilmistir (55). Battal ve arkadaslar1 sabit konsantrasyonda
parcacik boyutu etkisini gérmek iizere 6 nm, 20 nm, 50 nm, boyutunda 150 pg/mL
konsantrasyonda boyuta bagli genotoksik etkileri incelemislerdir (56). Hiicre kiiltiirii
calismasinda kullanmak {izere Evans ve arkadaslari 25 nm boyutunda SiO, NP
kullanmiglardir (57). Sergent ve arkadasglart 25 ve 100 nm boyutlarinda SiO;
kullanarak insan epitelyal intestinal HT-29 hiicre gruplarinda genotoksik ve toksiteyi
incelemislerdir (58). Shim ve arkadaslari ise 20 nm ve 100 nm boyutlarindaki
nanopargaciklarin rat beyin ve kan plazmasindaki baglanma protein diizeylerini
analiz etmislerdir (59). Nabeshi ve ark. bir fare ¢alismasinda 70 nm SiO, NP’nin fare
derisinde stratum korneuma kadar ilerledigini ve burada keratinosit ile Langerhans
hiicrelerine ulastigini saptamislardir. Ayni arastiricilar bir sonraki ¢alismalarinda fare
epidermal langerhans hiicrelerinde 70, 300 ve 1000 nm boyutlarindaki SiO, NP’larin
sitotoksik etkisi oldugunu gostermislerdir (60). Xie ve ark. SiO, NP’ nin karaciger,
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dalak ve akcigerde biriktigini ve karacigerde makrofajlarin endositozu sonrasinda
karaciger hasarina neden olabilecegini gosterdikleri calismalarinda farelere, 20 nm
ve 80 nm boyutlarinda ve 1mg/mL dozunda SiO; NP uygulamislardir (61).

Goriildugi tizere literatiirde kullanilan nanopargacik boyutlar1 6-1000 nm
araliginda, dozlar ise 10-2000 pg/mL araliginda degismektedir. Bu ¢alismada 20 nm
boyutunda ve diisiik 250 ug/mL, orta 500 pug/mL ve yiiksek 1000 pg/mL olmak
tizere ti¢ ayr1 konsantrasyonda SiO, NP sec¢ilmistir.

Uterus spontan aktivitesini analiz etmek iizere wavelet analiz yOntemi
kullanilmistir.

Wavelet analizi frekans ve zaman bilgisi tasiyan biyosinyallerin analizinde
kullanilan ~ yontemlerden biridir (62, 63). Bu analiz elektrokardiyografi,
elektromiyografi, elektroensefalografi gibi biyolojik sinyallerin analizinde
kullanilmaktadir. Yapilan literatiir aragtirmasinda uterus spontan aktivite kayitlarinda
wavelet analizini kullanan sinirli sayida ¢aligmanin oldugu gozlenmistir (64, 65, 66).
Bu c¢aligmalarda genellikle normal uterus kontraksiyonlariyla patolojik uterus
kontraksiyonlar1 karsilastirilmistir.  Wavelet analizi gilinliik yasamda siklikla
kullanilan NP’larin uterus spontan aktivitesi lizerine etkisini belirlemek iizere ilk kez
bu calismada kullanilmistir.

Yapilan wavelet analizi sonucunda elde edilen 2 ve 3 boyutlu wavelet
skalogramlarinda frekans-zaman-enerji (genlik) bilgileri elde edilmistir. Uygulanan
doz ve siiredeki SiO, NP’lari uterus kontraksiyonlarinin enerjisini etkilemezken,
frekansinda uygulama siiresine bagli olarak azalmaya neden olmustur. Uterus
kasilma frekansindaki azalmayi, ilk GIS’de tanimlanan ve varlig1 uterus, kalp, iskelet
kasi gibi farkli organlarda da saptanan, dncelikle ICC’ye benzerliginden dolay:r ICLC
olarak isimlendirilen ancak daha sonra telosit olarak adlandirilan hiicre gruplar ile
iliskilendirilebilir. Telositler bir ¢ekirdek ve kii¢iik bir miktar sitoplazmadan olusan
oldukca kiictik hiicre govdelerine sahip ve telepod olarak isimlendirilen olduk¢a uzun
ve ince tiibiiler yap1 ile karakterize hiicrelerdir. Telositler mide, uterus diiz kas1 gibi
uyarilabilir hiicrelerde biyoelektriksel modiilasyonundan sorumludur ve bunu da
enterik sinir stimiilasyonu innervasyonu ile gercgeklestiriler (67) .

Miyometrial telositlerde elektrofizyolojik ve immiinohistokimyasal yontemler

kullanilarak yapilan ¢aligmalarda kiigiik iletkenlikli kalsiyumla aktive olan potasyum
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kanallar1 (68), T-tipi kalsiyum kanallar1 (69) ve hiperpoarizasyonla aktive olan kloriir
kanallarinin varligi (70) gosterilmistir. Telositlerde bu iyon kanallarinin varlidi,
potasyum, kalsiyum ve klor akimlarinin spontan ritmik aktivitenin olusumunda rol
oynayabileceklerini diisiindiirmektedir. Kiiciik iletkenlikli kalsiyumla aktive olan
potasyum kanallar intraselliiler kalsiyum konsantrasyonuna duyarlidir ve bu disar1
dogru olan bu akim zar potansiyelinin esik degere ulagmasinda rol oynar. T-tipi
kalsiyum kanallar1 hizli aktive ve inaktive olan kalsiyum kanallaridir. Kalpteki ve
GIS’deki pacemaker hiicrelerde de bulunurlar ve pacemaker potansiyellerin
olusumunda rol oynarlar. Kalsiyuma duyarli ve hiperpolarizasyonla aktive olan
kloriir kanallar1 da igeri dogru kloriir akimlarindan sorumludur (70). Telositlerin
pacemaker aktivite olusturduklar1 konusu tartigmali olsa da birgok arastirmada
pacemaker aktivitenin varligin1 gosteren bulgular elde edilmistir. T-tipi kalsiyum
kanal akimlar1 ve kiiglik iletkenlikli kalsiyumla aktive olan potasyum kanallarinin
telositlerde depolarize edici akimlari, kloriir kanallarinin ise repolarize edici akimlari
olusturmasi olasidir. Bu calismada uterus kontraksiyonlarinin frekansinin azalmasi
SiO; NP’larin bu iyon akimlarini etkilemesiyle iliskili olabilir. Kontraksiyonlarin
enerjisinde (genliginde) doza ve zamana bagli bir degisiklik olmamasi SiO,’nin
telositlerde T-tipi kalsiyum kanallarindan ve kiigiik iletkenlikli kalsiyumla aktive
olan potasyum kanallarindan ¢ok iceri dogru kloriir akimlarini etkiledigini ve igeri
dogru klor akimimi arttirdigini diistindiirmiistiir. Hiperpolarizasyon telositin daha geg
depolarize olmasina, esige daha gec ulagsmasia ve bdylece ritmik kontraksiyonlarin
daha yavas olugsmasina yol agiyor olabilir. Bu calismada SiO;’in iyon kanallari
tizerine etkisi incelenmemistir. Elde edilen bulgularin desteklenmesi igin SiO;’in
telositlerdeki iyon kanallar1 iizerine etkisinin incelenmesine ihtiyag¢ vardir.

Uterus spontan aktivitesinin pacemaker aktivitenin uterus diiz kas
hiicrelerinde  aksiyon potansiyeli olusturmasi ve bunun kontraksiyonla
sonuclanmasiyla olusur. Kontraksiyonun toplam enerjisi ise bireysel kas liflerinin
katkilartyla  iliskilidir.  Bu  c¢alismada  elektron = mikroskobik  bulgular
degerlendirildiginde farkli dozlardaki SiO, NP’larin 120 dakika uygulanmasinin
uterus miyofibrillerinde herhangi bir degisiklige neden olmadigi gézlenmistir. Bu
bulgu wavelet doniisimii ile elde edilen kontraksiyon enerjisinde 6nemli bir

degisiklik olmamasi sonucuyla uyumludur.
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Oksidatif stres, yiiksek reaktif 6zellikte serbest oksijen radikallerinin (ROS)
olusmasi ile karakterizedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar nanopartikiillerin 6nemli
bir oksidatif stres kaynagi oldugu konusunda ipuglar1 vermektedir. Parka ve
arkadaslar1 10, 20 ve 40 pg/mL dozlarindaki titanyum dioksit nanopargaciklarinin
insan brongial epitelyum hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerini arttirarak ve
antioksidan enzim diizeylerini degistirerek oksidatif hasara yol agtigini
bildirmislerdir (71). Sun ve arkadaslar1 insan hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde
yaptiklart ¢alismada 43 nm boyutunda 0, 25, 50, 100 ve 200 g/mL konsantrasyonda
SiO; NP’lar1 3 ve 24 saat uygulamislar ve uygulama sonucunda oksidatif stresin
arttigin1 gozlemlemislerdir (72). Parven ve arkadaslar tarafindan yapilan bir bagka
calismada ise 90 giin boyunca 10 ve 80 nm boyutlarinda ve 150 pg
konsantrasyondaki SiO, NP’lara maruz birakilan siganlarda oksidatif stresin arttigi
bildirilmigtir (73). Ayni1 ¢alismada SOD, katalaz (CAT) ve GSH-X diizeyleri
Olclilmiis ve lipid peroksidasyon diizeyinin arttigi, SOD, CAT ve GSH-X
diizeylerinin azaldigr bulunmustur. Bizim 20 nm boyutunda ve 250, 500 ve 1000
pug/mL SiO; NP’lar1 uterus dokusuna 2 saat uygulayarak elde ettigimiz bulgular diger
arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglara benzer sekilde
doza bagli olarak MDA diizeyinin arttigini, SOD diizeyinin azaldigini, GSH-X
diizeyinin ise her doz grubu i¢in kontrol grubuna gore azaldigini gostermektedir. Bu
bulgular SiO, NP’larin uterus dokusunda oksidatif stresi arttirdigi seklinde
yorumlanabilir.

Apoptozis, gelismis organizmalarda hiicreler arasi iliskilerin geregi olarak
gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden
programli 6liimiidiir. Apoptozisin azalmasi kanser olusumuna, hizlanmasi ise ¢esitli
dejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur (74). Shi ve arkadaglar1 insan
havayolu  epitel  hiicrelerinde  yaptiklart  ¢alismada  titanyum  dioksit
nanoparcaciklariin doza bagl olarak apoptotik aktiviteyi arttirdigini bildirmislerdir
(75). Sun ve arkadaslar1 hepatik hiicrelerde yaptiklari ¢alismada farkli boyutlarda ve
150 pg/mL dozunda SiO; NP’larin oksidatif stresi arttirarak apoptozise neden oldugu
sonucunu elde etmislerdir (72). Apoptozisi tetikleyen en 6nemli nedenlerden birinin
oksidatif stres artisi oldugu bildirilmektedir. Bizim ¢alismamizda da uterus

dokusunda doza bagl olarak hem oksidatif stres hem de apoptozis artmistir. Bu
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sonu¢ uygulanan boyut, doz ve siiredeki SiO, NP’larin oksidatif stresi arttirarak
apoptozisi hizlandirdigini diistindiirmektedir.

Sonug olarak 20 nm biiyiikliigiinde ve 250, 500 ve 1000 pg/mL dozundaki
SiO, NP’larin izole uterus dokusuna uygulanmasi uterus spontan aktivitesinin
frekansinin azalmasina, oksidatif stresin artmasina ve apoptozisin hizlanmasina
neden olmustur. Bu bulgular SiO, NP’larin uterusta toksik etkilere yol agarak tireme
fonksiyonunu bozabilecegi konusunda ipuglart vermektedir. Bu etkinin
mekanizmasini ayrintili olarak agiklayabilmek i¢in iyon kanal fonksiyonlar1 ve kanal
ekspresyonunu da kapsayacak sekilde daha ileri calismalarin yapilmasina gereksinim

vardir.
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4.

6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada nanoteknolojide yaygin olarak kullanilan SiO, NP’larin farkli
dozlarmin uterus diiz kasi iizerine etkilerini belirlemek icin kullanilan
deneysel sican modelinde uterus spontan aktivitesi wavelet donlisimii ile
analiz edilmistir. Analiz sonucunda uterus kontraksiyonunun enerjisinde
uygulama zamani ve doza baglh degisiklik gézlenmezken frekans her doz i¢in
uygulama siiresine bagli olarak azalmistir. Bu sonucun SiO;’in uterus kasinda
bulunan telositlerin pacemaker aktivitesiyle iligkili oldugu diistiniilmiistiir.
Ancak bu iligkinin mekanizmasini agiklayabilmek i¢in telosit iyon
kanallarindaki etkinin patch clamp teknigi ve ger¢ek zamanli PCR

teknikleriyle incelenmesi yararl olacaktir.

. SiO7’in uterustaki etkisini arastirmak i¢in MDA ve antioksidan enzimlerden

SOD ve GSH-Px diizeyleri 6l¢iilmiis ve MDA’ nin doza baglh olarak arttigi,
SOD’in ise doza bagl olarak azaldig1 saptanmistir. GSH-PX diizeyi tiim doz
gruplarinda kontrole gore azalmis ancak doza bagl bir etki gézlenmemistir.
Bu sonu¢ SiO, NP’larin doku antioksidan savunma sistemini bozarak ve
serbest radikal olusumunu arttirarak {ireme islevinde biiylik 6neme sahip
uterusun bu fonksiyonu bozabilecegini diistindiirmiistiir.

Farkli dozlardaki SiO, NP’lar 120 dakikalik uygulama sonunda miyositlerin
ultrayapisinda herhangi bir degisiklige yol agmamistir. Daha uzun siireli
uygulamalar yapilarak uterus miyositlerinin ultrayapisi arastirilabilir. Ayrica
SiOy’in telosit yapisi iizerine etkisinin incelenmesi 6nemli olabilir.
Immiinfloresan isaretleme yontemi kullanilarak SiO, NP’larin uterusta
apoptozise yol actifi gosterilmistir. Apoptozis miktart doza bagl olarak
artmistir.  Apoptozis, antioksidan savunma sisteminin bozulmasiyla
tetiklenmis olabilir. Bu sonu¢ SiO, maruziyetinin uterusta dejenerasyon

olusturma potansiyeline sahip oldugunu diislindiirmiistiir.
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EK 1.

closeall

clearall

clc

loaddeney4 banyoZ2.mat

data=deney4 banyo2;

Ts=20e-3;

dec_ factor=50;

data decimated=decimate (data,dec_ factor);

Ts=Ts*dec factor;

data decimated zm=data decimated-mean (data decimated);
figure; plot(data decimated zm);

xlabel ('sn'); ylabel('Genlik (mV)'); title('spontan aktivite
kaydi');

sfigure; plot(fftshift (abs(fft(data decimated zm))));
f=(0:1length(data decimated zm)-1)./length(data decimated zm);
f=f.*(1/Ts);

fftdata decimated zm=abs (fft (data decimated zm));

fftdata decimated zm=2*fftdata decimated zm/length(fftdata decimated
_zm);

figure;
plot(f(l:length(f)/2+l),fftdata_decimated_zm(l:length(f)/2+l));
gridon

x1im([-0.02 f(length(f)/2+1)]1);

title('fft'); xlabel ('frekans (Hz)');

figure (1) ;

control son=(62-15)*60/Ts;
line([control soncontrol son], [-500
3500], 'Color', 'r', 'LineWidth', 2) ;

doz baslangic=(66-15)*60/Ts;
line ([doz_baslangicdoz baslangic], [-500
3500], 'Color', 'r', 'LineWidth', 2) ;

dozlu 30=(96-15)*60/Ts;
line ([dozlu 30 dozlu 30], [-500 3500],'Color','r', 'LineWidth',2);

dozlu 60=(126-15)*60/Ts;
line([dozlu 60 dozlu 60],[-500 3500], 'Color','r', 'LineWidth',2);

dozlu 90=(156-15)*60/Ts;

line([dozlu 90 dozlu 90], [-500 3500], 'Color','r', 'LineWidth',2);

dozlu 120=(186-15)*60/Ts;
line([dozlu 120 dozlu 120], [-500 3500], 'Color','r', 'LineWidth',2);

COEFS = cwt (data decimated zm,1:256, 'morl');

COEFS (:,control son-110:doz_baslangic+70)=0;

figure; sc=wscalogram('image',COEFS) ;

line([control soncontrol son], [-500

3500], "Color', 'r', "LineWidth', 2);

line([doz baslangicdoz baslangic], [-500

3500], 'Color', 'r', "LineWidth', 2) ;

line([dozlu 30 dozlu 30],[-500 3500], 'Color','r', 'LineWidth',2);
line([dozlu 60 dozlu 60], [-500 3500], 'Color','r', "LineWidth',2);
line([dozlu 90 dozlu 90], [-500 3500], 'Color','r', 'LineWidth',2);
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line([dozlu 120 dozlu 120], [-500 3500], 'Color','r', 'LineWidth',2);
xlabel ("time (s)'");

ylabel ('scales')

title ('2D scalogram');

figure; mesh(sc);
xlabel ('time (s) ")
ylabel ('scales')
zlabel ('percentenergy (3D scalogram)');
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