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ÖZET 

Nanopartiküllerin Fare Testis Dokusunda Mitokondri Stresi Üzerine                          

Olan Etkileri 

Amaç: Gerçekleştirilen çalışmalar Ag (gümüş) ve anastaz TiO2 (tiyanyum 

dioksit) nanopartiküllerinin faydalı yönlerinin aksine akciğer, karaciğer, böbrek, beyin 

ve kalp gibi organlarda toksik etkilere neden olabileceğini göstermektedir. Bununla 

birlikte, iki nanopartikül tarafından testiste oluşturulan olası mitokondri stresini  

araştıran bir çalışma literatürde bulunmamaktadır. Mevcut çalışma, Ag and anatase 

TiO2 nanopartikülleri tarafından testiste oluşturulabilecek olan olası hücre ve 

mitokondri toksisitesini belirlemek için gerçekleştirildi. 

Materyal ve Metot: Deneyler in vivo olarak fareler üzerinde gerçekleştirildi. 

Toksik etkinin ortaya çıkarılması için spermatolojik parametreler analiz edildi. 

Mitokondriyal füzyon ve fizyon mekanizmaları üzerindeki olası toksik etkiyi belirlemek 

için, mitokondriyal fizyon (Drp1) ve füzyon (Mfn1, Mfn2 ve OPA1) ile ilişkili 

proteinlerin mRNA seviyeleri gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) 

kullanılarak analiz edildi. Uygulama sonrası nanopartiküllerin testilerdeki varlığı ICP 

OES spektrofotometre kullanarak belirlendi. 

Bulgular: ICP OES spektrofotometresinden elde edilen sonuçlar intravenouz 

olarak uygulanan nanopartiküllerin testislere geçtiğini gösterdi. Gerçek-zamanlı PCR 

sonuçları mitokondriyal fizyon ve füzyon genlerinin mRNA seviyelerinin kontrollere 

oranla yüksek doz Ag (10 mg/kg doku) ve anatase TiO2 (5 mg/kg doku) uygulanmış 

gruplarda değiştiğini ortaya çıkardı. Ag gruplarının sperm parametreleri üzerine bir 

toksik etki yapmamasına rağmen, anatase TiO2 grubunun sperm hareketini ve 

velositesini azalttığı görüldü. 

Sonuç: Ag ve anatase TiO2 nanopartikülleri tarafından oluşturulan toksik etkinin 

mitokondriyal füzyon ve fizyon mekanizmalarını etkileyebileceği gösterildi.  

Anahtar Kelimeler: Gen ekspresyonu, mitokondri, nanopartikül, testis, toksik 

etki 
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ABSTRACT 

Effects of Nanoparticles on  Mitochondrial Stress in Mouse Testis Tissue 

Aim: The performed studies have shown that Ag (silver) and anatase TiO2 

(titanium dioxide) nanoparticles can cause significant toxic effect in various organs such 

as liver, lung, kidney, brain and heart in contrast to their beneficial effects. However, 

there is no study on the possible mitochondria stress in testes caused by these two 

nanoparticles. The present study was performed to determine the possible cell and 

mitochondria stress in testis, which may be caused by Ag and anastase TiO2 

nanoparticles. 

Materials and Methods:  Experiments was performed on mice models in vivo. For the 

revealing of toxic effect, spermatological parameters were analyzed. To determine a 

possibele toxic effect on mitochondrial fusion and fission mechanisms, mRNA levels of 

the mitochondrial fission (Drp1) and fusion (Mfn1, Mfn2, OPA1)-related proteins were 

analysed by using real-time polymerase chain reaction (RT-PCR). The presence of the 

nanoparticles in the testes was determined by using ICP OES spectrophotometer. 

Results: The results from ICP OES spectrophotometer showed that intravenously-

applied nanoparticles passed into testes. The real time-PCR results elucidated that 

mRNA leves of mitochondrial fussion and fission genes changed at high dose Ag (10 

mg/kg tissue) and anatase TiO2 (5 mg/kg tissue)-treated groups compared to the 

controls. Although Ag groups did not cause a toxic effect on sperm parameters, it was 

observed that TiO2 group decreased the sperm motility and velocity compared to the 

control. Conclusion: It was shown that Ag and anatase TiO2 NPs-induced toxic effect 

might affect mitochondrial fusion and fission mechanisms. 

Key Words: Gene expression, mitochondria,  nanoparticles, testis, toxic effect 
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1. GİRİŞ 

Nanopartiküller günümüzde biyoloji ve tıp alanında sıklıkla kullanılmaktadır. 

Nanopartiküllerin tıp alanında kullanılmasına nanotıp adı verilmektedir. Metalik 

nanopartiküllerin en önemlilerini Au (altın), Ag (gümüş), Ni (nikel), Pt  (platinyum) ve 

Ti (titanyum) teşkil etmektedir.
1,2

 

Tıp alanında nanopartiküller  duyarlı analizler sağlamak amacıyla biyomarkır 

tabanlı proteomik ve genomik teknolojilerde, manyetik rezonans, ultrason, floresan, 

nükleer ve bilgisayarlı tomografi gibi radyolojik alanlarda moleküler görüntüleme 

amacıyla, ilaç geliştirme sistemleri, hedefe yönelik tedavi, aşı geliştirilmesi gibi 

amaçlarla kullanılmaktadır.
3
 

Nanopartiküllerin tıp alanında kullanımının esas çıkış noktasını ilaçların yada 

diğer moleküllerin nanapartiküllere bağlanarak belirli  hedef doku yada hücrelere 

taşınması oluşturmaktadır. Tedavi sırasında ilacın sadece hedef organa yönlendirilmesi 

ve bu sayede diğer organlarda istenmeyen ilaç kaynaklı yan etkilerinin ortadan 

kaldırılması sağlık açısından çok önem arz etmektedir. Nanopartiküllerde bağlanmış 

oldukları ilaçları hedef organlara taşıdıklarından dolayı hastalık tedavilerinde daha iyi 

sonuçlar sağlamaktadır. Bu durum özellikle dokudaki kanserli hücrelere ilaçların 

spesifik olarak yönlendirilmesinde çok önem arz etmektedir.
4,5

 

Kanser çalışmalarında kullanılan önemli metalik nanopartiküllere altın ve 

titanyum partikülleri örnek verilebilir.
6
 Altın naonopartikülleri gibi gümüş 

nanopartikülleride tıbbi çalışmalarda geniş bir şekilde kullanılmaktadır. Antibakteriyel 

özelliğinden dolayı, gümüş nanopartikülleri günümüzde tıbbi aletlerin, evsel eşyaların 

ve içme sularının dezenfeksiyonunda kullanılmaktadır Yine antibakteriyel özelliğinden 

dolayı, gümüş nanopartikülleri tekstil endüstrisi tarafından giysiler içerisine 

yerleştirilmektedir. Diğer taraftan, gümüş nanopartikülleri hızlı sonuç alınması gereken 
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reaksiyonlar için nanosensör  hazırlanmasında kullanılmaktadır.
7
 Son zamanlarda 

yapılan çalışmalarda, gümüş nanopartiküllerinin HIV-I enfeksiyonunu da engellediği 

belirtilmektedir.
8
 

Altın ve gümüş nanopartiküllerinde olduğu gibi titanyum nanopartiküllerinin 

özellikle titanyum dioksit (TiO2)’ in günümüzde çok farklı kullanım alanları 

bulunmaktadır. Bu madde gıdalara, boyalara, mürekkeplere, kağıtlara ve diş 

macunlarına onların renklerini parlatıcı olarak eklenmektedir. Diğer bir ifadeyle, 

renklerin parlatıcısı olarak kullanılmaktadır. Bu madde hatta nanopartikül boyutunda 

kullanıldığında deriyi UV ışınlarına karşı koruma özelliği taşımaktadır. Bu yüzdende 

TiO2 nanopartikülleri kremlere yada deri tedavisnde kullanılan ilaçlara katılmaktadır.
9
 

Hava ve su ortamlarında kirleticilerin remediasyonunda, fotoaktivasyon ve serbest 

radikal oluşturma özelliği sayesinde de mikroorganizmaların öldürülmesinde 

kullanılmaktadır.
10

 Diğer nanaopartiküllerde olduğu gibi TiO2’ ninde kanser 

tedavilerinde kullanılan ilaçları (örneğin paklitaksel) hedeflerine başarıyla taşıdıkları 

belirtilmektedir.
11

 

İnsanlar metalik nanaopartiküllere, onların üretimi, endüstride (besin, kimya v.b) 

kullanımı, tıbbi çalışmalarda hayvan yada insan modellerine uygulanması sırasında 

maruz kalabilmektedir. Bu metalik nanopartiküller ise solumum, deri ve kan gibi yolları 

izleyerek insan vücuduna giriş yaptıktan sonra farklı organ ve dokulara 

yerleşebilmektedir.
12

 Yerleşmeyi takiben, metalik nanopartiküller molekül özellikleri 

nedeniyle organlarda, dokularda, hücrelerde, organellerde ve enzimler üzerinde 

istenmeyen toksik etkiler oluşturabilmektedir. Toksik etkiye bağlı olarakta solunum 

sistemi, kan, santral sinir sistemi, gastrointestinal sistem, üreme sistemine ait doku ve 

organlarda ve cilt üzerinde hasarlar meydana getirebilmektedir. Yapılan çalışmalarda 
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metalik nanopartiküllerinin toksik etkisinde onların şeklinin, büyüklüğünün, yüzey 

yapısının ve yükünün etkili olduğu belirtilmektedir.
13

 

Doku yada hücrelerde ortaya çıkan toksik etkiler nukleusun yanısıra mitokondri 

ve endoplazmik gibi organelleride etkilemektedir. Mitokondri enerji üretimi, hücre 

farklılaşması ve hücre apoptozisinde görev almaktadır.
14

 Hücrede bir çok fonksiyonu 

yerine getiren, mitokondri dışardan hücreye giren bir çok maddenin olumsuz etkisine 

son derece duyarlı durumdadır. Özellikle, hücreye giren nanopartiküller oluşturdukları 

oksidatif stress nedeniyle reaktif oksijen türleri (ROS) üretmekte ve üretilen ROS’ da 

mitokondri hasarına neden olmaktadır. Dolayısyla, ROS üretimi nanopartikül stresinin 

ve mitokondri hasarının bir göstergesi olarak kabul edilmektedir. Nanapartikül 

toksisitesi ROS üteriminin yanısıra mitokondri iç zarında bulunan sitokrom C 

proteinleirnin salınımınada neden olmaktadır. Sitokrom C’ de hücrede apoptozisini 

uyarmaktadır. Apoptos içinde, sitokrom C apoptozda görev alan apoptozom 

kompleksinin yapısına katılmakta ve kaspaz-9 aktivasyonunu sağlamaktadır.  

Dolayısıyla, mitokondri hasarına bağlı olarak ROS üretiminin yanısıra apaoptozda 

görev alan Bcl-2, Bax, sitokrom C (CytC), kaspaz-3 ve kaspaz-9 proteinlerinin 

seviyelerinde artış olmaktadır.
14

 

Yapılan l teratür taramasında Ag ve TiO2 nanopartiküllerinin fare testislerinde 

toksik etki oluşturduğu belirtilmektedir. Bununla birlikte, bu nanaopartiküllerin 

testislerde oluşturduğu mitokondri stresiyle ilgili literatürlerde herhangi bir bilgi yer 

almamaktadır. Bu çalışmanın amaçı; iki metalik nanopartikül olan Ag ve TiO2’ in fare 

testis dokusunda oluşturması muhtemel mitokondri stresini spermatolojik incelmelerin 

yanısıra Real-Time PCR analizleriyle ortaya koymaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Testisin Histolojisi ve Anatomisi 

Memelilerde erkek üreme sistemi genital kanallar, yardımcı bezler, iki adet testis 

ve penisten meydana gelmektedir. Testisin başlıca görevi erkek seks hormonları ve 

spermatozoa üretmekt r.
15

 

Testisler karın boşluğunun dışında ve skrotum içinde oblik pozisyonda asılı 

olarak duran bir çift organdır. Ovoid şekilli bu organlar yaklaşık 4-5 cm uzunluğunda ve 

2.5-3.5 cm genişliğinde olup ortalama 20-30 gr ağırlığındadır. Büyüklükler  yaklaşık 

olarak aynı olsa da sağ test s n ağırlığı sol test s nk nden   10 kadar daha fazladır. 

Genell kle sol test s sağa göre 1 cm daha aşağıdadır. Test sler n sıcaklıkları  se vücut 

sıcaklığından 3-4  C daha düşüktür. Test sler  en dıştan saran skrotumun kıvrımlı b r 

kese görünümünded r. Bu kese skrotal septum (septum scrotum)  le  ç kısımda  k  ayrı 

bölüme ayrılmakta ve her bolümde b r test s yer almaktadır.
16,17

 

Test sler n fac es med al s ve fac es lateral s adı ver len  k  yüzü, margo anter or 

ve margo posterior adı verilen iki kenarı, extremitas superior ve extremitas inferior adı 

verilen iki ucu vardır.  Testisin ön kenarı, her iki yüzü ve uçları düz ve konveks olup 

periton ile kaplıdır. Arka kenarının sadece lateral kısmı peritonla kaplıdır.
16,18

 

Testisler, embriyoloj k gel ş m sırasında karın boşluğunun arka duvarında 

retroper toneal olarak gel ş r. Fetüsün gel şmes  sırasında göç ederler ve skrotum  ç nde 

spermatik kordonların uçlarında asılı olarak bulunurlar. Skrotuma doğru 

gerçekleştirdikleri bu göç nedeniyle her b r test s kend s yle b rl kte per tonu, tun ka 

vag nal s adı ver len seröz b r kese şekl nde skrotum  ç ne sürükler. Tun ka vag nal s 

dışta parietal, içte visseral bir tabakadan oluşur ve testisin ön ve yan kısımlarında tunika 

albugineayı örter.
17
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Test s dıştan  çe; tun ka vag nal s’  n lam na v sceral s’   (ep orch um), tun ka 

albug nea ve tun ka vasculosa olarak üç tabaka  le sarılıdır. Kalın b r kollajen bağ 

dokusu özelliğindeki T. albug nea test s n arka yüzünde kalınlaşarak mediastinum testisi 

olusturur. T. albuginea ile bağlantılı fibröz septumlar organın derinlerine ilerleyerek 

bezi yaklaşık 250 piramidal parçaya böler, her bir parçaya testis lobülü adı verilir. 

Lobüller arasında çoğunlukla iletişim vardır.
17,19

 

Her lobülde 1-4 adet her testiste ise yaklaşık olarak 250-1000 seminifer tübül 

bulunmaktadır. Seminifer tübüllerin herbirinin çapı yaklaşık 150-250 μm ve uzunluğu 

ise yaklaşık 30-80 cm dir. Bir testisteki tübüllerin toplam uzunluğu ise yaklaşık olarak 

250 m dir.  Testisteki sem n fer tübüller ya kör uçludur yada dallara ayrılırlar. Her b r 

tübül sonlanırken lümen daralır ve düz tübüller veya tubul  rekt  adıyla b l nen kısa 

kanalcıklar hal nde sürer. Bütün lobuluslardan gelen bu kanalcıklar med astunum’a 

sokulur ve burada rete testis (Haller ağı) denilen yapıyı oluştururur. Rete testis, 10-20 

duktuli efferentes ile epididimin bas kısmına bağlanmıstır. Lobuli testislerde yapılan 

spermiumlar rete testisten ducctili efferentes testis adı verilen kanallar aracılığıyla 

epididimise gelir.
15,19,20

 

Sem n fer tübüller n arasındak  boşluğu kan damarları, lenfat k kanallar veya 

s nüzo dler, makrofajlar ve androjen üreten hücre grupları olan  nterst syel (Leyd g) 

hücreler  doldurur. Sem n fer tübüller erkek üreme hücreler  olan spermatozoonların 

üret m nden sorumlu  ken leyd ng hücreler , sekonder seks karakterler n n 

gel smes nden sorumlu erkekl k hormonu olan testosteronu üretmekted r. Leyd g 

hücreler ; yuvarlak, pol gonal, merkez  b r çek rdek ğ  bulunan eoz nof l k s toplazmalı 

ve küçük l p t tanec kler nden zeng n hücrelerd r. Tun ka albug neanın altında damardan 

zeng n gevşek b r bağ dokusu olan tun ka vasküloza yer alır. Tun ka vasküloza, tun ka 

albug neanın test s  ç ndek  uzantılarının  ç yüzey n  örter ve tun ka vasküloza bütün 
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tübüller  dıştan sarar.
15,17

 

Sem n fer tübüller f bröz b r bağ dokusu kılıfı, bel rg n b r bazal membran ve 

karmaşık b r sem n fer ep telden oluşur. Sem n fer tübülü saran f bröz bağ doku (tun ka 

propria) birkaç fibroblast katmanından oluşmuştur. Bazal membrana yapışık olan en 

 çtek  katman, düz kas özell kler  de gösteren yassılaşmış m yo d hücreler  çer r. 

Spermatozoon ve test küler sıvının sem n fer tübüllerden duktus ep d d m se ulaşması 

m yo d hücreler n r tm k kasılma hareketi ile peristaltik hareketin sağlanması ile 

gerçekleşir.
17

 

Seminifer tübül epiteli destek hücreleri (Sertoli hücreleri) ve spermatogenik seri 

hücrelerinden meydana gelmektedir. Spermatogen k hücreler, bazal lam na ve tübül 

lümen  arasını dolduran 4-8 tabaka hal nde düzenlenm slerd r. Bu hücreler, bel rl  

sayıda bölünmeden sonra farklılaşır ve spermatozoayı olusturur. Bunlar erkek germ 

hücreler n n sürekl  farklılaşma sürec ndek  çesitli evrelerini temsil eder. Başlangıçtan 

bitişe kadar bu olaya spermatogenez adı verilir.
15

 Sertol  hücreler ; spermatogenez 

ser s ndek  hücreler  saran, bazal membrandan sem n fer tübül lümen ne doğru uzanan 

uzun, p ram dal hücreler olup, tübüller arası boşluk ve sem n fer tübül lümen  arasında 

köprü hücreler olarak görev yapar.
17

 

Sertoli hücreleri testiste aşağıda belirtilen görevleri üstlenmektedir.
15

 

1.Gelisen spermatozoanın desteklenmesi, korunması ve beslenmesinin 

ayarlanması. 

2. Artık cisimlerin fagositozu 

3. Salgı ( Protein sentezi, androjen bağlayıcı protein, steroidler, inhibin) 

4. Ant müller yen hormon yapımı 

5. Kan test s bar yer  ve bunun kontrolü 

 . Leyd g hücreler  ve per tübüler hücreler n fonks yonunda parakr n kontrol 
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 . Germ hücreler n n lümene doğru pas f hareketlerinin sağlanması 

(spermiasyon) 

8. Spermatogenez n parakr n kontrolü 

 

2.2. Mitokondriyal Fizyon ve Füzyon 

Mitokondriler çift zarlı bir yapı özelliğindedir. Dış zarın ortalama olarak yarısını 

lipidler diğer yarısını ise proteinler meydana getirmektedir. Dış zardaki proteinlerin bir 

kısmını ise porinler oluşturmaktadır.  Kanal görevi gören bu moleküller 10.000 dalton 

kadar büyüklüğe sahip olan moleküllerin geçişine izin vermektedir. Miokondrilerin dış 

zarı gram negatif bakterilerin dış zarına benzerlik göstermektedir. İç zar  dış zara oranla 

çok daha az gçirgen olup, yapısını  20 lipid ve  80 protein oluşturmaktadır. İç zar 

ayrıca çok sayıda kıvrılma ve katlanma yaparak zar yüzeyinin artmasını sağlamaktadır. 

Bu katlanmış kıvrılmlı yapılara krista adı verilmektedir.
21

 

Mitokondri solunum, substrat oksidasyonu, ATP üretimi, apoptozis ve kalsiyum 

dengesi gibi olaylarda görev alan hücre organelidir.
21,22 

Mitokondrinin bölünmesi olarak 

ifade edilen fragmentasyon (fizyon) ve iki mitokondrinin birleşmesi anlamına gelen 

füzyon mitokondri dinamiğinin korunmasını sağlayan iki farklı antognistik olaydır. 

Hücrelerde mitokondriyal morfoloji, mitokondri dağılımı ve aktivitesi  bu olaylarla 

kontrol edilmektedir. Özellikle mitokondrilerin uzunluğunun, şeklinin, hacminin, 

hareketinin ve sayısının kontrol edilmesinde fizyon ve füzyon olayları son derece etkin 

rol üstlenmektedir. Maya ve memeliler üzerinde yapılan çalışmalar yüksek 

füzyon:fizyon oranına sahip hücrelerin bir kaç tane mitokondri içerdiğini ve bu 

mikondrilerinde uzun ve birbirleriyle bağlantılı olduğunu, tam tersine, düşük 

füzyon:fisyon oranına sahip hücrelerin  ise çok sayıda ve küresel yada kısa çubuk 

şeklinde mitokondrilere sahip olduğunu  ortaya çıkarmıştır.
22
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Mitokondriyal hareket hücrede mitokondri dağılımı için gereklidir. Çoğu 

hücrede mitokondri hareketi hücre iskeletindeki yollar üzerinde gerçekleşmektedir.  

Mayalarda mitokondriyal hareket hücre iskeletindeki aktin flamentler, memelilerde ise 

hücre iskeletindeki hem aktin flamentler hemde mikrotübüller üzerinde 

gerçekleşmektedir. Bu yollar üzerinde hareket eden mitokondriler birbirleriyle 

karşılaştıklarında birleşmekte ve füzyonu meydana getirmektedirler. Mitokondri 

dağılımında bu yollar önemli iken, mitokondri füzyonunda ve şeklinde her zaman 

gerekli değildir.
22,23

 Bu iki olayın herhangi birisindeki eksiklik yada anormallik 

mitokondri hareketini engellemekte yada verimsiz hale getirmektedir. Sinir hücrelerinde 

mitokondriler hücre gövdesinden daha uzak bölgelere hareket ettiğinden, bu iki olayın 

gerçekleşmesi özellikle sinir hücrelerinde son derece önemlidir.
24

 

Mitokondriyal fizyon molekülleri ise mitokondri dış zarında yer alan Fis1 ve 

stoplazmada bulunan Drp1 proteinleridir.
25

 Son zamanlarda yapılan bir çalışmada 

memeli mitokondri dış zarında yer alan Mff proteininde fisyon olaynda görev aldığını 

belirtilmiştir.
26

 

2.2.1. Füzyon Proteinleri 

Mitokondriyal füzyonda görev alan moleküler mitofusin-1 ve 2 (Mfn1 ve Mfn2) 

ve OPA1 proteinleridir. Bu moleküllerden Mfn1 ve Mfn2 mitokondri dış zarında, OPA1 

ise mitokondri iç zarında yer almaktadır. Memelilerde mitokondriyal dış zarlar 

arasındaki füzyon genellikle Mfn1 ve Mfn2 ile iç zarlar arasındaki füzyon ise OPA1 ile 

yürütülmektedir.
27

 

Mfn2 ayrıca endoplazmik retikulumda (ER) da bulunmakta ve büyük ihitimalle 

ER morfolijisinin kontrolünde ve mitokondri ile bağlantı kurmasında görev 

almaktadır.
28

 Mfn1 741, Mfn2 ise  5  aminoasitten meydana gelmektedir. İnsanlarda 

birbirleriyle ilişkili olan bu iki homolog protein   3 oranında benzerlik göstermekte ve 
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aynı fonksiyonel domainleri içermektedir.  Bu iki protein ortak olarak GTPaz, HR1, 

HR2 ve TM domainlerini içermektedir. Mfn1’ den farklı olarak  Mfn2’ de prolin 

aminoasidi bakımından zengin bir domainde bulunmaktadır. Bu proteinler sahip 

oldukları TM domainleri sayesinde mitokondri dış zarına tutunmaktadırlar. TM 

domainleri ilk önce dış zara giriş yapmakta daha sonrada U şeklinde dönüş yaparak 

zardan stoplazmaya doğru uzanmaktadır.  Dolayısıyla, bu proteinler her ne kadar 

mitokondri dış zarında bulunsada dışarı doğru (hücre stoplazmasına) uzantı 

yapmaktadırlar. Örneğin, bu proteinlerin mitokondri dış zarından dışarı doğru uzanan 

HR2 domaini birbirine yaklaşmış olan iki mitkondrinin dış zarlarının birbirleriyle 

bağlantı kurmasını sağlmaktadır. Mfn1 ve Mfn2’ nin füzyondaki rolü ise esas olarak 

GTPAZ domainleriyle açıklanmaktadır. GTPaz domainindeki mutasyonların füzyonu 

engellediği belirtilmektedir. Mfn1 ve Mfn2’ nin memelilerde görevi farelerde 

gerçekleştirilen hedef mutasyonlarla belirlenmektedir. Mfn1 ve Mfn2’ nin eksikliğinde 

mitokondrial tübül oluşumu ve füzyon gerçekleşmemektedir. Tam tersine, bu iki 

proteinin aşırı ekspresyonuda da füzyon oluşumunu engellemektedir. Birbirlerine 

homolog olan bu moleküllerinin herhangi birinin eksikliğinde diğeri füzyon olayını 

gerçekleştirebilmektedir.  Bununla birlikte, fibroblast gibi hücrelerde Mfn1’ in daha 

aktif olduğu belirtilmektedir.
23,29

 

Mfn1’ in aksine Mfn2’ nin hücrede oksidatif metabolizzma, hücre döngüsü, 

hücre ölümü, mitokondriyal aksonal taşınma gibi farklı rolleride üstlendiği 

belirlenmiştir. Dolayısyla, mfn2 genindeki mutasyonlar otosomal dominat kalıtım 

gösteren Charcot-Marie-Tooth 2A gibi nörödejeneratif hasatalıklara neden 

olabilmektedir. Ayrıca, obesite, diabe ve düz kasların gelişimdeki ananormallikler 

durumunda bu genin ekspresyonunda azalmalar olduğuda belirtilmektedir.
29

 

OPA 1 genindeki mutasyonlar otozomal dominant kalıtım gösteren optik otrofi 
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hastalığına neden olduğu için bu gen OPA1 olarakta isimlendirilmektedir. İnsan OPA 1 

geni mayalardaki Mgm1 (Saccharomyces cerevisiae) ve Msp1 (Schizosaccharomyces 

pombe) genleri ile anologdur.
30

 OPA1 ve homologları mitokondri zarları arasında yer 

almakta ve mitokondri iç zarına bağlı bulunmaktadır. OPA1 mitokondri füzyonunda ve 

kristaların yeniden modellenmesinde görev almaktadır.
29

 Dolayısıyla, RNA interferens 

ile bu gen knockdown edildiğinde füzyon gerçekleşmemekte hatta hücreler daha fazla 

fisyona uğramaktadır. Ayrıca, bu genin knockdown edilmesine bağlı olarak 

mitokondrilerin krista yapılarında ciddi anormallikler ortaya çıkmaktadır.
31,32

 Diğer 

taraftan, yapılan çalışmalarda, OPA1’ in baskılanmasına bağlı olarak hücrede 

apoptozisin aktive edildiği, hücre büyümesinin ve oksijen tüketimin azaldığıda 

belirtilmektedir. Dahası, bu proteinin otofaji ile birlikte hasarlı mitokondrilerin ortadan 

kaldırılmasında da görev aldığı açıklanmaktadır.
29,33,34

 OPA1 bütün dokularda eksprese 

olmasına rağmen, retina, beyin, kalp, iskelet kası ve karaciğerde daha yüksek 

ekspresyon göstermektedir.
29

 OPA1 geni ortalama 100 kb büyüklüğünde olup kodlama 

yapan 30 ekson içermektedir.
35

 OPA1 geni ekson 4, 4b ve 5b’ nin alternatif splayı ile 9 

mRNA izoformu meydana getirmektedir. İzoform 1 ve isoform   insan ve farele 

hücrelerinde en sık görülen OPA1 varyantları olup, isoform 1 sadece ekson 4, isoform   

ise ekson 4 ve 4b’ yi içermektedir.
29

 

 

 Şekil 2.1. Mfn1, Mfn2 ve OPA1 proteinlerinin temel bileşenleri.
29
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Şekil 2.2. Mfn1, Mfn2 ve OPA1 proteinlerinin mitokondri zarlarında yerleşimi.
23

 

2.2.2. Fizyon Proteinleri 

Fisyon veya fragmentasyon mitokondrinin bölünmesi anlamına gelmektedir. 

Mitokondriyal fizyon ilk olarak mayalarda ortaya çıkarılmıştır. Daha sonra memeli 

hücreleri üzerinde yapılan çalışmalarda, fisyon mekanizmasında görev alan proteinlerin 

dynamin-ilişkili protein 1 (Drp1), mitokondriyal fizyon protein 1 (Fis1), mitokondriyal 

fizyon faktörü (mff) ve mitokondriyal dinamik proteinleri (MiD49 and MiD51) olduğu 

belirtilmiştir.
26,36

 Bu proteinlerden Fis1 mitokondri dış zarında, Drp1 ise stoplazmada 

yer almaktadır. Ancak, fizyon sırasında Drp1 görev yapmak üzere mitokondri dış zarına 

giderek bağlanmakta ve bölünmenin gerçekleşeceği yerden mitokondriyi kıskaç 

şeklinde sarmaktadır.
25,37

 

Dynamin-ilişkili protein mayalarda Dnm1p, insanlarda ise Drp1 olarak 
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bilinmektedir. Mayaların fisyon olayında Dnm1p, Mdv1, Caf4, and Fis1 proteinleriyle 

işbirliği yapmaktadır. Dnm1p’ in mitokondriyal fizyon noktasına bağlanması sırasında 

fis1, Mdv1 ve Caf4 reseptör proteinler olarak görev yapmaktadır. Dnm1p mitokondriye 

bağlandığında spiraller oluşturarak mitokondriyi sarmakta ve fisyonu 

gerçekleştirmektedir.
38,39

 İnsanlar dahil memelilerde ise, mitokondri dış zarında bulunan 

4 integral proteinin (mff, Fis1, MiD49, MiD51) reseptör görevi yaparak Drp1 

proteininin stoplazmadan mitokondri yüzeyine yönelmesine ve buraya bağlanmasına 

yardımcı olduğu belirlenmiştir.  Başlangıçta Drp1 için en gerekli reseptörün fis 1 olduğu 

belirtilsede, daha sonra yapılan çalışmalarda fis1 delesyonu yapılan insan karsinoma 

hücrelerinde Drp1’ in mitokondrilere bağlandığı gösterilmiştir.
40

 Tam tersine, mff 

knockdown hücrelerde mitokondriyal morfolojide bozulma ve Drp’ in mitokondri 

yüzetine bağlanma oranında azalmalar tespit edilmiştir. Bu sonuçlarda, mitokondriyal 

fizyonda Drp1’ in aktivitesi için en önemli reseptör proteinin mff olduğunu ortaya 

çıkarmıştır.
26,40

 Diğer taraftan, MiD49 ve MiD51’ in fizyondaki rolü tam olarak açık 

değildir. Yapılan bazı çalışmalarda, bu iki proteinin fizyona yardımcı olduğu 

belirtilsede bazı çalışmalarda fizyonu engellediği açıklanmaktadır. Örneğin, Palmer et 

al.
41

 çalışmalarında MiD49 ve/veya MiD51 knockdown edilmiş hücrelerde 

mitokondriyal morfolojide bozulmanın ve mitokondriye Drp1’ in bağlanmasında 

düşüşlerin gözlendiğini belirtmiştir.  Tam tersine, Zhao et al.
 42

 bu proteinlerden 

MiD51’ in   Loson et al.
36

 ise hem MiD49 hemde Mid51’ in mitokondriyal fizyona 

yardımcı olduğunu rapor etmiştir. Drp1 hücre fizyonunda görev alsada bu genin aşırı 

ekspresyonu sağlıklı hücrelerde mitokondriyal yapıda ve fonksiyonlarda anormalliklere 

oluşturarak ATP üretiminin inhibisyonuna ve pro-apoptotik sinyallerin aktivasyonuna 

neden olmaktadır.
43
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Şekil 2.3. Mitokondriyal fizyonda Drp1’ in yerleşimi.
37

 

2.3. İnfertilite 

Bir yıl içerisinde korunma yöntemi olmadan sürdürülen düzenl  b r c nsel 

yaşama rağmen (ortalama haftada  k  kez beraberl k düzenl  c nsel yaşam olarak kabul 

edilir) gebelik oluşmaması durumu infertilite olarak isimlendirilmektedir. Gebelik için 

hiçbir şansa sahip olmama durumu ise sterilite olarak ifade edilmektedir. Yapılan 

araştırmalarda, toplumlarda infertilite oranının   10-15 dolayında olduğu 

bildirilmektedir.
44

 Çiftlerde daha önce hiç gebelik oluçmamışsa primer infertilite, canlı 

doğumla sonuçlansın yada sonuçlanmasın en az bir gebelik durumu ortaya çıkmış ise bu 

durum sekonder infertilite olarak adlandırılmaktadır.
45

 

İnfertilite olgularının yaklaşık olarak    20’si tamamen erkek,   30-40’ında ise 

hem erkek hem kadın faktörleri etkili olmaktadır. Sonuç olarak, infertil çiftlerin 

yaklaşık olarak  50’ sinde  erkek infertilitesi rol oynamaktadır. Hatta, bazı 

çalışmalarda infertil çiftlerinin   30-40’ında sadece erkek faktörünün etk l  olduğu 

belirtilmektedir. Sağlıklı bir çifte gebelik oluşma ihtimali bir ay içerisinde    20-25, 6 

ay içerisinde    5 ve b r yıl  çer s nde  se   90 olarak bel rt lmekted r. Gebel kler n 

çoğunun, ovulasyon günü ya da ovulasyondan öncek    gün  çer s nde bulunulan c nsel 
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 l şk ler net ces  oluştuğu, ovulasyonu tak p eden günlerdek  c nsel  l şk ler n  se çok 

azının gebelikle sonuçlandığı rapor edilmektedir.
45-48

 

Kadınlarda fertilitenin ortalama 25 yasında en yüksek değere ulastıgı, 35 

yasından sonra kal tel  oos t yapımının g derek azaldıgı, 40 yasından sonra her üç 

kadından birinin infertil oldugu gözlenmiştir. Erkeklerde ise fertilitenin 20 – 30 yaş 

aralığında en yüksek seviyeye ulaştığı, 40 yaşından sonra sperm üret m n n azalmasına 

bağlı olarak fert l ten n azaldığı bel rt lm şt r Hem erkek hem de kadın  ç n 24 yaşında 

fert l zasyon oranları en yüksek sev yelerded r. Fert l zasyon oranları bu yaştan sonra 

her  k  c ns yette de düşüş göstermekted r.
45

 

2.3.1. Erkek İnfertilitesi ve Sebepleri  

Erkek infertilitesinin yaklaşık  40- 0’ının sebepleri bilinmesine rağmen bir 

çoğunda etken ortaya konamamakta ve bu durum idiopatik infertilite olarak kabul 

edilmektedir.
49

 

Erkekte İnfertilite Nedenleri 

• Sperm ile ilgili problemler 

Düşük sperm sayısı 

Sperm üret m nde bozukluk (defekt f sperm sayısında artış) 

Ol gosperm  (sperm sayısının düşük olması) 

Azospermi (sperm bulunmaması) 

Seminal kanallarda tıkanıklık 

Seminal sıvı bozuklukları 

• Isı sperm potansiyelini azaltabilir 

Kron k yüksek ateş 

Seks öncesi egzersiz 

Seks öncesi sıcak banyo 
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• Sperm kal tes  ya da sayısında düşmey  genell kle etk leyen nedenler 

Alkol 

İlaçlar 

Esrar 

Nikotin 

Bazı tıbbi uygulamalar 

Pestisitler 

Kurşun 

Kronik alkolizm 

• Belirli hormonal bozukluklar sperm kalitesini etkiler 

Hipofiz bozuklukları 

Feminizasyon 

• Test küler bozukluklar sperm üret m n  etk ler 

Test küler ve n var kozu 

Test küler hasar 

Test küler tümör 

Varikosel 

Test kül anomal  

İnmem ş test s (çocuklukda başarılı şek lde müdahale ed lmem şse) 

Test küler burulma 

Kabakulak 

Radyasyona maruz kalma 

• Test küler kanalın bloke olması (sperm salınımını etk ler) 

Test küler kanalda kızıl (scarring) 

Cinsel yolla bulaşan hastalıklar 
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Gonera 

Klamidya 

Genital kanal anomalisi 

• Retrograd ejakülasyonu (mesaneye ters ejakülasyon-çeşitli nedenlerden dolayı 

oluşabilir) 

Prostat cerrahisi 

• Ejakülasyonun oluşmaması (çeş tl  nedenlere bağlı olabilir) 

İktidarsızlık (impotens) 

Erektil disfonksiyon 

Diabet 

Prostat cerrahisi 

Üretra cerrahisi 

Kan basıncı ile ilgili uygulamalar 

• Kalıtsal gen hastalıkları ve kromozom bozuklukları 

Klinefelter Sendromu, XX erkek, XYY sendromu, Turner sendromu, Y 

kromozom m krodelesyonları, Myoton k d strof , Hemokromatoz s, Orak hücre anem s , 

Germ hücre aplaz s  (SCOS: Sertoli cell only sendromu).
44,49 

2.4. Nanopartiküller ve Uygulama Alanları 

2.4.1. Nanopartikül Çeşitleri 

Nanometre, metrenin milyarda biri kadar olan ölçü birimidir ve yaklaşık olarak 

on atomluk bir genişliği kapsamaktadır. 1-100 nm büyüklüğünde olan ve en az bir 

boyuta sahip olan maddelere ise nanopartikül adı verilmektedir. Nanopartiküller farklı 

şekillerde ve büyüklüklerde, tek veya çok elementli, atomik veya moleküler yapıda 

olabilmektedirler.
50

 Nanopatriküller ise kendi arasında temel olarak organik ve 

inorganik olmak üzere ikiye ayrılmaktadır.  Organik nanopartikülleri lipozom, dekstran, 
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alginat, kitoson, polietilen glikol, dendrimerler ve karbon nanomateryalleri meydana 

getirmektedir. İnorganik nanometaryelleri ise quantum dotslar (2-10 nm büyüklüğünde 

kristaller), manjetik (Fe
+2

 ve Fe
+3

) ve metalik nanopartiküller oluşturmaktadır. Metalik 

partiküllerin en önemlilerini Au, Ag, Ni, Pt ve TiO2  teşkil etmektedir.
1,2

 

2.4.2. Metalik Nanopartiküller ve Uygulama Alanları 

Nanopartiküller günümüzde biyoloji ve tıp alanında sıklıkla kullanılmaktadır. 

Nanopartiküllerin tıp alanında kullanılmasına nanotıp adı verilmektedir.
4,5

 

Tıp alanında nanopartiküller  duyarlı analizler sağlamak amacıyla biyomarkır 

tabanlı proteomik ve genomik teknolojilerde, manyetik rezonans, ultrason, floresan, 

nükleer ve bilgisayarlı tomografi gibi radyolojik alanlarda moleküler görüntüleme 

amacıyla, ilaç geliştirme sistemleri, hedefe yönelik tedavi, aşı geliştirilmesi gibi 

amaçlarla kullanılmaktadır.
3
 

Nanopartikülleri tıp alanında kullanışlı yapan bir çok özellikleri bulunmaktadır. 

Bunlardan en önemlileri diğer partiküllere oranla yüzey/kütle oranlarının, moleküllere 

(ilaçlar, proplar ve proteinler) bağlanma ve onları taşıma kapasitelerinin  daha yüksek 

olmasıdır. Nanopartiküller ayrıca küçük olduklarından hücre zarlarından kolaylıkla 

geçebilmekte ve bazıları hücrenin fagosotik sindirim mekanizmalarından 

kaçabilmektedir.
4,5,51

 Nanopartiküllerin tıp alanında kullanımının esas çıkış noktasını 

ilaçların yada diğer moleküllerin nanapartiküllere bağlanarak belirli  hedef doku yada 

hücrelere taşınması oluşturmaktadır. Tedavi sırasında ilaçın sadece hedef organa 

yönlendirilmesi ve bu sayede diğer organlarda istenmeyen ilaç yan etkilerinin ortadan 

kaldırılması sağlık açısından çok önem arz etmektedir. Nanopartiküllerde bağlanmış 

oldukları ilaçları hedef organlara taşıdıklarından dolayı hastalık tedavilerinde daha iyi 

sonuçlar sağlamaktadır. Bu durum özellikle bir dokudaki kanserli hücrelere ilaçların 

spesifik olarak yönlendrilmesinde çok önem arz etmektedir.
4,5 

Örneğin, nanopartiküllere 
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bağlanmış olan bir kanser ilacı olan paklitaksel’ in gerek in vitro çalışmalarda gerekse 

in vivo hayvan modelleri üzerinde daha fazla teröpatik etki gösterdiği belirtilmektedir.
52

 

Kanser hücrelerini besleyen kılcalların zayıf çeperli ve büyük porlu olması 

nanopartiküllerin kanser hücrelerine daha kolay yönlendirilmesinde önemli bir kriter 

olarak kabul edilmektedir. Kanser hücreleri hızlı çoğaldıklarından dolayı bunları 

besleyen kılcalarında çeperleri zayıf kalmaktadır. Bu yüzdende, normal hücre 

kılcallarındaki geçitlerin çapı 5-10 nm kadar düşük kalırken, kanserli hücrelerin 

kılcallarındaki geçitlerin çapı 100 nm nin çok daha üzerinde olabilmektedir.   Büyük 

geçitlere sahip kılcallarada ilaç taşıyan nanopartiküller kolaylıkla girerek kanserli 

hücrelere ulaşmaktadır. Dolayısıyla, aynı doku içerisinde normal hücrelere oranla 

kanser hücresine daha fazla nanopartikül yerleştirilebilmektedir. Diğer taraftan, normal 

hücrelerin aksine kanser hücrelerinde lenf sisteminin etkin bir şekilde çalışmadığı ve 

makromoleküllerin kanserli hücrelerde tam olarak yıkılamadığıda bilinmektedir. 

Yıkılamayan makromoleküller ise kanserli hücrede birikmektedir. Kanserli hücrelerin 

lenfamatik sisteminin düzgün çalışmaması durumundan faydalanılarak nanopartiküller 

kanserli hücreler içerisinde daha uzun süre kalabilmektedir. Bu durum ise 

nanaopartiküllere bağlı ilaçların kanserli hücreler içerisinde daha uzun süre aktivite 

göstermesini sağlamaktadır.
53 

Hatta bazı çalışmalarda, metalik partikül ve ilaçtan oluşan 

ikili kompleks polietilen glikol gibi bir üçüncü maddeye tutturulduktan sonra hedef 

dokuya yöneendirilmektedir. Polietilen glikol ise vücudun savunmasından sorumlu olan 

retikuloendotelyal sisteminin makraofajlarından kaçabildiğinden dolayı 

nanapartikülleride savunma sistemlerinden koruya bilmektedirler. Bu şekilde 

nanopartikül komplekslerinin kan dolaşımında yada hedef dokuda daha uzun süre 

kalması ve daha uzun süre aktivite göstermesi sağlanmakatdır.
11

 

Kanser tedavilerinde kemoteropatik ilaçları taşıyan en önemli nanopartiküllere 
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lipozomlar ve albümin örnek verilebilir. Lipozomlar tek veya çok katlı doğal veya 

sentetik lipitlerden oluşan küresel şekilli materyallerdir. Lipozomlar hidrofilik özelliğe 

sahip ilaçları merkezinde hidrofobik olanları ise lamellerinde taşıma özelliğine sahip 

olduklarından mükemmel taşıyıcılar olarak kabul edilmektedirler. Albümin ise 

hidrofobik kemoteropatik taşıma özelliğine sahip nanopartiküldür. Kanser tedavilerinde 

lipozomlar özellikle doksorubisin, albümin ise paklitakselin’ in taşıyıcısı olarak 

kullanılmaktadır.
53

 

2.4.2.1. Altın Nanopartikülleri ve Uygulama Alanları 

Kanser çalışmalarında kullanılan diğer önemli nanopartiküllere metalik altın ve 

titanyum partikülleri örnek verilebilir.
6 

Altın’ın tıbbi çalışmalarda kullanımı çok eski 

tarihlere kadar gitmektedir. Örneğin, altının tedavi amaçlı olarak kullanımı Çinde M.Ö 

2500’ lü yıllara kadar uzanmaktadır. Eski tarihlerde, batı dünyasında altın sinirsel 

hastalıklarda yatıştırıcı olarak kullanılmıştır. Altın 1 . yüzyılda epilepsi, 19.yüzyılda ise 

sifilis hasatlığının tedavisinde kullanılmıştır. Yine geçmişten başlayarak günümüze 

kadar altının farklı mikroorganizmalara karşı antimikrobiyal etkiye sahip olduğu 

belirtilmiştir.
54

 

Altın nonopartikülleri günümüzde kanser hastalıklarının tedavisinde de 

kullanılmaktadır. Bu nanopartiküllerin kanser tedavisinde ise iki farklı uygulama şekli 

olmaktadır. Birincisinde bu nanopartiküller antikanser özelliğe sahip olan ilaçlara 

bağlanarak onları spesifik olarak kanserli hücrelere taşımaktadır.
55

 Bu sayede ise 

ilaçların normal hücrelerdeki olası toksik etkisi azaltılmaktadır. Örneğin, insan tümor 

nekrosis factor-α (TNF-α) kanser hücrelerine karşı etkili bir şekilde kullanılan bir ilaçtır. 

Bununla birlikte, bu biyolojik ajanın normal hücreler üzerinde toksik etki yaptığı 

belirtilmektedir. Bu ajanın altın nanopartiküllerine bağlanması ve daha sonrada kanserli 

hücrelere yönlendirlmesi sayesinde TNF’ nin kanserli hücreler üzerindeki 
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antikanserojen etkisinin arttığı tam tersine normal hücreler üzerindeki toksik etkisinin 

ise azaldığı tespit edilmiştir.
56

 İkinci durumda ise altın nanopartikülleri sadece kendileri 

ilaç olarak kullanılmaktadır. Yönlendirilmiş oldukları hücrelerde bazı biyolojik 

moleküllere bağlanarak onların aktivitelerini etkilemek süretiyle antikanseroşen etki 

göstermektedirler.
55

 Örneğin, VEGF ve VPF endotelyal hücrelerinin mitoz yeteneğini 

artırmak süretiyle angiogenezisi (yeni damar oluşumu)  sağlayan moleküllerdir. 

Hastalıklı dokuya verilen altın nanopartiküllride VEGF ve VPF moleküllerine 

bağlanarak onları inhibe etmektedir. Dolayısyla, altın nanopartikülleri aracılığıyla 

kanser hücrelerinde angiogenesis engellendiğinde kanser hücrelerini besleyen damarlar 

oluşmamakta ve kanser hücreleri yok olmaktadır.
57

 

Yine, radyoterapide tek başına kullanılan altın radyoizotopları kanserli 

hücrelerinin yok edilmesinde başarıyla uygulanmaktadır. Dokuya uygulanan 

radayoaktif altın partikülleri lösemi, ovaryum, bronş, boyun ve baş kanserlerinin 

tedavisinde tumor hücrelerini yok ettiği açıklanmaktadır.
55 

Altın nanopartikülleri 

hyperthermia (aşırı ıstma) adı verilen yöntem sayesinde de kanser tedavilerinde 

başarıyla kullanılmaktadır. Hyperthermia yönteminin esasını bir dokudaki kanserli 

hücreleri 42 
0
C’ nin üzerindeki sıcaklıklarda ısıtarak ortadan kaldırmak oluşturmaktadır. 

Normal hücrelere oranla, kanser hücreleri sıcaklık değişimlerinden daha fazla 

etkilenmektedir. Sıcaklıktaki artışda kanserli hücrelerdeki prokaspaz ve Bax gibi 

apoptozda görev alan proteinleri uyarmaktadır. Bu proteinlerin teşvik edilmesiylede 

kanser hücreleri apotoza daha hızlı girerek yok olmaktadır.
58 

Hyperthermia’da altın 

nanopartiküllerinin kullanılırken onların yüksek ısı iletkenliğinden faydalanılmaktadır. 

Bu yöntemde altın nanopartikülleri dokudaki kanserli bölgeye yerleştirilmektedir.  

Ardından elektromanyetik dalgalar dokuya yönlendirilmektedir. Altın nanopartikülleri 

elektromanyetik dalgaları daha fazla absorblama yeteneğine sahip olduğundan dolayı 
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daha fazla ısınmaktadır. Dolayısyla, dokuda ısınma olayı altın nanopartiküllerinin 

olduğu bölgede yani kanserli hücrelerde daha fazla olmaktadır. Bu şekilde kanser 

hücrelerinde altın nanopartikülleri kullanılarak bölgesel hyperthermia uygulaması 

başarıyla uygulanmaktadır.
55

 Kanserin yanısıra günümüzde altın nanopartikülleri tek 

başına arthritis (kireçlenme) tedavisinde de kullanılmaktadır.
59

 Altın nanopartikülleri 

ayrıca tıpta gen terapisinde, biyosensör geliştirilmesinde, enzimlerin 

immobilizasyonunda ve hücre görüntüleme çalışmalrında, endüstride ise su ve hidrojen 

saflaştırmasında, kirlilik kontrolünde ve karbonmonoksit oksidasyonunda 

kullanılmaktdır.
12

 

2.4.2.2. Gümüş Nanopartikülleri ve Uygulama Alanları 

Altın naonopartikülleri, gibi gümüş nanopartikülleride tıbbi çalışmalarda geniş 

bir şekilde kullanılmaktadır.  Gümüş 1  ve 18. yüzyılda ülser, 19. yüzyılda yanık 

tedavisinde kullanılmıştır. Günümüzde, gümüş sulfadiazine içeren silvazine biosit, 

silverex ise antibakteriyel madde olarak kullanılmaktadır. Yine, gümüş nitrat içeren 

flammazine antibakteriyel ilaç olarak uygulanmaktadır. Gümüşün antibakteriyal veya 

anitimikrobiyal etkisi ise gümüşün DNA bazlarının fosfor gruplarına bağlanarak 

replikasyonu inhibe etmesi yada süfür içeren enzimlere bağlanarak bu enzimlerin 

inaktive edilmesi şeklinde gerçekleşmektedir.
54,60

 Antibakteriyel özelliğinden dolayı, 

gümüş nanopartikülleri günümüzde tıbbi aletlerin, evsel eşyaların ve içme sularının 

dezenfeksiyonunda kullanılmaktadır Yine antibakteriyel özelliğinden dolayı, gümüş 

nanopartikülleri tekstil endüstrisi tarafından giysiler içerisine yerleştirilmektedir. Diğer 

taraftan, gümüş nanopartikülleri hızlı sonuç alınması gereken reaksiyonlar için 

nanosensör hazırlanmasında kullanılmaktadır.
7
 Son zamnalrda yapılan çalışmalarda, 

gümüş nanaopartiküllerinin HIV-I enfeksiyonunuda engellediğide belirtilmektedir.
8
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2.4.2.3. Titanyum Nanopartikülleri ve Uygulama Alanları 

Altın ve gümüş nanopartiküllerinde olduğu gibi titanium dioxide (TiO2) 

nanopartiküllerininde günümüzde çok farklı kullanım alanları bulunmaktadır. TiO2 

sentetik olarak üretilen beyaz renkli bir maddedir. Bu madde gıdalara, boyalara, 

mürekkeplere, kağıtlara ve diş macunlarına onların renklerini parlatıcı olarak 

eklenmektedir. Diğer ifadeyle renklerin parlatıcısı olarak kullanılmaktadır. Bu madde 

hatta nanopartikül boyutunda kullanıldığında deriyi UV ışınlarına karşı koruma özelliği 

taşımaktadır. Bu yüzdende TiO2 nanopartikülleri kremlere yada deri tedavisinde 

kullanılan ilaçlara katılmaktadır.
9
 Hava ve su ortamlarında kirlileticilerin 

remediasyonunda, fotoaktivasyon ve serbest radikal oluşturma özelliği sayesinde de 

mikroorganizmaların öldürülmesinde kullanılmaktadır.
10 

Diğer nanopartiküllerde 

olduğu gibi TiO2’ ninde kanser tedavilerinde kullanılan ilaçları (örneğin paklitaksel) 

hedeflerine başarıyla taşıdıkları belirtilmiştir.
11

 Örneğin, yapılan bir çalışmada 

beyindeki kanser hücrelerinin reseptörüne spesifik olarak bağlanma özelliğine sahip 

olan bir antibadiye TiO2 nanopartiküllerini bağlamış ve bu ikili yapıyı beyindeki kanser 

hücrlerine yönlendirmiştir. TiO2 nanopartikülleri bu hücrelere ulaştığında ışığın 

etkisiyle serbest radikal oluşturarak, kanser hücrelerinin mitokondrilerini inaktif hale 

getirmiş ve kanserli hücreyi yok ettiği gözlenmiştir.
61

 

2.4.3. Nanopartiküllerin Toksik Etkileri ve İnfertilite İle İlişkisi 

İnsanlar metalik nanaopartiküllere, onların üretimi, endüstride (besin, kimya v.b) 

kullanımı, tıbbi çalışmalarda hayvan yada insan modellerine uygulanması sırasında 

maruz kalabilmektedir. Bu metalik partiküller ise solumum yolu, deri ve kan gibi yolları 

izleyerek insan vücuduna giriş yaptıktan sonra farklı organ ve dokulara 

yerleşebilmektedir.
12

 Yerleşmeyi takiben, metalik nanopartiküller molekül özellikleri 

nedeniyle organlarda, dokularda, hücrelerde, organellerde ve enzimler üzerinde 
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istenmeyen toksik etkiler oluşturabilmektedir. Toksik etkiye bağlı olarakta solunum 

sistemi, kan, santral sinir sistemi, gastrointestinal sistem, üreme sistemine ait doku ve 

organlarda ve cilt üzerinde hasarlar meydana getirebilmektedir. Yapılan çalışmalarda 

metalik nanopartiküllerinin toksik etkisinde onların şeklinin, büyüklüğünün, yüzey 

yapısının ve yükünün etkili olduğu belirtilmektedir.
7,13

 

Yürütülen in vivo çalışmalarda altın nanopartiküllerinin incebarsağı geçerek 

kana beyne, kalbe, dalağa, akçiğere, karaçiğere, böbreğe ve mideye ulaşabileceği 

belirtilmektedir.
62

 Balıklarda yapılan bir çalışmada bu partiküllerin balık emriyolarının 

içerisine girerek toksik deformasyonlar gösterdiği açıklanmıştır.
63

 

Gümüş nanopartiküllerinin toksik etkisi esas olarak bu partiküllerin reaktif 

oksijen türlerini oluşturma, sitokinin salınımına ve ısı şoku proteinlerinin aşırı 

uyarılmasına neden olma özelliklerinden kaynaklanmaktadır. Yine, bu nanopartiküller 

hücre döngüsünü bozan ve DNA hasarı oluşturan apoptosis ve nekrozis olaylarınada 

sebep olarak toksik etki gösterebilmektedir. Dahası, bu gümüş nanopartikülleri oksidatif 

stressle ilgili genlerin ekpresyon seviyelerinde de değişimlere neden olarak hücrelerde 

toksik etki oluşturabilmektedir.
64

 Gümüş nanopartikülleri vucüt savunma sisteminde 

görev alan fagositlerden kolaylıkla kaçabildiğinden kana ve oradan beyindeki sinir 

sistemine kolaylıkla ulaşabilmektedir. Bazı çalışmalarda, sinir sistemine ait dokuların 

yada hücrelerin görüntülenmesinde kullanılan gümüş nanopartiküllerinin oksidatif stres 

ve ROS oluşturarak Parkinson ve Alzheimer gibi nörödejeneratif hastalıkları 

artırabileceği açıklanmıştır.
13

 

Fare modellerinde yapılan çalışmalrda, ağızdan alınan TiO2’in akçiğer, 

karaçiğer, dalak ve peritoneal organlara yerleştiği belirlenmiştir.
65

 19-21 nm 

büyüklüğündeki TiO2 Nanopartiküllerinin fare akçiğerlerinde, alveolar septaların 

parçalanmasına, alveollerin büyümesine, tip II alveolar pnemosit çoğalmasına yol 
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açarak emphysema (anfizem) adı verilen solunum yolu hastalığını oluşturduğu 

açıklanmıştır. Hastalığın önemli belirteçleri olarak hücre döngüsü, apaoptozis ve 

kemokinez yollarındaki bir çok enzimatik yolun aktif olduğu genetik ve moleküler 

analizlerle ortaya çıkarılmıştır. Özelliklede, solunum yolu anfizeminin oluştuğunun bir 

işareti olan plesenta büyüme faktörü (PIGF) ve kemokinezde rol alan CXCL1, CXCL5 

ve CCL3 genlerinde aşırı ekspresyon gözlemlenmiştir.
66

 TiO2 nanopartiküllerin, fare 

modellerinde DNA hasarına (DNA kırıklarına ve delesyonuna), mikronükleus ve 8-

hydroxy-2′-deoxyguanosine oluşumuna ve yüksek ateşe neden olduğu belirtilmiştir. 

Hatta bu partiküllerin farelerin solunum yollarında kansere neden olduğu açıklanmıştır.
9
 

Ayrıca, serbest radikal oluşturdurduğundan beyin ve bronş gibi biyolojik hedeflerde  

oksidatif hasarlara neden olduğu açıklanmıştır.
10,67

 Jin et al.
68

 TiO2 nanopartiküllerinin 

fibroblast hücrelerinde toksik etki göstererek organel hasarlarına ve nekrozise neden 

olduğunu ortaya çıkarmıştır. Yapılan başka bir çalışmada damardan verilen TiO2 

nanopartiküllerinin kan hücrelerinde ve plazmadaki toksisitesinin az ancak akçiğer, 

karaçiğer ve böbrekteki toksisistesinin çok fazla olduğu belirtilmiştir.
69

 

Nanopartiküllerin toksik etkilerinin ortadan kaldırılmasında ise bu 

nanopartiküller zaman zaman polietilen glikol (PEG), fosfotidilkolin, 

cetiltrimethilammonyum bromid gibi yüzey modifiye edici maddelerle dıştan 

sarılmaktadır. Bu maddelerle kaplanmış olan netalik nanopartiküllerin ise toksik 

etkisinin son derece azaldığı belirtilmektedir.
70

 

Son zamanlarda yapılan çalışmalarda, nanopartiküllerinde erkek ve dişi 

infertilitesi üzerinde etkili olduğunu ortaya çıkarmıştır. Örneğin, Gromadzka-Ostrowska 

et al.
64

, damar yoluyla verilen gümüş nanopartiküllerinin testilerdeki epididimal 

spermler üzerindeki olası toksik etkisini araştırmış ve çalışmalarının sonucunda bu 

partiküllerin germ hücrelerinde toksik etkiği yaptığını, sperm sayısını azalttığını, 
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anormal sperm oluşumuna ve sperm hücrelerinde DNA hasarına neden olduğunu ortaya 

çıkarmıştır. Asare et al.
71

 AgNPs (gümüş) ve TiO2-NPs (titanyum) nanopartiküllerinin 

zamana ve konsantrasyona bağlı olarak DNA kırıklarına, apoptoza ve nekroza neden 

olduğunu ve bu yüzdende testislerde toksik etki oluşturduğunu ortaya çıkarmıştır.  Bir 

başka çalışmada, TiO2 nanoprtiküllerinin testiste testesteron üretiminden sorumlu olan 

leyding hücreleri üzerinde in vitro ortamda toksik etkisi araştırılmış ve bu partiküllerin 

leyding hücre hatları (TM3)’ nın çanlılığı ve proliferasyonu üzerinde inhibisyon etkisi 

oluşturduğu tespit edilmiştir.
72 

Gao et al.
73

 fare ovaryum dokusunda TiO2 

nanopartiküllerinin, mineral element ve sex hormonlarının dağılımını 

dengesizleştirmenin yanısıra oksidatif hasara neden olduğunu ortaya çıkarmıştır.
12

 

Wiwantitkit et al.
74 

altın nanopartiküllerini sperma örneklerine in vitro koşşularda 

uygulamış ve uygulama sonrasında hareketli sperm oranının  25 oranında azaldığını, 

bu nanopartiküllerin spermlerin baş ve kuyruk kısımlarına nüfüz ettiğini rapor etmiştir. 

Yine, silica nanopartiküllerinin fare spermleri için toksik etki oluşturduğu 

belirtilmiştir.
75

 Barkhordari et al.
76

 ZnO NPs (çinko oksit) nanopartiküllerinin in vitro 

koşullarda, insan spermi üzerinde toksik etki gösterdiğini ve yüksek nanopartikül 

konsantrasyonlarında toksisitenin daha fazla ortaya çıktığını rapor etmiştir.
 

2.4.4. Nanopartikül Toksisitesi ve Mitokondriyal Fizyon ve Füzyonla İlişkisi 

Doku yada hücrelerde ortaya çıkan toksik etkiler nukleusun yanısıra mitokondri 

ve endoplazmik gibi organelleride etkilemektedir. Mitokondri enerji üretimi, hücre 

farklılaşması ve hücre apoptozisinde görev almaktadır.
14

 Dolaysıyla, mitokondri 

dışardan hücreye giren bir çok maddenin olumsuz etkisine duyarlı durumdadır. 

Özellikle, hücreye giren nanopartiküller oluşturdukları toksik etki nedeniyle reaktif 

oksijen türleri (ROS) üretmekte ve üretilen ROS’ da mitokondri hasarına neden 

olmaktadır. Mitokondride meydana gelen hasarlar apoptoz mekanizmasını aktif ederek 
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hücre ölümüne neden olmaktadır. Dolayısıyla, mitokondri hasarına bağlı olarak 

apaoptozda görev alan Bcl-2, Bax, sitokrom C (CytC), kaspaz-3 ve kaspaz-9 

proteinlerinin seviyelerinde artış olmaktadır.
14

 

2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-Pcr) 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) herhangi bir organizmaya ait DNA veya 

cDNA üzerinde seçilen bir veya birden fazla bölgenin in vitro şartlarda çoğaltılmasını 

(amplifikasyonunu) sağlayan basit ama çok başarılı bir DNA sentez yöntemi olup çok 

kısa bir zaman içerisinde DNA molekülünün milyonlarca hatta milyarlarca kopyasını 

yapan bir tekniktir.
77

 Yüzyılın en öneml  buluşlarından olan PCR ilk kez 1985 yılında 

Kary Mullis tarafından kullanılmaya baslanmıstır. Günümüzde, PCR yöntemi temel 

moleküler biyoloji araştırmalarında (klonlama, dizi analizi ve haritalaması) ve bir çok 

hastalığın (orak hücre anemisi, kistik fibrosis, AIDS, lösemi vb) DNA temellli tanısı 

içinde klinik tıpta kullanılmaktadır. Diğer tarftan, günümüzde, PCR yöntemi allelik dizi 

varyasyonlarının gösterilmesi, doku transplantasyonu için doku tiplerinin belirlenmesi, 

adli-tıp örneklerinin genetik tiplendirilmesi (analık-babalık tayini) gibi tıbbi 

çalışmaların yanısıra tarımda (tohum saflığının belirlenmesi), sistematik ve evolüsyon 

çalışmalarında (canlı türlerinin tanısı, türler arasındaki polimorfizmin belirlenmesi) da 

kullanılmaktadır.
78

 

2.5.1. PCR’nin Bileşenleri ve Temel Aşamaları 

PCR reaks yonunda çoğaltılmak  stenen DNA bölges n n  k  ucuna özgü 

pr merler kullanılarak, bu bölgen n DN’sının sun  olarak sentezlenmekted r. Yöntem n 

 şley ş mekanan zması temel olarak DNA’nın  k  z nc r n n yüksek ısı  le b rb r nden 

ayrılması (denatürasyon), ardından pr merler n (sentet k ol gonükleot dler) hedef 

DNA’ya bağlanması (anneling), sonra zincirin uzaması (extension) ve bu döngülerin 

belirli bir sayıda tekrarlanması oluşturmaktadır. Ardarda tekrarlaan bu döngüler 
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sayesinde DNA parçaları üssel olarak artmaktadır. Reaks yon karısımında kullanılan 

temel b lesenler   se kalıp DNA (template), pr merler, nükleot dler (dNTP), DNA 

Polimeraz Enzimi, Tampon çözelti (Buffer) ve Magnezyumdan (MgCl2  veya MgSO4 ) 

olusturmaktadır. Kullanılan bu temel b lesenler n m ktarı ve kal tes de reaks yon 

sonucunu öneml  ölçüde etk lemekted r. DNA polimerazlar karışımdaki nükleotitleri 

(adenine, guanine, sitozn ve timin) kalıp DNA dizisine göre primerlerin 3’ hidroksil 

ucuna ekleyerek yeni zincirin sentezini ve uzamasını sağlamaktadır.
78-80

 

PCR’ de genomik DNA’ lar, plasmid ve faj DNA’ ları , çeşitli genler ve hatta 

herhangi bir DNA parçası kalıp olarak kullanılmaktadır. PCR’ de kalıp olarak tek yada 

çift iplikli DNA’ nın yanı sıra RNA’ da kullanılabilir. Kalıp olarak RNA kullanılcaksa 

total RNA’ dan klasik yolla cDNA elde edilir. Diğer bir yaklaşımda ise Thermus 

thermophilus kaynaklı Tth DNA polimeraz enzimi kullanımıyla aynı tüpte RNA’ dan 

DNA ürünü tek kademede elde edilebilir. Eğer yüksek moleküler ağırlıklı genomik 

DNA kalıp olarak kullanılcaksa, bu DNA kısmı kesim yapan restriksiyon enzimleriyle 

kesildikten sonra PCR2 de kullanılmalıdır. DNA polimeraz olarak sıcaklığa dayanıklı 

termostabil özelliğe sahip olan Thermus aquaticus’ dan elde edilen Taq DNA polimeraz 

kullanılmaktadır. PCR’ de kullanılan primerler 20-30 nükleotit uzunluğundadır. 

Oligonükleot,t özelliğindeki bu primerler, primer sentezi yapan laboratuvarlardan ya da 

ticari olarak temin edilmektedir. Primer sentezi yapılırken çoğaltılması istenilen DNA 

dizisinin iki ucundaki dizisi bilinen kısımlar dikkate alınmaktadır.  Yine PCR’ de 

kullanılan nükleotitlerde ticari olarak temin edilmekte ve PCR reaksiyonu sırasında 

kullanılcak olan dNTP (nükleotit) konsantrasyonu optimize edilmektedir.
78

 PCR 

çalışmaları sırasında kullanılan magnezyum iyonlarının ve Taq DNA polimeraz 

konsantrasyonunun yanısıra tampon koşullarınında PCR verimini etkilediği 

belirtilmektedir. Polimerazların tipine bağlı olarakta optimal Mg
2+ 

konsantrasyonu 
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farklilik gösterebilmektedir. Örneğin Taq polimerazlar için optimal Mg+2 

konsantrasyonu 1,5-2 mM iken Klentaq DNA polimerazlar optimal Mg+2 

konsantrasyonu 3-4 mM arasında değişmektedir. Bu yüzden kullanılan DNA 

polimeraza göre PCR karışımındaki optimal Mg
+2

 konsantrasyonunun doğru olarak 

seçilmesi önem arz etmektedir.
81

 

PCR tekniğinin otomasyonu, her bir siklus esnasındaki ısıtma ve soğutma 

işlemlerini yazılım programları doğrultusunda gerçekleştiren thermocycler adı verilen 

PCR cihazlar yardımıyla sağlanmaktadır. Günümüzde farklı firmalar tarafından 

sıcaklık,  nkübasyon süres  ve s klus sayısının programlanabildiği thermocycler 

cihazları ticari olarak sunulmaktadır. Thermocycler cihazlarına değişik hacim ve 

sayıdak  eppendorf tüpler  yerleştirilebilmektedir. Bu cihazlarda sıcaklık 4 ile 100˚C’ler 

arasında programlanabilmekte ve reaksiyon işlemlerinin sona ermesiyle 4˚C’ ye 

ayarlanarak eppendorf tüpler  uzun süre bu sıcaklıkta tutulabilmektedir.
82

 

PCR’ nin temel aşamaları 

a)Hedef DNA’nın Denatürasyonu: PCR’ de tek zincirli DNA kalıplarına ihtiyaç 

duyulduğu için bu aşamada cift zincirli DNA kalıbının denaturasyonu 

gerçekleştirilmektedir. Bu aşamada istenilen denaturasyon sağlanamazsa bir diğer 

fiadeyle denatürasyon verimi düşük olursa kısmen denature olmuş kompleksler tekar bir 

araya gelerek primerlerin bağlanmasını ve sentezlenecek olan DNA’ nın uzamasını 

engellemektedir. Her PCR siklusunun başlangıcında oluşan yeni DNA ların denature 

edilmesi gerekmektedir. Protokolllerde genell kle 94 C’l k b r denaturasyon sıcaklık 

kullanırken GC nükleott tler nce DNA kalıplarında daha yüksek sıcaklıkların 

uygulanması gerektiği belirtilmektedir.
83

 Denaturasyon sırasında bütün gerekli 

materyaller gerekli miktarlarda mikrofüj tüplerine konduktan sonra PCR cihazının 

(Thermal cycler) gözlerine yerleştirimektedir.
77
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b)Primerlerin Bağlanması (Annealing): 

Kalıp DNA’ ya primerlerin bağlandığı aşamadır. Reaksiyon karışımı, primerlerin 

erime sıcaklığının 5  C altına kadar soğutulur ve primerler kalıp DNA’ da kendilerine 

komplementer olan bölgelere bağlanır. Bu sıcaklığın çok yüksek olması durumunda 

primer bağlanması zayıf olurken çok düşük sıcaklıkta ise spesifik olmayan bağlanmalar 

meydana gelir. Bu yüzden bağalanma sıcaklıklarının belirlenmesi önemlidir.
84

 Anneling 

sırasında cihazın ısısı genellikle 50-52  C ye ayarlanır. Bu aşamada primerlerden biri 

kendine ait 5'-terminali ile hedef DNA’lardan birinin 3'-ucu ile ve diğer primerler de, 

ikinci tek iplikçik DNA’nın, antiparalel olan diğer ucunda bulunan 3'-ucuna bağlanarak, 

DNA polimerazın çalışma yönüne uygun olarak (5'3') bağlanırlar. Bu işlemlerin 

tamamlanması da yaklaşık yine 3-5 dakika kadar devam eder.
77

 

c) Uzama basamağı (ekstensiyon, polimerizasyon): Bu aşamada polimeraz 

enzimi aracılığıyla oligonükleotit primerlerin uzayarak DNA’ nın amplifiye edildiği 

basamaktadır DNA polimerazın çalışma yönü 5’3’ olup ortamdaki nukleotidleri 

kullanarak primerlerin 3'-terminaline nukleotidleri eklemektedir. Uzama sıcaklığı, 

genellikle  2  C’ dir. Ancak bu basamağın gerçekleşme süresi, kullanılan polimeraz 

enziminin tipine bağlı olarak değişir. Taq (Thermus aquaticus) polimerazının 

kullanılması durumunda her 1000 bç’ lik kalıp DNA’ nın sentezi için 1 dk yeterliyken 

Pfu (Pyrococcus furiosus) polimerazı kullanıldığında bu süre iki katına çıkmaktadır. Bu 

aşamada hedef DNA’nın tek iplikçik sekansları kalıp ödevi görür ve hedef DNA 

sekansının bir kopyası elde edilir. Polimerizasyon reaksiyonu için gerekli süre yaklaşık 

3-5 dakika sürmektedir.
77,84

 

PCR reaksiyonunda yeterli miktarda DNA ürünü elde etmek için 30 döngü ideal 

olarak kabul edilmektedir. Daha yüksek döngü sayıları spesifik olmayan bağlanmalar 
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meydana getirebilmektedir. Üç basamaktan oluşan döngü sonunda geomtrik artış 

gösterecek şekilde hedef bölgeye ait çift zincirli DNA çoğaltılmaktadır.
85

 

 

Şekil 2.4. PCR’ın 3 temel aşaması.
86

 

2.5.2. Real Time PCR 

Günümüze kadar Gradientli PCR, Multiplex PCR, Nested PCR ve Real Time 

PCR’ı gibi farklı uygulamalara yönelik PCR yöntemleri geliştirilmiştir.  Real Time PCR 

adından da anlaşılacağı üzere PCR reaksiyonu esnasında çoğaltılan DNA veya 
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cDNA’nın floresan boyalar kullanılarak gerçek zamanlı kantitatif tespitidir. PCR 

reaksiyonu esnasında çoğaltılan ürün miktarı, floresan boyaların verdiği sinyal ile doğru 

orantılı olarak artmakta ve hangi döngüde hangi oranda artışın olduğu reaksiyon 

esnasında belirlenebilmektedir. Floresan boyaların verdiği bu sinyal normal klasik 

PCR’dan farklı olarak cihaz içerisinde bulunan filtrelerden belirli dalga boylarında 

gönderilen ışığın absorbe edilmesi ile tespit edilmektedir.
77

 Bu yöntemde, uygun primer 

seçimi en önemli aşama olarak kabul ed lmekted r. Bu yüzden sadece spes f k cDNA’ya 

bağlanan, pr mer-d mer veya spes f k olmayan ampl f kasyon ürünü oluşturmayan PCR 

primerlerinin seçimi önem araz etmektedir.
87

 

Ticari olarak geliştirilmiş üç t p PCR s stem  bulunmaktadır. Bunlar; LightCyler 

(Roche), TaqMan (PE Biosystem) ve iCycler (BIO-RAD)’ dır. TaqMan sisteminde, 5’ 

ve 3’ uçlarından florokrom (floresans veren) maddelerle işaretli prob kullanılmaktadır. 

Probun 5’ ucunda raportör florokrom ( - carboxyfluorescein= 6-FAM), 3’ ucunda ise 

baskılayıcı (quencher) florokrom (6- carboxy-tetramethyl-rhodamine=TAMRA) 

bulunmaktadır.
82

 Söndürücünün yaptığı soğurma işlemi, bir floresan boyanın ışımasının, 

proton emisyonu olmaksızın bir diğeri tarafından inhibe edilmesi olarak tanımlanan 

FRET (Floresan Rezonans Enerji Transferi) prensibine dayanır. Aslında bu olay, düşük 

dalga boylu yüksek enerjili bir floresan boyanın (ör. FAM (492 nm)) enerjisinin daha 

yüksek dalga boylu ve daha düşük enerjili diğer bir floresan boya (ör. TAMRA (559 

nm)) tarafından soğrulması şeklinde özetlenebilir. Floresan işaretleyici olarak çeşitli 

boyalar kullanmak mümkündür. Burada boya seçiminde ana prensip soğurucunun daha 

düşük enerjiye yani işaretçiden daha yüksek dalga boyuna sahip olmasıdır.
77

 TaqMan 

s stem nde Prob, tek sarmal hale get r len hedef molekül üzer nde, pr merler n bağlanma 

bölgesinin arasında kalan yere bağlanır. Probla hedef molekül arasındaki hibridizasyon 

devam ettiğ  sürece raportör florokrom madden n s nyal oluşturması, 3’ uçtaki 
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baskılayıcı florokrom tarafından engellenmekted r. Pr merler n hedef nükle k as te 

bağlanmasını takiben başlatılan primer uzaması probun bağlandığı noktaya kadar 

geldiğinde, sentezin devam edebilmesi için Taq DNA polimeraz enzimi 5’→3’ nükleaz 

aktivitesini kullanarak probu 5’ uçtan yıkmaya başlar. Böylece raportör florokrom 

serbest hale geçer ve sinyal oluşturur. Her s klusta üret len ampl kon m ktarına paralel 

olarak sinyal şiddeti de artmaktadır.
84

 Organizmalara ait dokulardan direkt izole edilen 

mRNA veya total RNA ardından mRNA izolasyonu ve sonrasında cDNA 

kütüphanesinin oluşturulması real time PCR’da kullanılacak olan genetik materyalin 

esasını teşkil etmektedir. cDNA kütüphanesi üzerinde ilgili gen/genlere ait bölgelerin 

amplifikasyonu ve bu cihazda gerçek zamanlı izlenmesi ürün miktarı hakkında bilgi 

vermektedir.
77
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Etik Kurul, Deneklerin Temini ve Deney Grupları 

3.1.1. Etik Kurul Onayı 

“Nanopartiküllerin Fare Testis Dokusunda Mitokondri Stresi Üzerine Olan 

Etkileri” adlı çalışma, Atatürk Üniversitesi Rektörlüğü, Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu Başkanlığının, 2014–11  sayılı kararıyla, etik kurallara uygun bir çalışma 

olduğuna karar verilmiştir. 

3.1.2. Deneklerin Temini ve Özellikleri 

Çalışmada kullanılan toplam 40 adet 2 aylık, ortalama 25-30 gram ağırlığında 

balb c cinsi beyaz erkek denek, Atatürk Üniversitesi Tıbbi Deneysel Uygulama ve 

Araştırma Merkezi’den (ATADEM)  temin edilmiştir. 

3.1.3. Çalışmanın Deney Grupları 

Benzer fizyolojik ve biyolojik özelliklere sahip denekler, vücut ağırlıkları 

birbirine yakın olan fareler aynı grupta olacak şekilde biri kontrol, üçü deney olmak 

üzere toplam dört grup oluşturuldu. Deney süresi boyunca tüm deneklerimiz optimum 

laboratuvar koşulları altında, oda sıcaklığında (12 saat aydınlık/12 saat karanlık 

döngüsünde )günlük su ile beraber   21 oranında protein içeren standart pelet yemlerle 

(purina) beslendi. Tüm hayvan deney prosedürleri standart etik kurallara uygun olarak 

gerçekleştirildi. 

Çalışmada; 4 ayrı grup oluşturuldu. 

Oluşturulan gruplar sırasıyla aşağıdaki gibi adlandırıldı. 

1.Grup (10 hayvan): Kontrol grubu 

2.Grup (10 hayvan): 5 mg/kg  doku Anatase TiO2 NPs ile muamele 

3.Grup (10 hayvan):5 mg/kg doku Ag NPs (düşük doz) ile muamele 

4.Grup (10 hayvan): 10 mg/kg doku Ag NPs (yüksek doz)  ile muamele 
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3.2. Nanopartiküllerin Hazırlanması ve Farelere Uygulanması 

Nanostructured & Amorphous Materials, Inc. firmasından alınan (99.9, 20 nm, w/~0.3  

PVP kaplı) özellikte olan AgNPs nanopartikülleri ve Sigma firmasından alınan (anatase 

nanopowder, <25 nm partikülleri) özelliğinde olan titanyum nanopartikülleri (TiO2 

NPs) uygulanacak doz oranlarına göre distile suyla  sonikatör(cihazın özellikleri yaz) 

cihazıyla 25-30 dakika karıştırılarak solüsyonlar hazırlandı. Buna göre oluşturulan 

kontrol ve deney grupları aşağıdaki gibi dizayn edildi. 

Grup 1: Kontrol grubu olarak kabul edildi. Bu grupta bulunan deneklerin sadece, 

kuyrukdan intravenöz olarak distile su verildi. 

Grup 2: 0-15. günler arasında 3 gün arayla (en son 13. gün) her dozu 5 mg/kg olan  

Anatase TiO2 NPs intravenöz olarak kuyruktan 5 doz verildi. 15. günün sonunda 

hayvanlar servikal dislokasyon ile ötanazi edildi ve  testisler cerrahi olarak çıkarıldı. 

Grup 3: 0-15. günler arasında 3 gün arayla (en son 13. gün) her dozu 5 mg/kg olan 

AgNPs 5 doz verildi. 13. günün sonunda intravenöz uygulama bittikten 2 gün sonra, 

hayvanlar servikal dislokasyon ile ötanazi edildi ve testisler cerrahi olarak çıkarıldı. 

Grup 4: 0-15. günler arasında 3 gün arayla (en son 13. gün) her dozu  10 mg/kg AgNPs 

intravenöz olarak kuyruktan 5 doz verildi. 13. günün sonunda intravenöz uygulama 

bittikten 2 gün sonra hayvanlar servikal dislokasyon ile ötenazi edildi ve testisler cerrahi 

olarak çıkarıldı. 
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3.4. Çalışmanın Değerlendirilmesinde Kullanılan Uygulamalar 

3.4.1. Test Nanopartiküllerin ICP İle Testis Dokusundaki Varlığının Tespit 

Edilmesi 

Uygulama sonrası testise geçmesi muhtemel Ag ve anatase TiO2 

nanopartikülleri Ankara Eti Maden İşletmeleri Genel Müdürlüğü’nde bulunan ICP OES 

spektofotometresi (Inductively Couple Plasma spectrophotometer) (Perkin-Elmer, 

Optima 2100 DV, ICP/OES, Shelton, CT 06484-4794, USA) kullanılarak belirlendi.
88,89

 

Bunun için ilk olarak dokular basınçlı kaplara alındı 2 ml nitrik asit, 3 ml hidrojen 

peroksit asit ile muamele edildikten sonra  3 farklı adımda yakma işlemi yapıldı: 

1. adım; 145  Cde   5 mikrodalga gücün de 5 dakika, 

2. adım; 180  Cde  90 mikrodalga gücün de 10 dakika 

3. adım 100  Cde  40 mikrodalga gücün de 10 dakika , 40 bar basınca dayanıklı 

mikrowave yaş yakma ünitesinde (speedwave MWS-2 Berghof productts + Instruments 

Harresstr.1. 72800 Enien Gernmany) tabi tutuldu. Yakma işleminden sonra örnekler 

balon jojeye alınarak deionize su ile 25 ml’ye tamamlandı. Daha sonra örneklerdeki 

nanopartiküller ICP kullanılarak belirlendi. 

 

3.4.2. Spermatolojik analizler 

3.4.2.1 Spermanın alınması 

Erkek farelerin ötenazisi servikal dislokasyon ile yapıldı. Ötenazi yapılmasından hemen 

sonra vücut ve testis ağırlıkları ölçüldü. Bununla beraber diseke edilen kauda 

epididimisler bir petri kutusunda 200 µl  0,9’luk Serum fizyolojik içerisine konularak 

anatomik bir makas ile 7-9 yerinden parçalandıktan sonra 30 dk boyunca inkübasyona 

bırakılarak sperm difüzyonu sağlandı. Difüzyon sonrası kauda epididimisler 

medyumdan uzaklaştırıldı (Akman, 2007).
90
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3.4.2.2. Konvansiyonel spermatolojik parametrelerin belirlenmesi 

3.4.2.2.1. Motilite muayenesi 

Motilite muayenesi, sperm süspansiyonu elde edildikten hemen sonra yapıldı. Motilite 

muayenesinde kullanılan lam, lamel ve otomatik pipet uçlarının temiz ve vücut 

sıcaklığında olmasına dikkat edildi. Lam üzerine 10 µl’lik sperma süspansiyonundan 

damlatılıp üzerine 45’lik açı ile bir lamel kapatıldı. Motilite, 35 C’ye ayarlanmış 

ısıtma tablası yardımıyla, faz – kontrast mikroskop altında, x400’lük büyütmede, en az 

on farklı sahada ileri doğru düzgün doğrusal hareket yapan spermatozoonların sayımı ile 

yapıldı.
90

  Sunulan çalışmada motilite muayenesi esnasında Moore ve ark 
91

 in farelerde 

sperma motilitesinin değerlendirilmesi sırasında temel aldıkları hususlara da dikkat 

edildi. 

Aynı zamanda motilitenin yanı sıra velosite değerlendirmesi de yapıldı. 

Spermatozoonların velosite değerlendirme skalası 0 ile +4 arasında yapılan puanlama 

ile ölçüldü  

3.4.2.2.2. Ölü spermatozoon muayenesi 

Ölü spermatozoon oranını belirlemek için sperma süspansiyonunun hazırlanmasından 

hemen sonra froti hazırlandı. Frotilerin hazırlanması için yağı alınmış lam, lamel ve 

otomatik pipet uçlarının temiz ve vücut sıcaklığında olmasına dikkat edildi. Sıcaklığı 35 

C’ye ayarlanmış ısıtma tablası üzerindeki lama 10 µl’lik sperma süspansiyonundan 

damlatıldı. Bunun üzerine 35C’ye ayarlanmış su banyosunda bekletilen eosin ve 

nigrosin boyalarından 10’ar µl ilave edilerek bir lamel yardımıyla sperma süspansiyonu 

ve boya nazik bir şekilde karıştırıldı. Bu karışımdan aynı lam üzerine sürme froti 

çekilerek kısa sürede kuruması sağlandı. Her sperma örneğinden iki froti hazırlandı ve 
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x1000’lik büyütmede immersiyon bakışla her bir frotiden 100 adet olmak üzere toplam 

200 adet spermatozoon sayılarak ölü spermatozoon oranı tespit edildi.
90

 

Ölü spermatozoonların değerlendirmesi yapılırken Somfai ve ark.
92

 nın 

değerlendirmeleri dikkate alınmıştır. Buna göre fare sperm hücresinin başı boyayı 

tamamen almış ya da postakrozomal bölgeye kadar olan kısma da boya nüfuz etmişse 

hücre ölü, boya almamış ise canlı olarak nitelendirildi. 

3.4.2.2.3. Anormal spermatozoon muayenesi 

Anormal spermatozoonların oranını belirlemek için her sperma süspansiyonundan 

toplam iki adet preparat hazırlandı. Preparatların hazırlanması için yağı alınmış lam, 

lamel ve otomatik pipet uçlarının temiz ve vücut sıcaklığında olmasına dikkat edildi. Bu 

çalışmada eosin – nigrosin yöntemi kullanılarak anormal spermatozoon muayenesi 

yapıldı. Anormal sperm oranı belirlenirken; akrozom, baş, orta kısım ve kuyruk 

anomalileri açısından değerlendirilerek toplam anormal sperm oranı da hesaplanmıştır. 

Preparatların hazırlanması, yukarıda ölü spermatozoon muayenesi bölümünde 

anlatıldığı gibi yapıldı. 

Faz – kontrast mikroskopta x1000’lik büyütmede immersiyon bakışla her bir frotiden 

100 adet olmak üzere toplam 200 adet spermatozoon sayılarak anormal spermatozoon 

oranı tespit edildi.
90

 

3.4.2.3.  Hypo-osmotic Swelling-Eosin-Y (HE) testinin uygulanması 

80 µl HOS test solüsyonu içerisine 20 µl sperm süspansiyonu ilave edilerek 35C’de 30 

dk inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda hafifçe çalkalanarak homojen hale 

getirilen her tüpten 10 µl örnek alınarak vücut sıcaklığındaki bir lam üzerine damlatıldı 

ve üzerine 35C’ye ayarlanmış su banyosunda bekletilen eosin ve nigrosin boyalarında 
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10’ar µl damlatılarak ikişer adet preparat hazırlandı. Hazırlanan ikişer frotiden toplam 

200 spermatozoon x1000 büyütütmede faz – kontrast mikroskop altında sayılarak her 

gurupta başı boya almış ve almamış, kuyruğu kıvrılmış ya da kıvrılmamış oluşuna göre 

dört alt tipte incelendi. Buna göre sınıflandırmalar; Başı boya almamış kıvrık kuyruklu 

(Tip1), başı boya almış kıvrık kuyruklu (Tip2), başı boya almamış düz kuyruklu (Tip3) 

ve başı boya almış düz kuyruklu (Tip4) şeklinde oluşturuldu.
88,89

 

3.4.3. Gen Ekspresyon Seviyesinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi 

3.4.3.1. RNA İzolasyonu 

Fare testis dokusundan cDNA kütüpanesi hazırlamak için mRNA izolasyonu 

Qıagen RNeasy lipid tissue kiti protokolüne göre aşağıdaki şekilde gerçekleştirildi. 

 Dokudan 50 mg alınarak 2 ml’lik ependorf tüplerine konuldu. 

 Üzerine 1ml QIAzol Lyzis Reagent eklendi. 

 Doku, homojenizatör yardımıyla iyice parçalandı. 

 15-25 
o
C’de (oda şartlarında) düz bir zeminde 5dk bekletildi. 

 Üzerine 200 µl kloroform eklendikten sonra birkaç saniye vortekslendi. 

 Düz bir zeminde 2-3dk bekletildi. 

 12000xg de 15dk +4 
o
C de santrifüj edildi. 

 Üst fazdan yaklaşık 500 µl’lik kısım 2ml’lik steril ependorf tüpüne alındı. 

 Üzerine 500µl   0’lik etanol eklendi. 

 Yıkama işlemleri yapıldı. 

 RNA’lar cDNA izolasyonuna kadar -80 
o
C de saklandı. 
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3.4.3.2. Total RNA’nın Spektroskopik Olarak Konsantrasyonunun 

Ölçülmesi ve Saflığının Kontrolü 

RNA’nın miktarı ve saflığını belirlemek amacıyla Thermo Cihazı kullanıldı . 

Cihaz tarafından verilen 2 0/280 oranları (saflık) ve konsatrasyon değerleri dikkate 

alınarak cDNA sentezine geçildi. 

3.4.3.3. cDNA Kütüphanesinin Hazırlanması 

cDNA kütüpanesi hazırlanırken ROCHE Transcriptor First Strand cDNA 

Synyhesis Kit’i kullanıldı. Kit içerisindeki solüsyonlar ve kullanılan protokol aşağıda 

maddeler halinde belirtildi. 

Gerekli kimyasallar 

1. Random hexamer primer 

2. ddH2O 

3. Transcriptor reverse transcriptase reaction buffer 

4. Protector RNase Inhibitor 

5. Deoxynucleotide Mix 

6. Transcriptor Reverse Transcriptase 

Yöntem 

1. Steril bir mikrosantrifüj tüpüne; 

 2 µl Rastgele (Random) primer 

 1 μg total RNA konuldu 

 10 μl’ye ddH2O ile tamamlandı. 

2. Karışım  5  C’de 10 dakika ısıtıldı ve buz üzerinde en az 1 dakika inkübe 

edildi. 

3. Karışıma aşağıdaki solüsyonlar sırayla eklendi; 

 Transcriptor reverse transcriptase reaction buffer 4 μl 
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 Protector RNase Inhibitor               0.5 μl 

 Deoxynucleotide Mix     2 μl 

 Transcriptor Reverse Transcriptase                         0.5 μl 

Karışım hafifçe karıştırıldı. Random primer kullanıldığı için karışım önce 25 

 C’de 10dk inkübe edildi. 

4. Ardından; 55  C’de 30 dk inkübe edildi. 

5. 85  C’de 5 dk inkübe edildi. 

6. Reaksiyon sonlandırıldı ve qRT-PCR için kullanılana kadar -20  C’de 

saklandı. 

3.4.3.4. Kantitatif Gen Ekpresyonu (qReal-Time PCR) 

PCR, DNA veya cDNA üzerinde seçilen bir veya birden fazla bölgenin in vitro 

şartlarda çoğaltılması yöntemidir. 198  yılında Mullis ve arkadaşlarının 1993 yılında 

kimya alanında Nobel ödülü aldıkları,moleküler düzeydeki çalışmalara çığır açan bu 

buluşundan sonra Gradientli PCR, Multipleks PCR, Nested PCR, Real-Time PCR gibi 

PCR yöntemleri geliştirilmiştir. 

Real-Time PCR adından da anlaşılacağı üzere PCR reaksiyonu esnasında 

çoğaltılan DNA veya cDNA’nın floresan boyalar kullanılarak gerçek zamanlı kantitatif 

tespitidir. PCR reaksiyonu esnasında çoğaltılan ürün miktarı floresan boyaların verdiği 

sinyal ile doğru orantılı olarak aratmakta ve hangi döngüde hangi oranda artışın olduğu 

reaksiyon esnasında belirlenebilmektedir. Floresan boyaların verdiği bu sinyal normal 

klasik PCR’dan farklı olarak cihaz içerisinde bulunan filtrelerden belirli dalga 

boylarında gönderilen ışığın absorbe edilmesi ile tespit edilmektedir. Real-Time 

PCR’da klasik PCR’daki gibi ürünün çoğaltılıp çoğaltılmadığının jel elektroforezi gibi 

yöntemlerle belirlenmesine gerek olmadığından kontaminasyon riski de azdır. 

Reaksiyon esnasında ürün amplifikasyonu miktarsal olarak izlenebilir. Real-Time 
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PCR’da çoğaltılan ürünün kantitatif miktarı hakkında bilgi edinilmesine rağmen ürün 

uzunluğu hakkında bir bilgi edinilemez.
 93,94

 

Genlerin ekspresyon miktarlarını ölçmek için floresan işaretli TaqMan prob 

kullanıldı ve Real-Time PCR yapıldı. Analiz kontrol ve muamele gruplarına her bir 

cDNA için 3 tekerrürlü olarak gerçekleştirildi. 

3.4.3.5. PCR Protokolü 

PCR işlemi için hedef bölgeye spesifik primerler ile problar dizayn Medsantek 

şirketine yaptırıldı.  PCR karışımı aşağıdaki gibi hazırlandı. 

Tablo 3.1. Multipleks Real-Time PCR karışımı (25 μl için) 

 

 

 

*Housekeeping gen olarak Beta Aktin kullanıldı. 

3.4.3.6. Real-Time PCR programı 

Real-Time PCR uygulamasında kullanılan sıcaklık döngüsü Tablo 3.2’de 

gösterildiği gibidir. 

Tablo 3.2. Real-Time PCR programında kullanılan sıcaklık döngüsü 

Sıcaklık (
o
C) Saniye 

50 120 

95 600 

95 10 
(45 döngü) 

60 60 

Bileşenler Miktar(µL) 

TaqMan® Probe Master Mix 10 

Primer/Probe mix (hedef gen) 1 

cDNA (0,5ng) 5 

ddH2O (Steril) 4 

Toplam hacim 20 



42 

 

3.4.3.7. Real-Time PCR Sonuçların Değerlendirilmesi  

Real-Time PCR’da karşılaştırmalı ölçüm için ΔCT matematiksel metodu 

kullanıldı. 

Oran (referans/hedef) = 2
C

T
(referans)-C

T
(hedef) 

3.4.4. Verilerin Değerlendirilmesi ve İstatistiksel Analizler 

Deneylerden elde edilen sonuçlar ortalama(ort)±standart sapma(ss) olarak verildi 

ve 0.05'in altındaki P değerleri, istatistiksel açıdan anlamlı olarak kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

4.1. Testiste Ag  ve Anatase TiO2 Nanopartiküllerinin  Varlığının Belirlenmesi 

Ag ve anatase TiO2 nanopartikülleri materyal metot kısmında belirtildiği gibi beş doz 

şeklinde  intravenöz olarak farelere uygulanmıştır. Tablo 4.1 de görülebileceği gibi her 

iki nanopartikül içinde kontrol grubuna oranla uygulama yapılmış farelerin testislerinde  

daha yüksek miktarda nanopartikül miktarı tespit edilmiştir (p0.001). Ayrıca, Ag NPs 

doza bağlı artan uygulaması testis dokusundaki nanopartikülün miktarı ile paralel bir 

artış göstermiştir (p0.001). 

 Ag NPs (mg/kg doku) TiO2 NPs (mg/kg doku) 

Kontrol Belirlenemedi Belirlenemedi 

Anatase TiO2 NPs  - 5.  1±0.036 

Ag NPs (Düşük Doz) 2.953±0,054 - 

Ag NPs (Yüksek Doz) 6. 48±0,15  - 

Tablo 4.1. Fare testis dokusundaki Ag ve TiO2 NPs (mg/kg doku)  miktarı  

(ortalama±SD). 

 

4.2. Testis Ağırlığı, Testis İndeksi ve Spermatolojik Muayene Sonuçları 

Tablo 4.2, 4.3 ve 4.4’ den de görülebileceği gibi Ag NPs (Düşük Doz), Ag NPs (Yüksek 

Doz) ve Anatase TiO2 NPs solüsyonları (100 µl) uygulanmış gruplar ve kontrol grupları 

arasında testis indeksi (testis ağırlığı/vücut ağırlığı) değerlerinde önemli bir fark ortaya 

çıkmamıştır (P > 0.05). Benzer şekilde, bu gruplar arasında testis ağırlığı bakımından da 

kayda değer bir farklılık gözlenmemiştir (P > 0.05). 



44 

 

Ölü sperm ve toplam sperm anormalitesi konvensiyonel değerlendirilmelerinde, Ag NPs 

(Düşük Doz), Ag NPs(Yüksek Doz) ve anatase TiO2 NPs gruplarında ölü sperm 

yüzdeleri açısından ve toplam anormalitesi açısından istatistiksel bir farklılık 

gözlenmemiştir (P > 0.05).  

Ayrıca, bu grupların spermlerde motilite üzerine olan etkisi konvensiyonel olarak 

incelendiğinde Ag NPs (Düşük Doz) grubunda motilite yüzde değeri açısından kontrol 

grubuna göre belirgin bir farklılık gözlenmezken (P > 0.05), Ag NPs (Yüksek Doz) 

grubunda istatistiksel anlamlı bir artış göstermiştir (P  0.05). Ag NPs (Düşük Doz)’ 

lerde olduğu gibi doku konsantrasyonunda uygulanan Anatase TiO2 NPs’ lerinde 

kontrole oranla motiliteyi azalttığı görülmüştür (P < 0.05). Kontrole oranla Ag NPs 

(Düşük Doz) grubunda sperm velositesinde istatistiksel olarak bir farklılık yokken (P > 

0.05), AgNPs (Yüksek Doz)  grubunun velositeyi önemli derecede artırdığı tespit 

edilmiştir (P < 0.05). Ag NPs (Düşük Doz) grubunda olduğu gibi, kontrole oranla 

Anatase TiO2 NPs grubununda velosisteyi önemli derecede etkilemediği belirlenmiştir 

(P > 0.05). 

Materyal metot kısmında belirtildiği şekilde intravenöz Ag NPs (Düşük Doz ve Yüksek 

Doz) ve Anatase TiO2 NPs solüsyonları (100 µl) uygulanan farelerde HE testine göre 

Tip 1, Tip 2, Tip 3 ve Tip 4 sperm yüzde değeri hesaplandı. Elde ettiğimiz sperm yüzde 

değeri anatase TiO2 NPs grubunda kontrol grubuna göre Tip 2’de  azalırken (P < 0.05), 

Tip 3’de artış gözlemlendi. Diğer yandan tüm Ag NPs uygulamalarında Tip 1, Tip 2, 

Tip 3 ve Tip 4 sperm yüzde değerlerinde  kontrol grubuna göre belirgin bir farklılık 

gözlenmedi (P > 0.05). 

HE testine göre Ag NPs (Düşük Doz), Ag NPs (Yüksek Doz)  ve Anatase TiO2 grupları 

için elde edilen kıvrık kuyruklu sperm yüzde değerleri sırasıyla Tablo 4.2, 4.3 ve 4.4 ‘ 
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de gösterilmiştir. Kıvrık kuyruklu sperm yüzde değeri; Ag NPs(Yüksek Doz), Ag NPs 

(Düşük Doz)  gruplarıyla kontrol grupları arasında istatistiksel bir fark bulunmamasına 

rağmen;  kontrol grubuyla Anatase TiO2 NPs grubunu karşılaştırıldığında; kontrol 

grubuna göre azalma olduğu gözlendi. 

 Kontrol Ag NPs  

(Düşük Doz) 

CI 

Testis Ağırlığı (mg) 188.8±9.49737 21 . ±33.96362 190-242 

Testis İndeks 0. ±0.06182 0. ±0.08015 0.5-0.6 

Motilite (%) 43. ±5.53308 39.8±4.60543 36-43 

Velosite 2.2±0,44 21 2. ±0,52 05 2-2 

Ölü Sperm (%) 35. ±5.39379 39.2±5.00935 35-43 

Toplam  Anormalite (%) 34.8±10.54144 40.1±5.31479 35-44 

Tip1 Sperm (%) 41.8±3.68551 41.0± .56919 35-46 

Tip2 Sperm (%) 30.4±2.41143 30. ±5.12870 26-34 

Tip3 Sperm (%)  . ±3.86562 12.5±4.21331 9-15 

Tip4 Sperm (%) 31.9±4.53023 29.9±5.92600 25-34 

Kıvrık Kuyruklu Sperm (%) 5 .0±4.02032 5 .8±5.96234 52-61 

Boyalı (%) 4 .2±4.16893 4 ±8.11680 29-38 

Tablo 4.2. Ag NPs (Düşük Doz) grubunun testis ağırlığı, testis indeksi ve sperm 

parametreleri üzerine olan etkisi (ortalama±SD). 
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 Kontrol Ag NPs 

 (Yüksek Doz) 

CI 

Testis Ağırlığı (mg) 188.8±9.49737 216.5±1 .28321 202-230 

Testis İndeks 0. ±0.06182 0.6±0.05464 0.5-0.5 

Motilite (%) 43. ±5.53308 50.1±5.81322 45-54 

Velosite 2.2±0.44721 3.6±0.51755 3-4 

Ölü Sperm (%) 35. ±5.39379 36.5± .37695 31-41 

Toplam  Anormalite (%) 34.8±10.54144 32.3±9.16994 24-39 

Tip1 Sperm (%) 41.8±3.68551 45.1±9.41230 37-52 

Tip2 Sperm (%) 30.4±2.41143 27.1±4.67545 23-31 

Tip3 Sperm (%) 6. ±3.86562 10.8±3.65120 7-13 

Tip4 Sperm (%) 31.9±4.53023 29.5± .77870 23-35 

Kıvrık Kuyruklu Sperm (%) 5 .0±4.02032 58.0± .3312 52-63 

Boyalı (%) 4 .2±4.16893 42. ±9.87803 34-51 

Tablo 4.3. Ag NPs (Yüksek Doz) grubunun testis ağırlığı, testis indeksi ve sperm 

parametreleri üzerine olan etkisi (ortalama±SD). 
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 Kontrol Anatase TiO2 NPs  

 

CI 

Testis Ağırlığı (mg) 188.8±9.49737 202.4±31.78499 173-231 

Testis İndeks 0.6±0.06182 0.6±0.09130 0.4-0.6 

Motilite (%) 43.6±5.53308 35.7±5.95171 30-41 

Velosite 2.2±0.44721 2.4±0.53452 1-2 

Ölü Sperm (%) 35.7±5.39379 37.9±5.50688 32-42 

Toplam  Anormalite (%) 34.8±10.54144 44.2± .96187 36-51 

Tip1 Sperm (%) 41.8±3.68551 37.4±8.74351 29-45 

Tip2 Sperm (%) 30.4±2.41143 19.1±3.43060 15-22 

Tip3 Sperm (%) 6.6±3.86562 27.6±8.39345 19-35 

Tip4 Sperm (%) 31.9±4.53023 32.4±5.67861 27-37 

Kıvrık Kuyruklu Sperm (%) 5 .0±4.02032 44.1±10.04381 34-53 

Boyalı (%) 4 .2±4.16893 39.2±5.05461 34-44 

Tablo 4.4. Anatase TiO2 NPs grubunun testis ağırlığı, testis indeksi ve sperm 

parametreleri üzerine olan etkisi (ortalama±SD). 

4.2. Real-Time PCR Uygulamasından Elde Edilen Bulgular 

Ag NPs’ nin 5 mg/kg konsantrasyonu (düşük doz) kontrole oranla füzyon 

genlerinden Mfn1’ in (şekil 4.3) ekspresyon seviyesinde herhangi bir değişikliğe neden 

olmazken, Mfn 2’ nin (şekil 4.5) seviyesinde bir artışa OPA 1’ in seviyesinde (şekil 4. ) 

ise bir azalmaya neden oldu. Bu konsantrasyonun fizyon geni olan Drp1 ‘ de ise 

istatiksel olarak herhangi bir değişikliğe neden olmadığı belirlendi (Şekil 4.9). 10 mg/kg 

Ag uygulanmış gruplarda (yüksek doz) ise hem füzyon hemde fizyon genlerinin 

ekspresyon seviyelerinde kontrole oranla istatiksel olarak önemli artışlar görüldü. 

Örneğin, kontrol grubunda Mfn 1’ in ekspresyon seviyesi yaklaşık olarak 0.1 

seviyesinde iken aynı genin ekspresyon seviyesinin yüksek doz Ag NPs grubunda 0.8 
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gibi yüksek bir değere ulaştığı belirlendi (Şekil 4.4). Ag NPs’ nin bu grubunda Mfn 2’ 

nin seviyesi 0.5 gibi yüksek bir değerde iken kontrolde 0.1 gibi düşük değerde kaldığı 

görüldü (Şekil 4. ).  

Real-Time PCR sonuçları kontrole oranla anastaz TiO2 NPs (5 mg/kg doku) 

uygulanmış gruplarda mitokondriyal füzyon Mfn 1 (şekil 4.9), Mfn 2 (şekil 4.10) ve 

Opa 1 (Şekil 4.11) genlerinin ekspresyon seviyesinde kayda değer bir değişikliğin 

olmadığını fakat fizyon geni olarak bilinen Drp 1’ in ekspresyonunu (şekil 4.12) 

istatiksel olarak bir ölçüde artırdığını ortaya çıkardı. 

 

Şekil 4.3. Ag NPs (Düşük Doz)' nin Mfn 1’ in ekspresyon seviyesi üzerine olan etkisi. * 

P < 0.005, ** p < 0.01, *** p < 0.001 ve istatiksel farklılık yok=P>0.05 
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Şekil 4.4. Ag NPs (Yüksek Doz)' nin Mfn 1’ in ekspresyon seviyesi üzerine olan etkisi. 

* P < 0.005, ** p < 0.01, *** p < 0.001 ve istatiksel farklılık yok=P>0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.5. Ag NPs (Düşük Doz)' nin Mfn 2’ in ekspresyon seviyesi üzerine olan etkisi. * 

P < 0.005, ** p < 0.01, *** p < 0.001 ve istatiksel farklılık yok=P>0.05 
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Şekil 4.6. Ag NPs (Yüksek Doz)' nin Mfn 2’ in ekspresyon seviyesi üzerine olan etkisi. 

* P < 0.005, ** p < 0.01, *** p < 0.001 ve istatiksel farklılık yok=P>0.05 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.7. Ag NPs (Düşük Doz)' nin OPA 1’ in ekspresyon seviyesi üzerine olan etkisi. 

* P < 0.005, ** p < 0.01, *** p < 0.001 ve istatiksel farklılık yok=P>0.05 
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Şekil 4.8. Ag NPs (Yüksek Doz)' nin OPA 1’ in ekspresyon seviyesi üzerine olan etkisi. 

* P < 0.005, ** p < 0.01, *** p < 0.001 ve istatiksel farklılık yok=P>0.05 

 

 

Şekil 4.9. Ag NPs (Düşük Doz)' nin DRP 1’ in ekspresyon seviyesi üzerine olan etkisi. 

* P < 0.005, ** p < 0.01, *** p < 0.001 ve istatiksel farklılık yok=P>0.05 
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Şekil 4.10. Ag NPs (Yüksek Doz)' nin DRP 1’ in ekspresyon seviyesi üzerine olan 

etkisi.* P < 0.005, ** p < 0.01, *** p < 0.001 ve istatiksel farklılık yok=P>0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.11. Anatase TiO2 NPs grubunun Mfn 1’ in ekspresyon seviyesi üzerine olan 

etkisi. * P < 0.005, ** p < 0.01, *** p < 0.001 ve istatiksel farklılık yok=P>0.05 
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Şekil 4.12. Anatase TiO2 NPs grubunun Mfn 2’ in ekspresyon seviyesi üzerine olan 

etkisi. * P < 0.005, ** p < 0.01, *** p < 0.001 ve istatiksel farklılık yok=P>0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.13. Anatase TiO2 NPs grubunun OPA 1’ in ekspresyon seviyesi üzerine olan 

etkisi. * P < 0.005, ** p < 0.01, *** p < 0.001 ve istatiksel farklılık yok=P>0.05 
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Şekil 4.14. Anatase TiO2 NPs grubunun Drp 1’ in ekspresyon seviyesi üzerine olan 

etkisi. * P < 0.005, ** p < 0.01, *** p < 0.001 ve istatiksel farklılık yok=P>0.05 
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5. TARTIŞMA 

Günümüzde, metalik nanopartiküller radyolojik alanlarda, moleküler 

görüntüleme, hedefe yönelik tedavi ve aşı geliştirilmesi gibi amaçlar doğrultusunda 

sıklıkla kullanılmaktadır.
3
 İnsanlar ise metalik nanaopartiküllere, onların üretimi, 

endüstride (besin, kimya v.b) kullanımı, tıbbi çalışmalarda hayvan ve insan modellerine 

ilaç yada ilaç taşıyıcısı olarak uygulanması sırasında maruz kalabilmektedir. Bu metalik 

partiküller ise organlarda, dokularda, hücrelerde, organellerde ve enzimler üzerinde 

istenmeyen toksik etkiler oluşturabilmektedir.
12,14 

Nanopartiküllerin üreme sistemi 

üzerinde olan toksik etkileri ise insan ve hayvanlarda infertiliye sebep 

olabilmektedir.
64,71,75,76

 Örneğin, Gromadzka-Ostrowska et al.
64

, ratlara damar yoluyla 

uygulanan gümüş nanopartiküllerinin testiste nanopartikül boyutuna, konsantrasyonuna 

ve zamana bağlı olarak epididimal sperm sayısını azaltığını, germ hücrelerinde DNA 

hasarı oluşturduğunu ancak vücut ağırlığı, adipoz doku dağılımı ve anomal sperm 

dağılımı üzerinde ise değişiklik oluşturmadığını ortaya çıkarmıştır. Komatsu et al.
72 

dizel yakıtların tüketiminden açığa çıkan partiküllerin (DEP), karbon ve titanyum 

dioksit nanopartiküllerinin testiste testesteron üretiminden sorumlu olan Leydig TM3 

hücreleri üzerine uygulamıştır. Araştırmacılar her üç nanopartiküllünde leyding TM3 

hücreleri tarafından hücre içerisine alındığını, bu nanopartiküllerin hücre canlılığı ve 

hücre çoğalmasınının yanısıra hücrelerde gen ekspresyon seviyesini değiştirdiğini 

belirtmiştir. Bu araştırmacılar özellikle titanyum nanopartiküllerinin diğerlerine oranla 

daha fazla sitotoksik etki oluşturduğunu açıklamıştır. Wiwantitkit et al.
74 

altın 

nanopartiküllerini spermatozon üzerindeki olası toksik etkisini araştırmış ve çalışma 

sonrasında  bu nanopartiküllerin spermlerin baş ve kuyruk kısımlarına nüfüz ettiğini, 

nanopartikül uygulanmış örneklerde kontrole oranla hareketli sperm sayısını  25 

oranında azaldığını ve spermlerde fregmantasyonun meydana geldiğini rapor etmiştir. 
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Barkhordari et al.
76

 çinko oksit nanopartiküllerinin in vitro koşullarda insan spermi 

üzerindeki toksik etki oluşturduğunu ve toksisitenin nanopartikül konsantrasyonuna ve 

maruz kalma süresine bağlı olarak arttığını belirtmiştir. Ema et al 
75

 titanyum oksit ve 

altın nanopartiküllerinin sperm hareketliliğini azaltığını, gümüş, aliminyum ve 

molibden trioksit nanopartiküllerinin ise fare spermatogonyum ana hücreleri üzerinde 

toksik etki oluşturduğunu rapor etmiştir. Asare et al.
71

 gümüş, altın ve titanyum 

nanopartiküllerinin zamana ve konsantrasyona bağlı olarak DNA kırıklarına, apoptoza 

ve nekroza neden olduğunu ortaya çıkarmıştır. Bu araştırmacılar aynı zamanda 

titanyumun toksik etkisinin altın ve gümüşten daha az olduğunu belirtmişlerdir. Bai et 

al
95

 intravenous olarak uygulanan karbon nanopartiküllerinin fare testisinde oluşturması 

muhtemel toksik etkisini araştırmış ve bu nanopartiküllerin fertiliyeti etkilemeyen 

geriye dönüşümlü bir testis hasarına neden olduğunu ortaya çıkarmıştır. Aynı 

çalışmada, ilaveten bu nanopartiküllerin 15 günlük maruz kalma süresinin sonunda 

testiste biriktiğini, oksitadif hasar oluşturduğunu ve seminifer epitel kalınlığını 

azaltığını ancak  0 ve 90 günlük gibi daha uzun maruz kalma sürelerinin sonunda bu 

hasarın geriye dönüşümlü olarak düzeldiğini belirtilmiştir. Yoshida et al
96 

10 haftanın 

üzerinde ve 10 doz olarak trake içerisine uygulanan karbon siyah (CB) 

nanopartiküllerinin farelerin seminifer tübüllerinde vakuolizasyon oluşturduğu ve serum 

testesteron seviyesini yükselttiğini ortaya çıkarmıştır. Miresmaeili et al 
97

 70 nm 

büyüklüğündeki gümüş nanopartiküllerini gavaj şeklinde ratlara uygulamış ve bu 

nanopartiküllerin spermatojenik hücre sayısı ve spermin akromozom yapısı üzerindeki 

etkisini araştırmıştır. Çalışma sonucunda, araştırmacılar bu nanopartiküllerin 

spermatozoa sayısın yanısıra primer spermatosit ve spermatit sayısınıda azalttığı fakat 

sertoli hücrre sayısında ve seminifer tübüllerin çapında herhangi bir değişikliğe neden 
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olmadığını ortaya çıkarmıştır. Yine aynı çalışmada, akromozom yapısında da 

anormallik oluşabileceği gösterilmiştir. 

Braydich-Stoll et al
98

 gümüş ve aliminyum nanopartiküllerinin sperm membranı’ nı 

geçerek sperm akromozumu ve mitokondri ile temas kurabileceği ve dolaysıylada 

toksik etki oluşturabileceği gösterilmiştir. Dişi üreme sistemi üzerine nanopartikül 

toksisitesi ile ilgili olarak yürütülen bir çalışmada, Gao et al.
73

 TiO2 nanopartiküllerinin 

uzun süreli maruz kalmaya bağlı olarak fare ovaryum dokusunda biriktiğini, burada 

mineral element ve sex hormonlarının dağılımını dengesizleştirdiğini, oksidatif hasara 

neden olduğunu ve fertiliteyi azaltığını ortaya çıkarmıştır.  

Doku yada hücrelerde ortaya çıkan toksik etkiler nukleusun yanısıra mitokondri 

ve endoplazmik retikulum gibi organelleride etkilemektedir. Özellikle, hücreye giren 

nanopartiküller oluşturdukları toksik etki nedeniyle reaktif oksijen türleri (ROS) 

üretmekte ve üretilen ROS’ da mitokondri hasarına neden olmaktadır. Mitokondride 

meydana gelen hasarlar apoptoz mekanizmasını aktif ederek hücre ölümüne neden 

olmaktadır. Dolayısıyla, mitokondri hasarına bağlı olarak apaoptozda görev alan Bcl-2, 

Bax, sitokrom C (CytC), kaspaz-3 ve kaspaz-9 proteinlerinin seviyelerinde artış 

olmaktadır.
14 

Doku, hücre ve organel düzeyinde nanopartikül toksisitesi bir çok çalışmada 

araştırılmasına rağmen, nanopartikül toksisitesinin mitokondriyal füzyon ve fizyon 

mekanizmalarıyla ilişkisine literatürde değinilmemiştir. Mitokondrinin bölünmesi ifade 

edilen fragmentasyon (fisyon) ve iki mitokondrinin birleşmesi anlamına gelen füzyon 

mitokondri dinamiğinin korunmasını sağlayan iki önemli antogonistik olaydır. 

Hücrelerde mitokondriyal morfoloji, mitokondri dağılımını, hareketi ve aktivitesi  bu 

olaylarla kontrol edilmektedir.
22

 Bu iki olayın herhangi birisindeki eksiklik yada 

anormallik mitokondri hareketini engellemekte yada verimsiz hale getirmektedir.
24

 Drp-
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1 hücre fizyonunda görev alsada bu genin aşırı ekspresyonu sağlıklı hücrelerde 

mitokondriyal yapıda ve fonksiyonlarda anormalliklere oluşturarak ATP üretiminin 

inhibisyonuna ve pro-apoptotik sinyallerin aktivasyonuna neden olmaktadır.
23,29

 

Yapılan çalışmalarda ise, mitokondriyal fizyonun antogonisti olan füzyonun hücrede 

oluşması muhtemel toksik etkiyi ortadan kaldırdığıda bildirilmektedir.
99-101

 Füzyon 

olayındaki artışın hücreleri apoptoza karşı koruduğu ve stres koşulları altında hücrenin 

hayatta kalma olasılığını artırdığı belirtilmektedir.
99 

Mayalar üzerinde yapılan bir 

çalışmada hücrede oluşturulan stres durumunda fizyon geni olan Dnm 1 ‘ in artışına 

karşılık olarak mitokondriyal füzyon geni olan fzo1’ in ekspresyon düzeyinde bir artış 

olduğu gösterilmiştir.101 Diğer bir ifadeyle, füzyon mekanizması fizyonun arttığı 

durumlarda strese karşı hücrede koruyucu bir rol üstlenmektedir.
 

Bu yüzden, mevcut çalışmada, iki metalik nanopartikül olan Ag (gümüş) ve TiO2 

(titanyum dioksit)’ in fare testis dokusunda hücre, doku ve mitokondri seviyesinde 

oluşturması muhtemel toksik etki ve bu toksik etkinin mitokondri füzyon-fizyon 

mekanizmaları üzerinde gen seviyesinde nasıl bir etki oluşturacağı araştırılmıştır. 

Çalışmanın amacına yönelik olarak ilk adımda kuyruk veninden uygulanan Ag ve 

anatase TiO2 NPs kan-testis bariyerini aşarak testise geçip geçmediği araştırılmıştır. 

Bunun için 5 dozluk uygulama peryodu sonunda testisler farelerden materyal-metod 

kısmında belirtildiği şekilde çıkartılmış ve ICP cihazıyla bu iki nanopartikülün 

testislerdeki varlığı araştırılmıştır. ICP cihazından elde edilen verilere göre testislerde 

nanoaprtiküllere rastlanılması olası toksik etkinin ön bir belirteci olarak kabul 

edilmiştir. ICP cihazından elde edilen mevcut verilere göre her iki nanopartikülün test 

edilen konsantrasyonlarda testise geçtiği belirlenmiştir. Bu durum gümüş ve titanyum 

nanopartiküllerinin testise geçebileceğini gösteren önceki çalışmalarla paralellik 

taşımaktadır.
71
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Mevcut çalışmada Ag ve TiO2 nanopartüküllerinin testise geçtiği belirlendikten 

sonra bu nanopartiküllerin testis indeksi ve testise ağırlığı değerlerinin yanısıra sperm 

kalitesi üzerinde bir farklılık oluşturup oluşturmadığ test edilmiştir.  Elde edilen 

sonuçlar bu nanopartiküllerin testis indeksi ve ağırlığı üzerinde kayda değer bir farklılık 

oluşturmadığını göstermiştir.  Kontrole oranla Tip 3 sperm grubunda Ag 

nanopartikülleri herhangi bir değişiklik oluşturmazken Anatase TiO2 nanopartikülleri 

istatistiksel bir artışa neden olmuştur.  Benzer şekilde Tip 1 ve Tip 2 sperm grubunda 

Ag nanopartikülleri bir değişiklik oluşturmazken Anatase TiO2 nanopartiküllerinde bir 

azalmaya neden olmuştur. Tip 3 oranındaki artış, Tip 1 ve 2’ deki azalış motilitenin 

azalmasının bir göstergesi olarak kabul edildiğinden dolayı TiO2 nanopartiküllerinin 

motiliteyi azalltığı ve bu yüzden de infertiliteyi artırdığı söylenebilir. 

Real time PCR (RT-PCR); klinik mikrobiyoloji ve genetik hastalıkların yanısıra 

Parkinson, alzaymır ve Tourette sendromu gibi nöredejenartif hastalıkların tanı ve 

tedavisiyle  ilgili gen expresyon çalışmalarında da başarıyla kullanılabilmektedir.
102-108

 

RT- PCR yöntemi ayrıca lösemi, lenfoma, kolan, karaçiğer ve tiroid kanseri gibi bir çok 

kanser türünün tanısında da etkili bir şekilde uygulanmaktadır. Hatta bu hastalıkların 

teşhisi için RT- PCR’ de kullanılmak üzere hazır ticari kitlerde satılmaktadır.
104

 

RT-PCR yöntemi günümüzde toksikoloji çalışmalarında da sıklıkla 

kullanılmaktadır. Örneğin, Sifringer et al.
109

 α2-reseptörlerine bağlananan ve bir çok 

hastalığın tedavisinde ilaç olarak kullanılan Dexmedetomidine maddesinin neonatal 

(doğum öncesi) rat modellerinin beyinlerinde toksik etki oluşturup oluşturmadığını 

ortaya koymak için çeşitli biyokimyasal testlerin yanısıra bir sitokinin olan IL-1β’ nin 

gen ekspresyon seviyesini RT-PCR yöntemi ile analiz etmişdir. Chen et al.
110

, X-ray 

ışınına maruz bırakılan farelerde quersetinin potansiyel toksik etkisini araştırırken 

MTRNR1, POLG, POLG2 ve TFAM genlerinin ekspresyon seviyelerini belirlemek için 
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RT- PCR yöntemini kullanmıştır. Zordoky et al 
111

; Doxorubisin’ in ratların böbrek ve 

karaçiğerinde oluşturduğu toksisiteyi ortaya çıkarmak için RT-PCR yöntemini 

kullanarak EPHX2, CYP1, CYP2, CYP4A ve CYP4F genlerinin ekspresyon 

seviyelerini belirlemiştir. Voss et al.
112 

bir fungal sekonder metabolit olan fumanosin’ in 

fare karaciğerinde oluşturduğu toksik etki mekanizmasını açıklamak için Acox, Ahcy, 

Anxa2, Caplain2, Cyp4a10, FMO1 gibi çok sayıda genin ekspresyon seviyelerini RT-

PCR ile analiz etmiştir.  Diğer taraftan, çeşitli nanopartiküllerinde olası toksik etkileri 

gen seviyesinde RT-PCR kullanılarak ortaya çıkarılmaya çalışılmıştır. Örneğin, 

Siddiqui et al. 
103

 bakır oksit nanopartiküllerinin insan hepatokasrsinoma hücrelerinde 

mitokondri aracılı apoptozisi teşvik ettiğini ortaya çıkarmak için p53, bcl-2, kasapaz-3 

ve bax genlerinin ekspresyon seviyelerini RT-PCR ile araştırmıştır. Watanabe et al. 
114 

tıbbi uygulamalarda sıklıkla kullanılan Fe3O4 magnetik nanopartiküllerinin insan 

akçiğer epitel hücrelerinde oluşturması muhtemel sitotosik ve genotoksik etkileri Heme 

Oksigenaz-1 (HO-1) gen seviyesini RT-PCR ile analiz etmek suretiyle belirlemeye 

çalışmıştır. Herzog et al.
115

 insan A549, makrofaj ve dentritik hücrelerine in vitro 

şartlarda gümüş nanopartiküllerini uygulamış ve ortaya çıkması muhtemel toksik etkiyi 

belirlemek için TNF-α, IL-8, HMOX-1 ve SOD-1 genlerinin ekspresyonu RT-PCR ile 

analiz etmiştir.  

Bulgular kısmından görülebileceği gibi dokuya düşük doz Ag NPs uygulaması 

sonrasında mitokondriyal fizyon geni olan Drp 1’ in ekspresyon seviyesinde önemli bir 

değişim ortaya çıkmamıştır. Aynı grupta füzyon genlerinden Mfn1’ de bir değişim 

olmazken, Mfn2’ de artış, Opa 1 ‘ de ise bir azalış görülmüştür. Mfn2 deki artışın ise 

yaklaşık olarak Opa 1 deki azalmaya denk geldiği görülmüştür. Bu bulgulara göre, 

mevcut çalışmada Ag (Düşük Doz) grubunun füzyonun ve fizyonun meydana gelme 

sıklığında önemli bir değişim yapmadığı ve bu yüzden de Ag’ nin bu 
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konsantrasyonunun fare testisinde kayda değer bir toksik etki oluşturmadığı sonucu 

çıkarılmıştır. Ag (Yüksek Doz) grubunda ise hem mitokondriyal füzyon hemde fizyon 

genlerinin ekspresyon seviyelerinde önemli artışlar görülmüştür. Aşırı fizyonun stress 

durumunda hücre ölümünü tetiklediği, füzyonun ise bu strese karşı bir koruma rolü 

üstlendiği bilgisi göz önüne alındığında
99,101

, mevcut çalışmada fizyon genindeki 

yüksek ekspreyona karşı her üç füzyon genininde kontrole oranla daha fazla eksprese 

olması hücrede ortaya çıkan stresin ortadan kaldırılmasına yönelik bir strateji olabilir. 

Çalışmada, gen expresyon analizleri yüksek doz Ag uygulamasının testiste toksik etki 

oluşturduğunu fakat spermatolojik muayene sonuçları aynı yüksek dozun sperm 

motilitesi ve velositesi üzerinde olumlu etki yaptığını göstermiştir. Diğer bir ifadeyle 

gen expresyon analizleri yüksek doz Ag uygulamasının fertiliteyi azalttığını fakat 

spermatojik muayene sonuçları aynı yüksek dozun fertilite olasılığını artırdığını işaret 

etmektedir. Bununla birlikte, fertilitede sperm tiplerinin, sperm canlılığının, sperm DNA 

yapısının ve doku hasarının da etkili olduğu bilinmektedir.  Bu yüzden, sperm velositesi 

ve motilitesinde bir artışın görülmesi tek başına fertilite oranının arttığını söylemek için 

yetersiz olmaktadır. Dahası, nanopartiküllerin sperm zarlarını geçerek akromozom 

yapısına girdiği ve burada DNA hasarı oluştuduğu belirtilmektedir.
98

 Bu yüzden 

spermlerin motilitesi ve velositesi artmış olsada bu spermelerde fertiliteyi azaltabilecek 

DNA hasarının meydana gelmesi olasıdır. 

Literatürde, hücrede oluşturulan toksik etki durumunda mitokondriyal füzyonun 

artması hücreyi toksik etkiye karşı korurken fizyon mekanizmasındaki artış hücreleri 

toksik etkiye karşı daha korunaksız yapmaktadır.
100

 Mevcut çalışma, TiO2 (5 mg/kg) 

grubunun füzyon genlerinin ekspresyon seviyesinde herhangi bir değişiklik yapmadığını 

ancak fizyonun meydan gelme sıklığını artırdığını göstermiştir. Fizyon olayındaki 

artışın sebebi Drp1 geninin ekspresyon seviyesindeki artışa bağlanmıştır.  Drp1 geni 
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bağlantılı fizyon olayı mitokondrilerden sitokrom C salınımını artırmakta ve bu aşırı 

salınımda hücreyi aPoptozise götürmektedir.
116

 Dolayısıyla, mevcut çalışmada anatase 

TiO2 grubunda Drp 1 geninde bir ekspresyon artışının olması testiste ortaya çıkan bir 

toksik etkinin varlığıyla açıklanmıştır. Ancak, Drp1’ in etkisini dengeleyecek şekilde 

füzyon genlerinde bir ekspresyon artışı olmadığından dolayı anatase TiO2 grubunun 

testiste oluşturduğu toksik etkinin düşük seviyede olduğunu söylemek olasıdır.  Zaten, 

sperma üzerine yaptığımız denemeler sonucunda da anatase TiO2 grubunun toksik 

etkiden dolayı kıvrık kuyruklu sperm oranını azaltmıştır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Sonuç olarak mevcut çalışma kuyruk veninden verilen Ag (5 ve 10 mg/doku) ve 

anatase TiO2 (5 mg/doku) nanopartiküllerinin ICP cihazı verilerine göre testis dokusuna 

geçtiği tespit edildi. Düşük dozda, Ag nanopartiküllerinin testis ağırlığı ve indeksinin 

yanısıra sperm parametreleri üzerinde çok fazla toksik etki göstermediği belirlendi. 

Aynı düşük dozda, mitokondriyal füzyon ve fizyon  genlerinin ekspresyon seviyelerinde 

kayda değer bir değişim gözlemlenmedi. Yüksek Ag dozunda ortaya çıkan yüksek 

toksik etkiye bağlı olarak fizyon ve füzyon genlerinin expresyon seviyelerinde 

değişimler tespit edildi. Testiste ayrıca düşük seviyede de olsa anatase TiO2 

nanopartiküllerinin toksik etki yapabileceği belirlendi. Genel olarak, en fazla toksik etki 

yüksek doz Ag grubunda görülürken bunu sırasıyla Anatase TiO2 ve düşük doz Ag 

grupları izlemiştir. 

Bu bulgulara göre: 

- fabrika, laboratuvar vb ortamlarda nanopartiküllerle temas halinde bulunan 

kişilerin infertilite riskine karşı daha dikkatli olması 

 - titanyum oksit ve gümüş nanopartiküllerinin testise ilaç vb maddelerin 

taşınmasında araç olarak kullanılması durumunda bu nanopartiküllerinin toksisiteyi 

azaltacak olan yüzey modifiye edici maddelerle kaplanmasını önermekteyiz. 

- Ayrıca, gelecek çalışmalarımızda farklı şekillere, konsantrasyonlara  ve 

büyüklüklere sahip nanopartikülleride test etmeyi planlamaktayız.  
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