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OZET

Nanopartikiillerin Fare Testis Dokusunda Mitokondri Stresi Uzerine

Olan Etkileri

Amag: Gergeklestirilen ¢alismalar Ag (giimiis) ve anastaz TiO2 (tiyanyum
dioksit) nanopartikiillerinin faydali yonlerinin aksine akciger, karaciger, bobrek, beyin
ve kalp gibi organlarda toksik etkilere neden olabilecegini gostermektedir. Bununla
birlikte, iki nanopartikiil tarafindan testiste olusturulan olasi mitokondri stresini
aragtiran bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Mevcut calisma, Ag and anatase
TiO2 nanopartikiilleri tarafindan testiste olusturulabilecek olan olas1 hiicre ve
mitokondri toksisitesini belirlemek i¢in gergeklestirildi.

Materyal ve Metot: Deneyler in vivo olarak fareler iizerinde gerceklestirildi.
Toksik etkinin ortaya c¢ikarilmasi i¢in spermatolojik parametreler analiz edildi.
Mitokondriyal fiizyon ve fizyon mekanizmalari iizerindeki olas1 toksik etkiyi belirlemek
icin, mitokondriyal fizyon (Drpl) ve fiizyon (Mfnl, Mfn2 ve OPALl) ile iliskili
proteinlerin mMRNA seviyeleri ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
kullanilarak analiz edildi. Uygulama sonrasi nanopartikiillerin testilerdeki varligi ICP
OES spektrofotometre kullanarak belirlendi.

Bulgular: ICP OES spektrofotometresinden elde edilen sonuglar intravenouz
olarak uygulanan nanopartikiillerin testislere gectigini gosterdi. Gergek-zamanli PCR
sonuglart mitokondriyal fizyon ve fiizyon genlerinin mRNA seviyelerinin kontrollere
oranla yiiksek doz Ag (10 mg/kg doku) ve anatase TiO2 (5 mg/kg doku) uygulanmis
gruplarda degistigini ortaya ¢ikardi. Ag gruplarinin sperm parametreleri {izerine bir
toksik etki yapmamasina ragmen, anatase TiO2 grubunun sperm hareketini ve
velositesini azalttigl goriildii.

Sonug¢: Ag ve anatase TiO2 nanopartikiilleri tarafindan olusturulan toksik etkinin
mitokondriyal fiizyon ve fizyon mekanizmalarini etkileyebilecegi gosterildi.

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

etki



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 TiO,

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 (Drpl) and fusion (Mfnl, Mfn2, OPAL)-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. GIRIS

Nanopartikiiller gliniimiizde biyoloji ve tip alaninda siklikla kullanilmaktadir.
Nanopartikiillerin tip alaninda kullanilmasina nanotip adi verilmektedir. Metalik
nanopartikiillerin en 6nemlilerini Au (altin), Ag (giimiis), Ni (nikel), Pt (platinyum) ve
Ti (titanyum) teskil etmektedir.'?

Tip alaninda nanopartikiiller duyarhi analizler saglamak amaciyla biyomarkir
tabanli protecomik ve genomik teknolojilerde, manyetik rezonans, ultrason, floresan,
niikleer ve bilgisayarli tomografi gibi radyolojik alanlarda molekiiler goriintiileme
amaciyla, ilagc gelistirme sistemleri, hedefe yonelik tedavi, as1 gelistirilmesi gibi
amaglarla kullanilmaktadir.?

Nanopartikiillerin tip alaninda kullaniminin esas ¢ikis noktasini ilaglarin yada
diger molekiillerin nanapartikiillere baglanarak belirli hedef doku yada hiicrelere
taginmast olusturmaktadir. Tedavi sirasinda ilacin sadece hedef organa yonlendirilmesi
ve bu sayede diger organlarda istenmeyen ila¢ kaynakli yan etkilerinin ortadan
kaldirilmas: saglik agisindan ¢ok onem arz etmektedir. Nanopartikiillerde baglanmis
olduklari ilaglar1 hedef organlara tasidiklarindan dolayr hastalik tedavilerinde daha iyi
sonuclar saglamaktadir. Bu durum Ozellikle dokudaki kanserli hiicrelere ilaglarin
spesifik olarak ydnlendirilmesinde gok 6nem arz etmektedir.*”

Kanser caligmalarinda kullanilan 6nemli metalik nanopartikiillere altin ve
titanyum partikiilleri 6rnek verilebilir.®  Altin naonopartikiilleri gibi glimiis
nanopartikiilleride tibbi ¢aligmalarda genis bir sekilde kullanilmaktadir. Antibakteriyel
ozelliginden dolayi, giimiis nanopartikiilleri giiniimiizde tibbi aletlerin, evsel esyalarin
ve i¢cme sularmin dezenfeksiyonunda kullanilmaktadir Yine antibakteriyel 6zelliginden
dolayl, glimiis nanopartikiilleri tekstil endiistrisi tarafindan giysiler igerisine

yerlestirilmektedir. Diger taraftan, glimiis nanopartikiilleri hizli sonug alinmasi gereken



" Son zamanlarda

reaksiyonlar i¢in nanosensér hazirlanmasinda kullanilmaktadir.
yapilan g¢alismalarda, giimiis nanopartikiillerinin HIV-1 enfeksiyonunu da engelledigi
belirtilmektedir.®

Altin ve giimiis nanopartikiillerinde oldugu gibi titanyum nanopartikiillerinin
Ozellikle titanyum dioksit (TiO2)’ in gilinlimiizde c¢ok farkli kullanim alanlar
bulunmaktadir. Bu madde gidalara, boyalara, miirekkeplere, kagitlara ve dis
Mmacunlarina onlarin renklerini parlatici olarak eklenmektedir. Diger bir ifadeyle,
renklerin parlaticis1 olarak kullanilmaktadir. Bu madde hatta nanopartikiil boyutunda
kullanildiginda deriyi UV i1sinlarina kars1 koruma 6zelligi tasimaktadir. Bu ylizdende
TiO, nanopartikiilleri kremlere yada deri tedavisnde kullanilan ilaglara katilmaktadir.’
Hava ve su ortamlarinda kirleticilerin remediasyonunda, fotoaktivasyon ve serbest
radikal olusturma Ozelligi sayesinde de mikroorganizmalarin o&ldiiriilmesinde
kullanilmaktadir.™ Diger nanaopartikiillerde oldugu gibi TiO2’ ninde kanser
tedavilerinde kullanilan ilaglar1 (6rnegin paklitaksel) hedeflerine basariyla tasidiklari
belirtilmektedir.™*

Insanlar metalik nanaopartikiillere, onlarin {iretimi, endiistride (besin, kimya v.b)
kullanimi, tibbi c¢aligmalarda hayvan yada insan modellerine uygulanmasi sirasinda
maruz kalabilmektedir. Bu metalik nanopartikiiller ise solumum, deri ve kan gibi yollar
izleyerek insan viicuduna giris yaptiktan sonra farkli organ ve dokulara
yerlesebilmektedir.12 Yerlesmeyi takiben, metalik nanopartikiiller molekiil 6zellikleri
nedeniyle organlarda, dokularda, hiicrelerde, organellerde ve enzimler {izerinde
istenmeyen toksik etkiler olusturabilmektedir. Toksik etkiye bagli olarakta solunum
sistemi, kan, santral sinir sistemi, gastrointestinal sistem, lireme sistemine ait doku ve

organlarda ve cilt ilizerinde hasarlar meydana getirebilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda



metalik nanopartikiillerinin toksik etkisinde onlarin seklinin, biiyiikliigliniin, yiizey
yapisinin ve yiikiiniin etkili oldugu belirtilmektedir.*®

Doku yada hiicrelerde ortaya ¢ikan toksik etkiler nukleusun yanisira mitokondri
ve endoplazmik gibi organelleride etkilemektedir. Mitokondri enerji iiretimi, hiicre
farklilasmasi ve hiicre apoptozisinde gorev almaktadir.** Hiicrede bir ¢cok fonksiyonu
yerine getiren, mitokondri disardan hiicreye giren bir ¢cok maddenin olumsuz etkisine
son derece duyarli durumdadir. Ozellikle, hiicreye giren nanopartikiiller olusturduklar:
oksidatif stress nedeniyle reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretmekte ve iiretilen ROS’ da
mitokondri hasarina neden olmaktadir. Dolayisyla, ROS iiretimi nanopartikiil stresinin
ve mitokondri hasarmin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Nanapartikiil
toksisitesi ROS {iteriminin yanisira mitokondri i¢ zarinda bulunan sitokrom C
proteinleirnin saliniminada neden olmaktadir. Sitokrom C’ de hiicrede apoptozisini
uyarmaktadir. Apoptos i¢inde, sitokrom C apoptozda gorev alan apoptozom
kompleksinin yapisina katilmakta ve kaspaz-9 aktivasyonunu saglamaktadir.
Dolayisiyla, mitokondri hasarina bagli olarak ROS iiretiminin yanisira apaoptozda
gorev alan Bcl-2, Bax, sitokrom C (CytC), kaspaz-3 ve kaspaz-9 proteinlerinin
seviyelerinde artig olmaktadir.**

Yapilan literatiir taramasinda Ag ve TiO2 nanopartikiillerinin fare testislerinde
toksik etki olusturdugu belirtilmektedir. Bununla birlikte, bu nanaopartikiillerin
testislerde olusturdugu mitokondri stresiyle ilgili literatiirlerde herhangi bir bilgi yer
almamaktadir. Bu ¢alismanin amaci; iki metalik nanopartikiil olan Ag ve TiO2’ in fare
testis dokusunda olusturmasi muhtemel mitokondri stresini spermatolojik incelmelerin

yanisira Real-Time PCR analizleriyle ortaya koymaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testisin Histolojisi ve Anatomisi

Memelilerde erkek lireme sistemi genital kanallar, yardime1 bezler, iki adet testis
ve penisten meydana gelmektedir. Testisin baslica gorevi erkek seks hormonlar1 ve
spermatozoa iiretmektir."

Testisler karin boslugunun disinda ve skrotum iginde oblik pozisyonda asili
olarak duran bir ¢ift organdir. Ovoid sekilli bu organlar yaklasik 4-5 cm uzunlugunda ve
2.5-3.5 cm genisliginde olup ortalama 20-30 gr agirligindadir. Biiytikliikleri yaklagik
olarak ayni olsa da sag testisin agirligi sol testisinkinden % 10 kadar daha fazladir.
Genellikle sol testis saga gore 1 cm daha asagidadir. Testislerin sicakliklart ise viicut
sicakligindan 3-4 °C daha dusiiktiir. Testisleri en distan saran skrotumun kivrimli bir
kese goriinlimiindedir. Bu kese skrotal septum (septum scrotum) ile i¢ kisimda iki ayr1
bliime ayrilmakta ve her boliimde bir testis yer almaktadir.*®*’

Testislerin facies medialis ve facies lateralis ad1 verilen iki yiizii, margo anterior
ve margo posterior ad1 verilen iki kenari, extremitas superior ve extremitas inferior adi
verilen iki ucu vardir. Testisin 6n kenari, her iki yiizii ve uglar1 diiz ve konveks olup
periton ile kaplidir. Arka kenarinin sadece lateral kismi peritonla kaphdlr.lﬁ’18

Testisler, embriyolojik gelisim sirasinda karin boslugunun arka duvarinda
retroperitoneal olarak gelisir. Fetiisiin gelismesi sirasinda go¢ ederler ve skrotum ig¢inde
spermatik  kordonlarin  uglarinda asili olarak  bulunurlar. Skrotuma dogru
gerceklestirdikleri bu goc¢ nedeniyle her bir testis kendisiyle birlikte peritonu, tunika
vaginalis ad1 verilen serdz bir kese seklinde skrotum igine siiriikler. Tunika vaginalis

dista parietal, icte visseral bir tabakadan olusur ve testisin 6n ve yan kisimlarinda tunika

albugineay: orter.'’



Testis distan ige; tunika vaginalis’ in lamina visceralis’ 1 (epiorchium), tunika
albuginea ve tunika vasculosa olarak ii¢ tabaka ile sarilidir. Kalin bir kollajen bag
dokusu 6zelligindeki T. albuginea testisin arka yliziinde kalinlasarak mediastinum testisi
olusturur. T. albuginea ile baglantili fibr6z septumlar organin derinlerine ilerleyerek
bezi yaklasik 250 piramidal pargaya bdler, her bir parcaya testis lobiilii adi verilir.
Lobiiller arasinda ¢cogunlukla iletisim vardir.}"°

Her lobiilde 1-4 adet her testiste ise yaklasik olarak 250-1000 seminifer tiibiil
bulunmaktadir. Seminifer tiibiillerin herbirinin ¢ap1 yaklasik 150-250 pum ve uzunlugu
ise yaklasik 30-80 cm dir. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu ise yaklasik olarak
250 m dir. Testisteki seminifer tiibiiller ya kor ugludur yada dallara ayrilirlar. Her bir
tiibiil sonlanirken liimen daralir ve diiz tiibiiller veya tubuli rekti adiyla bilinen kisa
kanalciklar halinde siirer. Biitiin lobuluslardan gelen bu kanalciklar mediastunum’a
sokulur ve burada rete testis (Haller ag1) denilen yapiy1 olustururur. Rete testis, 10-20
duktuli efferentes ile epididimin bas kismina baglanmistir. Lobuli testislerde yapilan
spermiumlar rete testisten ducctili efferentes testis adi verilen kanallar araciligiyla
epididimise gelir.®>?°

Seminifer tiibiillerin arasindaki boslugu kan damarlari, lenfatik kanallar veya
sinlizoidler, makrofajlar ve androjen iireten hiicre gruplarit olan interstisyel (Leydig)
hiicreleri doldurur. Seminifer tiibiiller erkek iireme hiicreleri olan spermatozoonlarin
iretiminden sorumlu iken leyding hiicreleri, sekonder seks karakterlerinin
gelismesinden sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu tretmektedir. Leydig
hiicreleri; yuvarlak, poligonal, merkezi bir ¢ekirdekigi bulunan eozinofilik sitoplazmali
ve kiiciik lipit taneciklerinden zengin hiicrelerdir. Tunika albugineanin altinda damardan

zengin gevsek bir bag dokusu olan tunika vaskiiloza yer alir. Tunika vaskiiloza, tunika

albugineanin testis i¢indeki uzantilarinin i¢ yilizeyini Orter ve tunika vaskiiloza biitiin



tiibiilleri distan sarar. ™!

Seminifer tiibiiller fibréz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal membran ve
karmasik bir seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran fibréz bag doku (tunika
propria) birkag fibroblast katmanindan olugsmustur. Bazal membrana yapisik olan en
icteki katman, diiz kas oOzellikleri de gosteren yassilasmis miyoid hiicreler igerir.
Spermatozoon ve testikiiler sivinin seminifer tiibiillerden duktus epididimise ulagmasi
miyoid hiicrelerin ritmik kasilma hareketi ile peristaltik hareketin saglanmasi ile
gergeklesir.17

Seminifer tiibiil epiteli destek hiicreleri (Sertoli hiicreleri) ve spermatogenik seri
hiicrelerinden meydana gelmektedir. Spermatogenik hiicreler, bazal lamina ve tiibiil
limeni arasini dolduran 4-8 tabaka halinde diizenlenmislerdir. Bu hiicreler, belirli
sayida boliinmeden sonra farklilagir ve spermatozoayir olusturur. Bunlar erkek germ
hiicrelerinin stirekli farklilasma siirecindeki ¢esitli evrelerini temsil eder. Baslangigtan
bitise kadar bu olaya spermatogenez adi verilir."®> Sertoli hiicreleri; spermatogenez
serisindeki hiicreleri saran, bazal membrandan seminifer tiibiil liimenine dogru uzanan
uzun, piramidal hiicreler olup, tiibiiller aras1 bosluk ve seminifer tiibiil liimeni arasinda
koprii hiicreler olarak gorev yapar.'’

Sertoli hiicreleri testiste asagida belirtilen gorevleri tistlenmektedir. ™

1.Gelisen spermatozoanin  desteklenmesi, korunmasi ve beslenmesinin
ayarlanmasi.

2. Artik cisimlerin fagositozu

3. Salg1 ( Protein sentezi, androjen baglayici protein, steroidler, inhibin)

4. Antimiilleriyen hormon yapimi

5. Kan testis bariyeri ve bunun kontrolii

6. Leydig hiicreleri ve peritiibiiler hiicrelerin fonksiyonunda parakrin kontrol



7. Germ hiicrelerinin liimene dogru pasif hareketlerinin saglanmasi
(spermiasyon)

8. Spermatogenezin parakrin kontrolii

2.2. Mitokondriyal Fizyon ve Fiizyon

Mitokondriler ¢ift zarli bir yap1 6zelligindedir. Dis zarin ortalama olarak yarisini
lipidler diger yarisini ise proteinler meydana getirmektedir. Dis zardaki proteinlerin bir
kismini ise porinler olusturmaktadir. Kanal gorevi goren bu molekiiller 10.000 dalton
kadar biiytikliige sahip olan molekiillerin ge¢isine izin vermektedir. Miokondrilerin dig
zar1 gram negatif bakterilerin dis zarina benzerlik gostermektedir. I¢ zar dis zara oranla
cok daha az ggirgen olup, yapisim %20 lipid ve %80 protein olusturmaktadir. I¢ zar
ayrica ¢ok sayida kivrilma ve katlanma yaparak zar ylizeyinin artmasini saglamaktadir.
Bu katlanmis kivrilmli yapilara krista ad1 verilmektedir.?*

Mitokondri solunum, substrat oksidasyonu, ATP {iretimi, apoptozis ve kalsiyum

2122 Mitokondrinin bdliinmesi olarak

dengesi gibi olaylarda gorev alan hiicre organelidir.
ifade edilen fragmentasyon (fizyon) ve iki mitokondrinin birlesmesi anlamina gelen
flizyon mitokondri dinamiginin korunmasini saglayan iki farkli antognistik olaydir.
Hiicrelerde mitokondriyal morfoloji, mitokondri dagilimi ve aktivitesi bu olaylarla
kontrol edilmektedir. Ozellikle mitokondrilerin uzunlugunun, seklinin, hacminin,
hareketinin ve sayisinin kontrol edilmesinde fizyon ve flizyon olaylar1 son derece etkin
rol TUstlenmektedir. Maya ve memeliler iizerinde yapilan c¢aligmalar yiiksek
flizyon:fizyon oranina sahip hiicrelerin bir ka¢ tane mitokondri icerdigini ve bu
mikondrilerinde uzun ve birbirleriyle baglantili oldugunu, tam tersine, diisiik

flizyon:fisyon oranina sahip hiicrelerin ise ¢ok sayida ve kiiresel yada kisa g¢ubuk

seklinde mitokondrilere sahip oldugunu ortaya cikarmigtir. %



Mitokondriyal hareket hiicrede mitokondri dagilimi i¢in gereklidir. Cogu
hiicrede mitokondri hareketi hiicre iskeletindeki yollar iizerinde gergeklesmektedir.
Mayalarda mitokondriyal hareket hiicre iskeletindeki aktin flamentler, memelilerde ise
hiicre iskeletindeki hem aktin flamentler hemde mikrotiibiiller iizerinde
gerceklesmektedir. Bu yollar iizerinde hareket eden mitokondriler birbirleriyle
karsilastiklarinda birlesmekte ve fiizyonu meydana getirmektedirler. Mitokondri
dagiliminda bu yollar 6nemli iken, mitokondri flizyonunda ve seklinde her zaman
gerekli degildir.?*® Bu iki olayin herhangi birisindeki eksiklik yada anormallik
mitokondri hareketini engellemekte yada verimsiz hale getirmektedir. Sinir hiicrelerinde
mitokondriler hiicre govdesinden daha uzak bolgelere hareket ettiginden, bu iki olayin
gerceklesmesi 6zellikle sinir hiicrelerinde son derece énemlidir.?*

Mitokondriyal fizyon molekiilleri ise mitokondri dis zarinda yer alan Fisl ve
stoplazmada bulunan Drpl proteinleridir.”® Son zamanlarda yapilan bir cahismada
memeli mitokondri dis zarinda yer alan Mff proteininde fisyon olaynda gorev aldigini
belirtilmistir.?

2.2.1. Fiizyon Proteinleri

Mitokondriyal fiizyonda gorev alan molekiiler mitofusin-1 ve 2 (Mfnl ve Mfn2)
ve OPAL1 proteinleridir. Bu molekiillerden Mfn1 ve Mfn2 mitokondri dis zarinda, OPA1
ise mitokondri i¢ zarinda yer almaktadir. Memelilerde mitokondriyal dis zarlar
arasindaki fiizyon genellikle Mfnl ve Mfn2 ile i¢ zarlar arasindaki fiizyon ise OPA1 ile
yiiriitilmektedir.?’

Mifn2 ayrica endoplazmik retikulumda (ER) da bulunmakta ve biiyiik ihitimalle
ER morfolijisinin kontroliinde ve mitokondri ile baglanti kurmasinda gorev
almaktadir.”® Mfnl 741, Mfn2 ise 757 aminoasitten meydana gelmektedir. insanlarda

birbirleriyle iliskili olan bu iki homolog protein %63 oraninda benzerlik gostermekte ve



ayni fonksiyonel domainleri igermektedir. Bu iki protein ortak olarak GTPaz, HR1,
HR2 ve TM domainlerini igermektedir. Mfnl1’ den farkli olarak Mifn2’ de prolin
aminoasidi bakimindan zengin bir domainde bulunmaktadir. Bu proteinler sahip
olduklar1i TM domainleri sayesinde mitokondri dis zarma tutunmaktadirlar. TM
domainleri ilk 6nce dis zara giris yapmakta daha sonrada U seklinde doniis yaparak
zardan stoplazmaya dogru uzanmaktadir. Dolayisiyla, bu proteinler her ne kadar
mitokondri dis zarinda bulunsada disar1 dogru (hiicre stoplazmasina) uzanti
yapmaktadirlar. Ornegin, bu proteinlerin mitokondri dis zarindan disar1 dogru uzanan
HR2 domaini birbirine yaklagmis olan iki mitkondrinin dis zarlariin birbirleriyle
baglanti kurmasin1 saglmaktadir. Mfnl ve Mfn2’ nin fiizyondaki rolii ise esas olarak
GTPAZ domainleriyle agiklanmaktadir. GTPaz domainindeki mutasyonlarin fiizyonu
engelledigi belirtilmektedir. Mfnl ve Mifn2’ nin memelilerde gorevi farelerde
gerceklestirilen hedef mutasyonlarla belirlenmektedir. Mfnl ve Mfn2’ nin eksikliginde
mitokondrial tiibiil olusumu ve fiizyon gerceklesmemektedir. Tam tersine, bu iki
proteinin asir1 ekspresyonuda da flizyon olusumunu engellemektedir. Birbirlerine
homolog olan bu molekiillerinin herhangi birinin eksikliginde digeri fizyon olayini
gerceklestirebilmektedir. Bununla birlikte, fibroblast gibi hiicrelerde Mfnl’ in daha
aktif oldugu belirtilmektedir.?%

Mfnl’ in aksine Mfn2’ nin hiicrede oksidatif metabolizzma, hiicre dongiisii,
hiicre oOliimii, mitokondriyal aksonal tasinma gibi farkli rolleride {stlendigi
belirlenmistir. Dolayisyla, mfn2 genindeki mutasyonlar otosomal dominat kalitim
gosteren  Charcot-Marie-Tooth 2A  gibi noérddejeneratif hasataliklara neden
olabilmektedir. Ayrica, obesite, diabe ve diiz kaslarin gelisimdeki ananormallikler
durumunda bu genin ekspresyonunda azalmalar olduguda belirtilmektedir.”®

OPA 1 genindeki mutasyonlar otozomal dominant kalitim gdsteren optik otrofi



hastaligina neden oldugu igin bu gen OPA1 olarakta isimlendirilmektedir. Insan OPA 1
geni mayalardaki Mgm1 (Saccharomyces cerevisiae) ve Mspl (Schizosaccharomyces
pombe) genleri ile anologdur.*® OPA1 ve homologlart mitokondri zarlari arasinda yer
almakta ve mitokondri i¢ zarina bagli bulunmaktadir. OPA1 mitokondri fiizyonunda ve
kristalarin yeniden modellenmesinde gorev almaktadir.?® Dolayistyla, RNA interferens
ile bu gen knockdown edildiginde fiizyon ger¢eklesmemekte hatta hiicreler daha fazla
fisyona ugramaktadir. Ayrica, bu genin knockdown edilmesine bagli olarak
mitokondrilerin krista yapilarinda ciddi anormallikler ortaya ¢ikmaktadir.**** Diger
taraftan, yapilan caligmalarda, OPA1’ in baskilanmasina bagli olarak hiicrede
apoptozisin aktive edildigi, hiicre biiylimesinin ve oksijen tiikketimin azaldigida
belirtilmektedir. Dahasi, bu proteinin otofaji ile birlikte hasarli mitokondrilerin ortadan
kaldirilmasinda da gorev aldigi agiklanmaktadir. 233 OPA1 biitiin dokularda eksprese
olmasina ragmen, retina, beyin, kalp, iskelet kasi ve karacigerde daha yiiksek
ekspresyon gé')stermektedir.29 OPA1 geni ortalama 100 kb biiyiikliigiinde olup kodlama
yapan 30 ekson icermektedir.*® OPA1 geni ekson 4, 4b ve 5b’ nin alternatif splayi ile 9
mRNA izoformu meydana getirmektedir. Izoform 1 ve isoform 7 insan ve farele
hiicrelerinde en sik goriilen OPA1 varyantlar1 olup, isoform 1 sadece ekson 4, isoform 7

ise ekson 4 ve 4b’ yi icermektedir.?

GTPase HR1 TM  HR2
Mfn1 —Q(:—-CD—:
GTPase HR1 T™M HR2
Mfn2 —O o oo—-
HR  GTPase HR

MTS
OPA1

Sekil 2.1. Mfnl, Mfn2 ve OPA1 proteinlerinin temel bilesenleri.29
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Sekil 2.2. Mfnl, Mfn2 ve OPA1 proteinlerinin mitokondri zarlarinda yerlesimi.23

2.2.2. Fizyon Proteinleri

Fisyon veya fragmentasyon mitokondrinin bdoliinmesi anlamina gelmektedir.
Mitokondriyal fizyon ilk olarak mayalarda ortaya ¢ikarilmistir. Daha sonra memeli
hiicreleri tizerinde yapilan ¢aligsmalarda, fisyon mekanizmasinda gorev alan proteinlerin
dynamin-iliskili protein 1 (Drpl), mitokondriyal fizyon protein 1 (Fisl), mitokondriyal
fizyon faktorii (mff) ve mitokondriyal dinamik proteinleri (MiD49 and MiD51) oldugu
belirtilmistir.?** Bu proteinlerden Fisl mitokondri dis zarinda, Drpl ise stoplazmada
yer almaktadir. Ancak, fizyon sirasinda Drpl gorev yapmak iizere mitokondri dis zarina
giderek baglanmakta ve bdliinmenin gerceklesecegi yerden mitokondriyi kiskag
25,37

seklinde sarmaktadir.

Dynamin-iliskili protein mayalarda Dnmlp, insanlarda ise Drpl olarak
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bilinmektedir. Mayalarin fisyon olayinda Dnm1p, Mdv1, Caf4, and Fisl proteinleriyle
isbirligi yapmaktadir. Dnmlp’ in mitokondriyal fizyon noktasina baglanmasi sirasinda
fisl, Mdvl ve Caf4 reseptor proteinler olarak gérev yapmaktadir. Dnm1p mitokondriye
baglandiginda  spiraller  olusturarak  mitokondriyi  sarmakta ve  fisyonu
gergeklestirmektedir.38‘39 Insanlar dahil memelilerde ise, mitokondri dis zarinda bulunan
4 integral proteinin (mff, Fisl, MiD49, MiD51) reseptor gorevi yaparak Drpl
proteininin stoplazmadan mitokondri ylizeyine yonelmesine ve buraya baglanmasina
yardimc1 oldugu belirlenmistir. Baslangicta Drpl ic¢in en gerekli reseptoriin fis 1 oldugu
belirtilsede, daha sonra yapilan caligmalarda fisl delesyonu yapilan insan karsinoma
hiicrelerinde Drpl’ in mitokondrilere baglandigi gosterilmistir.”® Tam tersine, mff
knockdown hiicrelerde mitokondriyal morfolojide bozulma ve Drp’ in mitokondri
ylizetine baglanma oraninda azalmalar tespit edilmistir. Bu sonuglarda, mitokondriyal
fizyonda Drpl’ in aktivitesi i¢in en Onemli reseptdr proteinin mff oldugunu ortaya
<;1karm1§t1r.26’40 Diger taraftan, MiD49 ve MiD51’ in fizyondaki rolii tam olarak acik
degildir. Yapilan bazi ¢alismalarda, bu iki proteinin fizyona yardimci oldugu
belirtilsede baz1 ¢alismalarda fizyonu engelledigi agiklanmaktadir. Ornegin, Palmer et
al.*  calismalarinda MiD49 ve/veya MiD51 knockdown edilmis hiicrelerde
mitokondriyal morfolojide bozulmanin ve mitokondriye Drpl’ in baglanmasinda
diisiislerin gdzlendigini belirtmistir. Tam tersine, Zhao et al. * bu proteinlerden
MiD51 in  Loson et al.*® ise hem MiD49 hemde Mid51” in mitokondriyal fizyona
yardimcr oldugunu rapor etmistir. Drpl hiicre fizyonunda gorev alsada bu genin asir1
ekspresyonu saglikli hiicrelerde mitokondriyal yapida ve fonksiyonlarda anormalliklere
olusturarak ATP {iiretiminin inhibisyonuna ve pro-apoptotik sinyallerin aktivasyonuna

neden olmaktadir.*
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Sekil 2.3. Mitokondriyal fizyonda Drp1” in yerlesimi.*’

2.3. infertilite

Bir i1l igerisinde korunma yontemi olmadan siirdiiriilen diizenli bir cinsel
yasama ragmen (ortalama haftada iki kez beraberlik diizenli cinsel yasam olarak kabul
edilir) gebelik olusmamas1 durumu infertilite olarak isimlendirilmektedir. Gebelik icin
hi¢bir sansa sahip olmama durumu ise sterilite olarak ifade edilmektedir. Yapilan
aragtirmalarda, toplumlarda infertilite oraninin % 10-15 dolayinda oldugu
bildirilmektedir.** Ciftlerde daha dnce hi¢ gebelik olugmamissa primer infertilite, canl
dogumla sonuglansin yada sonuglanmasin en az bir gebelik durumu ortaya ¢ikmis ise bu
durum sekonder infertilite olarak adlandirilmaktadir.*

Infertilite olgularinin yaklagik olarak % 20’si tamamen erkek, % 30-40’1nda ise
hem erkek hem kadin faktorleri etkili olmaktadir. Sonug olarak, infertil ¢iftlerin
yaklasik olarak %50’ sinde  erkek infertilitesi rol oynamaktadir. Hatta, bazi
calismalarda infertil c¢iftlerinin % 30-40’inda sadece erkek faktdriiniin etkili oldugu
belirtilmektedir. Saglikli bir ¢ifte gebelik olugsma ihtimali bir ay igerisinde % 20-25, 6
ay igerisinde % 75 ve bir y1l icerisinde ise % 90 olarak belirtilmektedir. Gebeliklerin

¢ogunun, ovulasyon giinii ya da ovulasyondan dnceki 6 giin igerisinde bulunulan cinsel
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iliskiler neticesi olustugu, ovulasyonu takip eden giinlerdeki cinsel iliskilerin ise ¢ok
azmin gebelikle sonuglandig1 rapor edilmektedir.***8

Kadinlarda fertilitenin ortalama 25 yasinda en yiiksek degere ulastigi, 35
yasindan sonra kaliteli oosit yapiminin giderek azaldigi, 40 yasindan sonra her ii¢
kadindan birinin infertil oldugu goézlenmistir. Erkeklerde ise fertilitenin 20 — 30 yas
araliginda en yiiksek seviyeye ulastigi, 40 yasindan sonra sperm iiretiminin azalmasina
bagl olarak fertilitenin azaldigi belirtilmistir Hem erkek hem de kadin i¢in 24 yasinda
fertilizasyon oranlar1 en yiiksek seviyelerdedir. Fertilizasyon oranlari bu yastan sonra
her iki cinsiyette de diisiis gostermektedir.*®

2.3.1. Erkek Infertilitesi ve Sebepleri

Erkek infertilitesinin yaklagik %40-60’min sebepleri bilinmesine ragmen bir
cogunda etken ortaya konamamakta ve bu durum idiopatik infertilite olarak kabul
edilmektedir.*

Erkekte Infertilite Nedenleri

* Sperm ile ilgili problemler

Diisiik sperm sayist

Sperm iiretiminde bozukluk (defektif sperm sayisinda artig)

Oligospermi (sperm sayisinin diigiik olmasi)

Azospermi (sperm bulunmamast)

Seminal kanallarda tikaniklik

Seminal s1v1 bozukluklari

* [s1 sperm potansiyelini azaltabilir

Kronik yiiksek ates

Seks Oncesi egzersiz

Seks dncesi sicak banyo
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* Sperm kalitesi ya da sayisinda diismeyi genellikle etkileyen nedenler
Alkol

flaclar

Esrar

Nikotin

Bazi tibbi uygulamalar

Pestisitler

Kursun

Kronik alkolizm

* Belirli hormonal bozukluklar sperm kalitesini etkiler
Hipofiz bozukluklari

Feminizasyon

* Testikiiler bozukluklar sperm iiretimini etkiler

Testikiiler vein varikozu

Testikiiler hasar

Testikiiler timor

Varikosel

Testikiil anomali

Inmenmis testis (¢ocuklukda basaril1 sekilde miidahale edilmemisse)
Testikiiler burulma

Kabakulak

Radyasyona maruz kalma

» Testikiiler kanalin bloke olmasi (sperm salinimin etkiler)
Testikiiler kanalda kizil (scarring)

Cinsel yolla bulasan hastaliklar
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Gonera

Klamidya

Genital kanal anomalisi

* Retrograd ejakiilasyonu (mesaneye ters ejakiilasyon-gesitli nedenlerden dolay1
olusabilir)

Prostat cerrahisi

* Ejakiilasyonun olusmamasi (¢esitli nedenlere bagli olabilir)

Iktidarsizlik (impotens)

Erektil disfonksiyon

Diabet

Prostat cerrahisi

Uretra cerrahisi

Kan basinci ile ilgili uygulamalar

» Kalitsal gen hastaliklar1 ve kromozom bozukluklari

Klinefelter Sendromu, XX erkek, XYY sendromu, Turner sendromu, Y
kromozom mikrodelesyonlari, Myotonik distrofi, Hemokromatozis, Orak hiicre anemisi,
Germ hiicre aplazisi (SCOS: Sertoli cell only sendromu).**°

2.4. Nanopartikiiller ve Uygulama Alanlari

2.4.1. Nanopartikiil Cesitleri

Nanometre, metrenin milyarda biri kadar olan 6lgli birimidir ve yaklasik olarak
on atomluk bir genisligi kapsamaktadir. 1-100 nm biiyiikliigiinde olan ve en az bir
boyuta sahip olan maddelere ise nanopartikiil ad1 verilmektedir. Nanopartikiiller farkl
sekillerde ve biiylikliiklerde, tek veya ¢ok elementli, atomik veya molekiiler yapida
olabilmektedirler.®® Nanopatrikiiller ise kendi arasinda temel olarak organik ve

inorganik olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Organik nanopartikiilleri lipozom, dekstran,
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alginat, kitoson, polietilen glikol, dendrimerler ve karbon nanomateryalleri meydana
getirmektedir. Inorganik nanometaryelleri ise quantum dotslar (2-10 nm biiyiikliigiinde
kristaller), manjetik (Fe** ve Fe*®) ve metalik nanopartikiiller olusturmaktadir. Metalik
partikiillerin en 6nemlilerini Au, Ag, Ni, Pt ve TiO2 teskil etmektedir.™

2.4.2. Metalik Nanopartikiiller ve Uygulama Alanlan

Nanopartikiiller gliniimiizde biyoloji ve tip alaninda siklikla kullanilmaktadir.
Nanopartikiillerin tip alaninda kullanilmasina nanotip adi verilmektedir.*®

Tip alaninda nanopartikiiller duyarh analizler saglamak amaciyla biyomarkir
tabanli proteomik ve genomik teknolojilerde, manyetik rezonans, ultrason, floresan,
niikleer ve bilgisayarli tomografi gibi radyolojik alanlarda molekiiler goriintiilleme
amaciyla, ilag gelistirme sistemleri, hedefe yonelik tedavi, as1 gelistirilmesi gibi
amaglarla kullanilmaktadir.?

Nanopartikiilleri tip alaninda kullanigh yapan bir ¢ok 6zellikleri bulunmaktadir.
Bunlardan en 6nemlileri diger partikiillere oranla yiizey/kiitle oranlarinin, molekiillere
(ilaglar, proplar ve proteinler) baglanma ve onlar1 tagima kapasitelerinin daha yiiksek
olmasidir. Nanopartikiiller ayrica kii¢iik olduklarindan hiicre zarlarindan kolaylikla
gecebilmekte ve bazilart  hiicrenin  fagosotik  sindirim  mekanizmalarindan

kagabilmektedir. "™

Nanopartikiillerin tip alaninda kullaniminin esas ¢ikis noktasini
ilaglarin yada diger molekiillerin nanapartikiillere baglanarak belirli hedef doku yada
hiicrelere tasinmasi olusturmaktadir. Tedavi sirasinda ilagin sadece hedef organa
yonlendirilmesi ve bu sayede diger organlarda istenmeyen ila¢ yan etkilerinin ortadan
kaldirilmas1 saglik acisindan ¢ok 6nem arz etmektedir. Nanopartikiillerde baglanmis
olduklart ilaglar1 hedef organlara tasidiklarindan dolay1 hastalik tedavilerinde daha iyi

sonuglar saglamaktadir. Bu durum ozellikle bir dokudaki kanserli hiicrelere ilaclarin

spesifik olarak yonlendrilmesinde ok énem arz etmektedir.*® Ornegin, nanopartikiillere
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baglanmis olan bir kanser ilaci olan paklitaksel’ in gerek in vitro ¢alismalarda gerekse
in vivo hayvan modelleri iizerinde daha fazla teropatik etki gosterdigi belirtilmektedir.
Kanser hiicrelerini besleyen kilcallarin zayif c¢eperli ve biiylik porlu olmasi
nanopartikiillerin kanser hiicrelerine daha kolay yonlendirilmesinde onemli bir kriter
olarak kabul edilmektedir. Kanser hiicreleri hizli ¢ogaldiklarindan dolayr bunlar
besleyen kilcalarinda ¢eperleri zayif kalmaktadir. Bu yiizdende, normal hiicre
kilcallarindaki gegitlerin c¢apt 5-10 nm kadar diisiik kalirken, kanserli hiicrelerin
kilcallarindaki gegitlerin ¢ap1 100 nm nin ¢ok daha {izerinde olabilmektedir. Biiylik
gecitlere sahip kilcallarada ila¢ tasiyan nanopartikiiller kolaylikla girerek kanserli
hiicrelere ulagmaktadir. Dolayisiyla, ayni doku igerisinde normal hiicrelere oranla
kanser hiicresine daha fazla nanopartikiil yerlestirilebilmektedir. Diger taraftan, normal
hiicrelerin aksine kanser hiicrelerinde lenf sisteminin etkin bir sekilde calismadigi ve
makromolekiillerin kanserli hiicrelerde tam olarak yikilamadigida bilinmektedir.
Yikilamayan makromolekiiller ise kanserli hiicrede birikmektedir. Kanserli hiicrelerin
lenfamatik sisteminin diizgiin ¢alismamasi durumundan faydalanilarak nanopartikiiller
kanserli hiicreler igerisSinde daha uzun siire kalabilmektedir. Bu durum ise
nanaopartikiillere bagh ilaglarin kanserli hiicreler igerisSinde daha uzun siire aktivite
gostermesini saglamaktadlr.S3 Hatta baz1 ¢alismalarda, metalik partikiil ve ilagtan olusan
ikili kompleks polietilen glikol gibi bir ii¢iincii maddeye tutturulduktan sonra hedef
dokuya yoneendirilmektedir. Polietilen glikol ise viicudun savunmasindan sorumlu olan
retikuloendotelyal sisteminin makraofajlarindan kacabildiginden dolay1
nanapartikiilleride savunma sistemlerinden koruya bilmektedirler. Bu sekilde
nanopartikiil komplekslerinin kan dolasiminda yada hedef dokuda daha uzun siire
kalmasi ve daha uzun siire aktivite gostermesi saglanmakatdlr.11

Kanser tedavilerinde kemoteropatik ilaglar1 tasiyan en onemli nanopartikiillere
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lipozomlar ve albiimin 6rnek verilebilir. Lipozomlar tek veya ¢ok kathi dogal veya
sentetik lipitlerden olusan kiiresel sekilli materyallerdir. Lipozomlar hidrofilik 6zellige
sahip ilaclar1 merkezinde hidrofobik olanlar1 ise lamellerinde tasima 6zelligine sahip
olduklarindan miikemmel tasiyicilar olarak kabul edilmektedirler. Alblimin ise
hidrofobik kemoteropatik tasima 6zelligine sahip nanopartikiildiir. Kanser tedavilerinde
lipozomlar ozellikle doksorubisin, albiimin ise paklitakselin’ in tasiyicisi olarak
kullanilmaktadir.>

2.4.2.1. Altin Nanopartikiilleri ve Uygulama Alanlari

Kanser ¢alismalarinda kullanilan diger 6nemli nanopartikiillere metalik altin ve
titanyum partikiilleri 6rnek verilebilir.® Altin’in tibbi calismalarda kullanimi ¢ok eski
tarihlere kadar gitmektedir. Ornegin, altmin tedavi amagh olarak kullanimi1 Cinde M.O
2500’ 1i yillara kadar uzanmaktadir. Eski tarihlerde, bati diinyasinda altin sinirsel
hastaliklarda yatistirict olarak kullanilmistir. Altin 16. yilizyilda epilepsi, 19.yiizyilda ise
sifilis hasatlhiginin tedavisinde kullanilmistir. Yine ge¢misten baslayarak giiniimiize
kadar altinin farkli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
belirtilmistir.>*

Altin  nonopartikiilleri giiniimiizde kanser hastaliklarinin tedavisinde de
kullanilmaktadir. Bu nanopartikiillerin kanser tedavisinde ise iki farkli uygulama sekli
olmaktadir. Birincisinde bu nanopartikiiller antikanser 6zellige sahip olan ilaglara
baglanarak onlar1 spesifik olarak kanserli hiicrelere tasimaktadir.” Bu sayede ise
ilaglarin normal hiicrelerdeki olas1 toksik etkisi azaltilmaktadir. Ornegin, insan tiimor
nekrosis factor-a (TNF-a) kanser hiicrelerine karsi etkili bir sekilde kullanilan bir ilagtir.
Bununla birlikte, bu biyolojik ajanin normal hiicreler {izerinde toksik etki yaptigi
belirtilmektedir. Bu ajanin altin nanopartikiillerine baglanmas1 ve daha sonrada kanserli

hiicrelere  yonlendirlmesi sayesinde TNF’ nin kanserli hiicreler iizerindeki
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antikanserojen etkisinin arttig1 tam tersine normal hiicreler lizerindeki toksik etkisinin
ise azaldig1 tespit edilmistir.” ikinci durumda ise altin nanopartikiilleri sadece kendileri
ilag olarak kullanilmaktadir. Yonlendirilmis olduklar1 hiicrelerde bazi biyolojik
molekiillere baglanarak onlarin aktivitelerini etkilemek siiretiyle antikanserosen etki
géstermektedirler.55 Ornegin, VEGF ve VPF endotelyal hiicrelerinin mitoz yetenegini
artirmak siiretiyle angiogenezisi (yeni damar olusumu) saglayan molekiillerdir.
Hastalikli dokuya verilen altin nanopartikiillride VEGF ve VPF molekiillerine
baglanarak onlar1 inhibe etmektedir. Dolayisyla, altin nanopartikiilleri araciligiyla
kanser hiicrelerinde angiogenesis engellendiginde kanser hiicrelerini besleyen damarlar
olusmamakta ve kanser hiicreleri yok olmaktadir.”’

Yine, radyoterapide tek basina kullanilan altin radyoizotoplart kanserli
hiicrelerinin  yok edilmesinde basariyla uygulanmaktadir. Dokuya uygulanan
radayoaktif altin partikiilleri l6semi, ovaryum, brons, boyun ve bas kanserlerinin
tedavisinde tumor hiicrelerini yok ettigi acgiklanmaktadir.”® Altin nanopartikiilleri
hyperthermia (asir1 1stma) adi verilen yontem sayesinde de kanser tedavilerinde
basartyla kullanilmaktadir. Hyperthermia yonteminin esasini bir dokudaki kanserli
hiicreleri 42 °C’ nin iizerindeki sicakliklarda 1sitarak ortadan kaldirmak olusturmaktadir.
Normal hiicrelere oranla, kanser hiicreleri sicaklik degisimlerinden daha fazla
etkilenmektedir. Sicakliktaki artisgda kanserli hiicrelerdeki prokaspaz ve Bax gibi
apoptozda gorev alan proteinleri uyarmaktadir. Bu proteinlerin tegvik edilmesiylede
kanser hiicreleri apotoza daha hizli girerek yok olmaktadir.® Hyperthermia’da altin
nanopartikiillerinin kullanilirken onlarin yiiksek 1s1 iletkenliginden faydalanilmaktadir.
Bu yontemde altin nanopartikiilleri dokudaki kanserli bolgeye yerlestirilmektedir.
Ardindan elektromanyetik dalgalar dokuya yonlendirilmektedir. Altin nanopartikiilleri

elektromanyetik dalgalar1 daha fazla absorblama yetenegine sahip oldugundan dolay1
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daha fazla i1sinmaktadir. Dolayisyla, dokuda isinma olay1 altin nanopartikiillerinin
oldugu bolgede yani kanserli hiicrelerde daha fazla olmaktadir. Bu sekilde kanser
hiicrelerinde altin nanopartikiilleri kullanilarak bdolgesel hyperthermia uygulamasi
basariyla uygulanmaktad1r.55 Kanserin yanisira gliniimiizde altin nanopartikiilleri tek
basina arthritis (kireclenme) tedavisinde de kullanilmaktadir.>® Altin nanopartikiilleri
ayrica  tipta gen  terapisinde, biyosensor  gelistirilmesinde,  enzimlerin
immobilizasyonunda ve hiicre goriintiilleme ¢aligsmalrinda, endiistride ise su ve hidrojen
saflagtirmasinda,  kirlilik ~ kontrolinde ve  karbonmonoksit  oksidasyonunda
kullanilmaktdir.*

2.4.2.2. Giimiis Nanopartikiilleri ve Uygulama Alanlar:

Altin naonopartikiilleri, gibi glimiis nanopartikiilleride tibbi ¢alismalarda genis
bir sekilde kullanilmaktadir. Giimiis 17 ve 18. yiizyilda iilser, 19. yiizyilda yanik
tedavisinde kullanilmigtir. Giiniimiizde, giimiis sulfadiazine igeren silvazine biosit,
silverex ise antibakteriyel madde olarak kullanilmaktadir. Yine, giimiis nitrat i¢eren
flammazine antibakteriyel ila¢ olarak uygulanmaktadir. Giimiisiin antibakteriyal veya
anitimikrobiyal etkisi ise glimiisiin DNA bazlarmin fosfor gruplarma baglanarak
replikasyonu inhibe etmesi yada siifiir igeren enzimlere baglanarak bu enzimlerin
inaktive edilmesi seklinde gergeklesmektedir.**®® Antibakteriyel 6zelliginden dolayi,
glimiis nanopartikiilleri gliniimiizde tibbi aletlerin, evsel esyalarin ve igme sularinin
dezenfeksiyonunda kullanilmaktadir Yine antibakteriyel 6zelliginden dolayi, giimiis
nanopartikiilleri tekstil endiistrisi tarafindan giysiler igerisine yerlestirilmektedir. Diger
taraftan, glimiis nanopartikiilleri hizli sonu¢ alinmasi gereken reaksiyonlar igin
nanosensor hazirlanmasinda kullanilmaktadir.” Son zamnalrda yapilan galismalarda,

giimiis nanaopartikiillerinin HIV-I enfeksiyonunuda engelledigide belirtilmektedir.®
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2.4.2.3. Titanyum Nanopartikiilleri ve Uygulama Alanlari

Altin ve glimiis nanopartikiillerinde oldugu gibi titanium dioxide (TiO2)
nanopartikiillerininde giiniimiizde ¢ok farkli kullanim alanlar1 bulunmaktadir. TiO2
sentetik olarak {iretilen beyaz renkli bir maddedir. Bu madde gidalara, boyalara,
miirekkeplere, kagitlara ve dis macunlarina onlarin renklerini parlatict olarak
eklenmektedir. Diger ifadeyle renklerin parlaticis1 olarak kullanilmaktadir. Bu madde
hatta nanopartikiil boyutunda kullanildiginda deriyi UV 1silarina kars1 koruma 6zelligi
tasimaktadir. Bu yilizdende TiO2 nanopartikiilleri kremlere yada deri tedavisinde
kullanilan ilaglara katilmaktadir.’ Hava ve su ortamlarinda kirlileticilerin
remediasyonunda, fotoaktivasyon ve serbest radikal olusturma o6zelligi sayesinde de
mikroorganizmalarin ~ ldiiriilmesinde  kullanilmaktadir.’® Diger nanopartikiillerde
oldugu gibi TiO2’ ninde kanser tedavilerinde kullanilan ilaglar1 (6rnegin paklitaksel)
hedeflerine basariyla tasidiklar belirtilmistir.™* Ornegin, yapilan bir ¢alismada
beyindeki kanser hiicrelerinin reseptoriine spesifik olarak baglanma 6zelligine sahip
olan bir antibadiye TiO2 nanopartikiillerini baglamis ve bu ikili yapiy1 beyindeki kanser
hiicrlerine yonlendirmistir. TiO2 nanopartikiilleri bu hiicrelere ulastiginda 15181
etkisiyle serbest radikal olusturarak, kanser hiicrelerinin mitokondrilerini inaktif hale
getirmis ve kanserli hiicreyi yok ettigi gtizlenmistir.61

2.4.3. Nanopartikiillerin Toksik Etkileri ve Infertilite Tle Tliskisi

Insanlar metalik nanaopartikiillere, onlarin {iretimi, endiistride (besin, kimya v.b)
kullanimi, tibbi caligmalarda hayvan yada insan modellerine uygulanmasi sirasinda
maruz kalabilmektedir. Bu metalik partikiiller ise solumum yolu, deri ve kan gibi yollar1
izleyerek insan viicuduna giris yaptiktan sonra farkli organ ve dokulara
yerlesebilmektedir.12 Yerlesmeyi takiben, metalik nanopartikiiller molekiil 6zellikleri

nedeniyle organlarda, dokularda, hiicrelerde, organellerde ve enzimler {izerinde
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istenmeyen toksik etkiler olusturabilmektedir. Toksik etkiye bagli olarakta solunum
sistemi, kan, santral sinir sistemi, gastrointestinal sistem, lireme sistemine ait doku ve
organlarda ve cilt ilizerinde hasarlar meydana getirebilmektedir. Yapilan ¢alismalarda
metalik nanopartikiillerinin toksik etkisinde onlarin seklinin, biiyiikliigiiniin, yiizey
yapisinin ve yiikiiniin etkili oldugu belirtilmektedir.”

Yiritilen in vivo g¢alismalarda altin nanopartikiillerinin incebarsagi gecerek
kana beyne, kalbe, dalaga, akgigere, karacigere, bobrege ve mideye ulasabilecegi
belirtilmektedir.®® Baliklarda yapilan bir calismada bu partikiillerin balik emriyolarinin
icerisine girerek toksik deformasyonlar gosterdigi agiklanmistir.%

Glimiis nanopartikiillerinin toksik etkisi esas olarak bu partikiillerin reaktif
oksijen tiirlerini olusturma, sitokinin salinimina ve 1s1 soku proteinlerinin asiri
uyarilmasina neden olma 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Yine, bu nanopartikiiller
hiicre dongiisiinii bozan ve DNA hasar1 olusturan apoptosis ve nekrozis olaylarinada
sebep olarak toksik etki gosterebilmektedir. Dahasi, bu giimiis nanopartikiilleri oksidatif
stressle ilgili genlerin ekpresyon seviyelerinde de degisimlere neden olarak hiicrelerde
toksik etki olus‘[urabilmektedir.64 Glimiis nanopartikiilleri vuciit savunma sisteminde
gorev alan fagositlerden kolaylikla kacabildiginden kana ve oradan beyindeki sinir
sistemine kolaylikla ulasabilmektedir. Bazi1 ¢aligmalarda, sinir sistemine ait dokularin
yada hiicrelerin goriintiilenmesinde kullanilan giimiis nanopartikiillerinin oksidatif stres
ve ROS olusturarak Parkinson ve Alzheimer gibi norddejeneratif hastaliklar
artirabilecegi aciklanmistir. ™

Fare modellerinde yapilan c¢alismalrda, agizdan alman TiO2’in akgiger,
karaciger, dalak ve peritoneal organlara yerlestigi belirlenmistir.®® 19-21 nm
blytikliglindeki TiO2 Nanopartikiillerinin fare akcigerlerinde, alveolar septalarin

parcalanmasina, alveollerin biiylimesine, tip II alveolar pnemosit ¢ogalmasina yol
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acarak emphysema (anfizem) adi verilen solunum yolu hastaligin1 olusturdugu
aciklanmistir. Hastaligin 6nemli belirtecleri olarak hiicre dongiisli, apaoptozis ve
kemokinez yollarindaki bir ¢ok enzimatik yolun aktif oldugu genetik ve molekiiler
analizlerle ortaya c¢ikarilmistir. Ozelliklede, solunum yolu anfizeminin olustugunun bir
isareti olan plesenta biiylime faktorii (PIGF) ve kemokinezde rol alan CXCL1, CXCL5
ve CCL3 genlerinde asirt ekspresyon gdzlemlenmistir.?® TiO2 nanopartikiillerin, fare
modellerinde DNA hasarina (DNA kiriklarina ve delesyonuna), mikroniikleus ve 8-
hydroxy-2'-deoxyguanosine olusumuna ve yiiksek atese neden oldugu belirtilmistir.
Hatta bu partikiillerin farelerin solunum yollarinda kansere neden oldugu agiklanmustir.’
Ayrica, serbest radikal olusturdurdugundan beyin ve brong gibi biyolojik hedeflerde
oksidatif hasarlara neden oldugu a(;ﬂ(lanmlstlr.10‘67 Jin et al.® TiO2 nanopartikiillerinin
fibroblast hiicrelerinde toksik etki gostererek organel hasarlarina ve nekrozise neden
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Yapilan bagka bir calismada damardan verilen TiO2
nanopartikiillerinin kan hiicrelerinde ve plazmadaki toksisitesinin az ancak akgiger,
karagiger ve bobrekteki toksisistesinin ¢ok fazla oldugu belir‘[ilmistir.69

Nanopartikiillerin ~ toksik etkilerinin ortadan kaldirilmasinda ise bu
nanopartikiiller =~ zaman zaman  polietilen glikol (PEG), fosfotidilkolin,
cetiltrimethilammonyum bromid gibi yiizey modifiye edici maddelerle distan
sarilmaktadir. Bu maddelerle kaplanmis olan netalik nanopartikiillerin ise toksik
etkisinin son derece azaldigi belirtilmektedir.”

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda, nanopartikiillerinde erkek ve disi
infertilitesi iizerinde etkili oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ornegin, Gromadzka-Ostrowska
et al.*®*, damar yoluyla verilen giimiis nanopartikiillerinin testilerdeki epididimal
spermler tizerindeki olasi toksik etkisini arastirmis ve c¢alismalarinin sonucunda bu

partikiillerin germ hiicrelerinde toksik etkigi yaptigini, sperm sayisini azalttigini,
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anormal sperm olusumuna ve sperm hiicrelerinde DNA hasarina neden oldugunu ortaya
cikarmustir. Asare et al.”* AgNPs (giimiis) ve TiO,-NPs (titanyum) nanopartikiillerinin
zamana ve konsantrasyona bagli olarak DNA kiriklarina, apoptoza ve nekroza neden
oldugunu ve bu ylizdende testislerde toksik etki olusturdugunu ortaya ¢ikarmistir. Bir
baska calismada, TiO, nanoprtikiillerinin testiste testesteron liretiminden sorumlu olan
leyding hiicreleri iizerinde in vitro ortamda toksik etkisi arastirilmis ve bu partikiillerin

leyding hiicre hatlar1 (TM3)’ nin ¢anlilig1 ve proliferasyonu iizerinde inhibisyon etkisi

2 |73

olusturdugu tespit edilmistir.”> Gao et a fare ovaryum dokusunda TiO2
nanopartikiillerinin, mineral element ve sex  hormonlarinin  dagilimini
dengesizlestirmenin yanisira oksidatif hasara neden oldugunu ortaya ¢ikarmistir. ™
Wiwantitkit et al.”* altin nanopartikiillerini sperma 6rneklerine in vitro kossularda
uygulamis ve uygulama sonrasinda hareketli sperm oraninin %25 oraninda azaldigini,
bu nanopartikiillerin spermlerin bas ve kuyruk kisimlarina niifiiz ettigini rapor etmistir.
Yine, silica nanopartikiillerinin fare spermleri igin toksik etki olusturdugu
belirtilmistir.”> Barkhordari et al.”® ZnO NPs (¢inko oksit) nanopartikiillerinin in vitro
kosullarda, insan spermi lizerinde toksik etki gosterdigini ve yiiksek nanopartikiil
konsantrasyonlarinda toksisitenin daha fazla ortaya ¢iktigini rapor etmistir.

2.4.4. Nanopartikiil Toksisitesi ve Mitokondriyal Fizyon ve Fiizyonla Iliskisi

Doku yada hiicrelerde ortaya ¢ikan toksik etkiler nukleusun yanisira mitokondri
ve endoplazmik gibi organelleride etkilemektedir. Mitokondri enerji iiretimi, hiicre
farklilasmas1 ve hiicre apoptozisinde gorev almaktadir.** Dolaysiyla, mitokondri
disardan hiicreye giren bir ¢ok maddenin olumsuz etkisine duyarli durumdadir.
Ozellikle, hiicreye giren nanopartikiiller olusturduklari toksik etki nedeniyle reaktif

oksijen tiirleri (ROS) iiretmekte ve lretilen ROS’ da mitokondri hasarina neden

olmaktadir. Mitokondride meydana gelen hasarlar apoptoz mekanizmasini aktif ederek
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hiicre Oliimiine neden olmaktadir. Dolayisiyla, mitokondri hasarina bagli olarak
apaoptozda gorev alan Bcl-2, Bax, sitokrom C (CytC), kaspaz-3 ve kaspaz-9
proteinlerinin seviyelerinde artis olmaktadir.*

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

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) herhangi bir organizmaya ait DNA veya
cDNA iizerinde se¢ilen bir veya birden fazla bolgenin in vitro sartlarda ¢ogaltilmasini
(amplifikasyonunu) saglayan basit ama ¢ok basarili bir DNA sentez yontemi olup ¢ok
kisa bir zaman igerisinde DNA molekiiliiniin milyonlarca hatta milyarlarca kopyasini
yapan bir tekniktir.”” Yiizyilin en 6nemli buluslarindan olan PCR ilk kez 1985 yilinda
Kary Mullis tarafindan kullanilmaya baslanmistir. Giiniimiizde, PCR y0ntemi temel
molekiiler biyoloji aragtirmalarinda (klonlama, dizi analizi ve haritalamas1) ve bir ¢ok
hastaligin (orak hiicre anemisi, kistik fibrosis, AIDS, 16semi vb) DNA temellli tanisi
icinde klinik tipta kullanilmaktadir. Diger tarftan, glinlimiizde, PCR yontemi allelik dizi
varyasyonlarinin gosterilmesi, doku transplantasyonu i¢in doku tiplerinin belirlenmesi,
adli-tip Orneklerinin  genetik tiplendirilmesi (analik-babalik tayini) gibi tibbi
calismalarin yanisira tarimda (tohum safliginin belirlenmesi), sistematik ve evoliisyon
calismalarinda (canl tiirlerinin tanisi, tiirler arasindaki polimorfizmin belirlenmesi) da
kullanilmaktadir.”®

2.5.1. PCR’nin Bilesenleri ve Temel Asamalari

PCR reaksiyonunda ¢ogaltilmak istenen DNA bolgesinin iki ucuna 0zgii
primerler kullanilarak, bu bolgenin DN’smin suni olarak sentezlenmektedir. Yontemin
isleyis mekananizmasi temel olarak DNA’nin iki zincirinin yliksek 1s1 ile birbirinden
ayrilmast (denatiirasyon), ardindan primerlerin (sentetik oligoniikleotidler) hedef
DNA’ya baglanmasi (anneling), sonra zincirin uzamasi (extension) ve bu dongiilerin

belirli bir sayida tekrarlanmasi olusturmaktadir. Ardarda tekrarlaan bu dongiiler
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sayesinde DNA parcalar iissel olarak artmaktadir. Reaksiyon karisiminda kullanilan
temel bilesenleri ise kalip DNA (template), primerler, niikleotidler (dANTP), DNA
Polimeraz Enzimi, Tampon ¢6zelti (Buffer) ve Magnezyumdan (MgCl2 veya MgSO4 )
olusturmaktadir. Kullanilan bu temel bilesenlerin miktar1 ve kaliteside reaksiyon
sonucunu 6nemli Olgiide etkilemektedir. DNA polimerazlar karisimdaki niikleotitleri
(adenine, guanine, sitozn ve timin) kalip DNA dizisine gore primerlerin 3’ hidroksil
ucuna ekleyerek yeni zincirin sentezini ve uzamasini saglamaktadir.”®®

PCR’ de genomik DNA’ lar, plasmid ve faj DNA’ lar1 , ¢esitli genler ve hatta
herhangi bir DNA parcasi kalip olarak kullanilmaktadir. PCR’ de kalip olarak tek yada
cift iplikli DNA’ nin yani sira RNA’ da kullanilabilir. Kalip olarak RNA kullanilcaksa
total RNA’ dan klasik yolla ¢cDNA elde edilir. Diger bir yaklagimda ise Thermus
thermophilus kaynaklt Tth DNA polimeraz enzimi kullanimiyla aynm tiipte RNA’ dan
DNA iiriinii tek kademede elde edilebilir. Eger yiiksek molekiiler agirlikli genomik
DNA kalip olarak kullanilcaksa, bu DNA kismi kesim yapan restriksiyon enzimleriyle
kesildikten sonra PCR2 de kullanilmalidir. DNA polimeraz olarak sicakliga dayanikli
termostabil 6zellige sahip olan Thermus aquaticus’ dan elde edilen Taq DNA polimeraz
kullanilmaktadir. PCR’ de kullanilan primerler 20-30 niikleotit uzunlugundadir.
Oligoniikleot,t 6zelligindeki bu primerler, primer sentezi yapan laboratuvarlardan ya da
ticari olarak temin edilmektedir. Primer sentezi yapilirken ¢ogaltilmasi istenilen DNA
dizisinin iki ucundaki dizisi bilinen kisimlar dikkate alinmaktadir. Yine PCR’ de
kullanilan niikleotitlerde ticari olarak temin edilmekte ve PCR reaksiyonu sirasinda
kullanilcak olan dNTP (niikleotit) konsantrasyonu optimize edilmektedir.”® PCR
caligmalar1 sirasinda kullanilan magnezyum iyonlarinin ve Taq DNA polimeraz
konsantrasyonunun yanisira tampon kosullarininda PCR verimini etkiledigi

belirtilmektedir. Polimerazlarin tipine bagli olarakta optimal Mg2+ konsantrasyonu
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farklilik gosterebilmektedir. Ornegin Taq polimerazlar icin optimal Mg+2
konsantrasyonu 1,5-2 mM iken Klentag DNA polimerazlar optimal Mg+2
konsantrasyonu 3-4 mM arasinda degismektedir. Bu yiizden kullanilan DNA
polimeraza gore PCR karisimindaki optimal MgJ'2 konsantrasyonunun dogru olarak
secilmesi Onem arz etmektedir.®

PCR tekniginin otomasyonu, her bir siklus esnasindaki isitma ve sogutma
islemlerini yazilim programlar1 dogrultusunda gergeklestiren thermocycler adi verilen
PCR cihazlar yardimiyla saglanmaktadir. Giinimiizde farkli firmalar tarafindan
sicaklik, inkiibasyon siiresi ve siklus sayisinin programlanabildigi thermocycler
cihazlar: ticari olarak sunulmaktadir. Thermocycler cihazlarina degisik hacim ve
sayidaki eppendorf tiipleri yerlestirilebilmektedir. Bu cihazlarda sicaklik 4 ile 100°C’ler
arasinda programlanabilmekte ve reaksiyon islemlerinin sona ermesiyle 4°C’ ye
ayarlanarak eppendorf tiipleri uzun siire bu sicaklikta tutulabilmektedir.®

PCR’ nin temel agamalar1

a)Hedef DNA’nin Denatiirasyonu: PCR’ de tek zincirli DNA kaliplarina ihtiyag
duyuldugu icin bu asamada cift zincirli DNA kalibinin denaturasyonu
gerceklestirilmektedir. Bu asamada istenilen denaturasyon saglanamazsa bir diger
fiadeyle denatiirasyon verimi diisiik olursa kismen denature olmus kompleksler tekar bir
araya gelerek primerlerin baglanmasini ve sentezlenecek olan DNA’ nin uzamasini
engellemektedir. Her PCR siklusunun baslangicinda olusan yeni DNA larin denature
edilmesi gerekmektedir. Protokolllerde genellikle 94°C’lik bir denaturasyon sicaklik
kullanirken GC niikleottitlerince  DNA kaliplarinda daha yiiksek sicakliklarin
uygulanmasi1 gerektigi belirtilmektedir.®® Denaturasyon sirasinda biitiin - gerekli
materyaller gerekli miktarlarda mikrofiij tiiplerine konduktan sonra PCR cihazinin

(Thermal cycler) gozlerine yerlestirimektedir.77
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b)Primerlerin Baglanmasi (Annealing):

Kalip DNA’ ya primerlerin baglandig1 asamadir. Reaksiyon karigsimi, primerlerin
erime sicakligimin 5 °C altina kadar sogutulur ve primerler kalip DNA’ da kendilerine
komplementer olan bélgelere baglanir. Bu sicakligin ¢ok yiiksek olmasi durumunda
primer baglanmas1 zayif olurken ¢ok diisiik sicaklikta ise spesifik olmayan baglanmalar
meydana gelir. Bu yiizden bagalanma sicakliklarinin belirlenmesi énemlidir.®* Anneling
sirasinda cihazin 1s1s1 genellikle 50-52 °C ye ayarlanir. Bu agsamada primerlerden biri
kendine ait 5'-terminali ile hedef DNA’lardan birinin 3'-ucu ile ve diger primerler de,
ikinci tek iplik¢ik DNA’nin, antiparalel olan diger ucunda bulunan 3'-ucuna baglanarak,
DNA polimerazin ¢alisma yoniine uygun olarak (5'-2>3') baglanirlar. Bu islemlerin
tamamlanmasi da yaklasik yine 3-5 dakika kadar devam eder.”’

c) Uzama basamagi (ekstensiyon, polimerizasyon): Bu asamada polimeraz
enzimi araciligiyla oligoniikleotit primerlerin uzayarak DNA’ nin amplifiye edildigi
basamaktadir DNA polimerazin ¢alisma yonii 5’23’ olup ortamdaki nukleotidleri
kullanarak primerlerin 3'-terminaline nukleotidleri eklemektedir. Uzama sicakligi,
genellikle 72 °C’ dir. Ancak bu basamagin gergeklesme siiresi, kullanilan polimeraz
enziminin tipine bagli olarak degisir. Taq (Thermus aquaticus) polimerazinin
kullanilmast durumunda her 1000 bg’ lik kalip DNA’ nin sentezi i¢in 1 dk yeterliyken
Pfu (Pyrococcus furiosus) polimerazi kullanildiginda bu stire iki katina ¢ikmaktadir. Bu
asamada hedef DNA’nin tek iplik¢ik sekanslart kalip odevi goriir ve hedef DNA
sekansinin bir kopyasi elde edilir. Polimerizasyon reaksiyonu i¢in gerekli siire yaklagik
3-5 dakika siirmektedir.”"®

PCR reaksiyonunda yeterli miktarda DNA {irlinii elde etmek i¢in 30 dongii ideal

olarak kabul edilmektedir. Daha yiiksek dongii sayilari spesifik olmayan baglanmalar
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meydana getirebilmektedir. U¢ basamaktan olusan dongii sonunda geomtrik artis

gosterecek sekilde hedef bolgeye ait ¢ift zincirli DNA (;og“gal‘ulmaktadlr.85

PCR : Polymerase Chain Reaction

Step 2 : amealmgl
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Sekil 2.4. PCR’1n 3 temel asamas1.®®

2.5.2. Real Time PCR
Giliniimiize kadar Gradientli PCR, Multiplex PCR, Nested PCR ve Real Time
PCR’1 gibi farkli uygulamalara yonelik PCR yontemleri gelistirilmistir. Real Time PCR

adindan da anlasilacagi lizere PCR reaksiyonu esnasinda c¢ogaltilan DNA veya
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cDNA’nin floresan boyalar kullanilarak ger¢ek zamanli kantitatif tespitidir. PCR
reaksiyonu esnasinda ¢ogaltilan iiriin miktari, floresan boyalarin verdigi sinyal ile dogru
orantili olarak artmakta ve hangi dongilide hangi oranda artisin oldugu reaksiyon
esnasinda belirlenebilmektedir. Floresan boyalarin verdigi bu sinyal normal klasik
PCR’dan farkli olarak cihaz igerisinde bulunan filtrelerden belirli dalga boylarinda
gonderilen 15181n absorbe edilmesi ile tespit edilmektedir.”” Bu yontemde, uygun primer
secimi en onemli agsama olarak kabul edilmektedir. Bu yiizden sadece spesifik cDNA’ya
baglanan, primer-dimer veya spesifik olmayan amplifikasyon {iriinii olusturmayan PCR
primerlerinin se¢imi Onem araz etmektedir.®’

Ticari olarak gelistirilmis ti¢ tip PCR sistemi bulunmaktadir. Bunlar; LightCyler
(Roche), TagMan (PE Biosystem) ve iCycler (BIO-RAD)’ dir. TagMan sisteminde, 5’
ve 3’ uglarindan florokrom (floresans veren) maddelerle isaretli prob kullaniimaktadar.
Probun 5’ ucunda raport6r florokrom (6- carboxyfluorescein= 6-FAM), 3’ ucunda ise
baskilayict  (quencher) florokrom (6- carboxy-tetramethyl-rhodamine=TAMRA)
bulunmaktadir.®? Séndiiriiciiniin yaptig1 sogurma islemi, bir floresan boyanin igimasimin,
proton emisyonu olmaksizin bir digeri tarafindan inhibe edilmesi olarak tanimlanan
FRET (Floresan Rezonans Enerji Transferi) prensibine dayanir. Aslinda bu olay, diisiik
dalga boylu yiiksek enerjili bir floresan boyanin (6r. FAM (492 nm)) enerjisinin daha
yiiksek dalga boylu ve daha diisiik enerjili diger bir floresan boya (6r. TAMRA (559
nm)) tarafindan sogrulmasi seklinde Ozetlenebilir. Floresan isaretleyici olarak cesitli
boyalar kullanmak miimkiindiir. Burada boya se¢iminde ana prensip sogurucunun daha
diisiik enerjiye yani isaretciden daha yiliksek dalga boyuna sahip olmasidir.” TagMan
sisteminde Prob, tek sarmal hale getirilen hedef molekiil iizerinde, primerlerin baglanma
bolgesinin arasinda kalan yere baglanir. Probla hedef molekiil arasindaki hibridizasyon

devam ettigi siirece raportdr florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3’ ugtaki
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baskilayici florokrom tarafindan engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik asite
baglanmasini takiben baslatilan primer uzamasi probun baglandigi noktaya kadar
geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢in Taq DNA polimeraz enzimi 5°—3’ niikleaz
aktivitesini kullanarak probu 5’ ug¢tan yikmaya baslar. Boylece raportoér florokrom
serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her siklusta iiretilen amplikon miktarina paralel
olarak sinyal siddeti de artmaktadir.®* Organizmalara ait dokulardan direkt izole edilen
mRNA veya total RNA ardindan mRNA izolasyonu ve sonrasinda cDNA
kiitiiphanesinin olusturulmasi real time PCR’da kullanilacak olan genetik materyalin
esasini teskil etmektedir. cDNA Kkiitiiphanesi lizerinde ilgili gen/genlere ait bolgelerin
amplifikasyonu ve bu cihazda gercek zamanli izlenmesi iirlin miktar1 hakkinda bilgi

vermektedir.”’
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Etik Kurul, Deneklerin Temini ve Deney Gruplari

3.1.1. Etik Kurul Onay1

“Nanopartikiillerin Fare Testis Dokusunda Mitokondri Stresi Uzerine Olan
Etkileri” adli calisma, Atatiirk Universitesi Rektorliigii, Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Bagkanligimin, 2014—116 sayili karariyla, etik kurallara uygun bir c¢alisma
olduguna karar verilmistir.

3.1.2. Deneklerin Temini ve Ozellikleri

Calismada kullanilan toplam 40 adet 2 aylik, ortalama 25-30 gram agirliginda
balb ¢ cinsi beyaz erkek denek, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezi’den (ATADEM) temin edilmistir.

3.1.3. Cahismanin Deney Gruplari

Benzer fizyolojik ve biyolojik ozelliklere sahip denekler, viicut agirliklar
birbirine yakin olan fareler ayn1 grupta olacak sekilde biri kontrol, ii¢ii deney olmak
tizere toplam dort grup olusturuldu. Deney siiresi boyunca tiim deneklerimiz optimum
laboratuvar kosullar1 altinda, oda sicakliginda (12 saat aydinlik/12 saat karanlik
dongiisiinde )giinliik su ile beraber % 21 oraninda protein iceren standart pelet yemlerle
(purina) beslendi. Tiim hayvan deney prosediirleri standart etik kurallara uygun olarak
gergeklestirildi.
Calismada; 4 ayr1 grup olusturuldu.
Olusturulan gruplar sirasiyla agsagidaki gibi adlandirildi.

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 (diisiik doz) ile muamele

4.Grup (10 hayvan): 10 mg/kg doku Ag NPs (yiiksek doz) ile muamele
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3.2. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Farelere Uygulanmasi

Nanostructured & Amorphous Materials, Inc. firmasindan alinan (99.9, 20 nm, w/~0.3%
PVP kapl) 6zellikte olan AgNPs nanopartikiilleri ve Sigma firmasindan alinan (anatase
nanopowder, <25 nm partikiilleri) 6zelliginde olan titanyum nanopartikiilleri (TiO,
NPs) uygulanacak doz oranlarina gore distile suyla sonikator(cihazin 6zellikleri yaz)
cihaziyla 25-30 dakika karistirilarak soliisyonlar hazirlandi. Buna gore olusturulan

kontrol ve deney gruplari agagidaki gibi dizayn edildi.

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

kuyrukdan intravendz olarak distile su verildi.

Grup 2: 0-15. giinler arasinda 3 giin arayla (en son 13. giin) her dozu 5 mg/kg olan
Anatase TiO2 NPs intravendz olarak kuyruktan 5 doz verildi. 15. giiniin sonunda

hayvanlar servikal dislokasyon ile 6tanazi edildi ve testisler cerrahi olarak ¢ikarildi.

Grup 3: 0-15. giinler arasinda 3 giin arayla (en son 13. giin) her dozu 5 mg/kg olan
AgNPs 5 doz verildi. 13. giiniin sonunda intravendz uygulama bittikten 2 giin sonra,

hayvanlar servikal dislokasyon ile 6tanazi edildi ve testisler cerrahi olarak ¢ikarildi.

Grup 4: 0-15. giinler arasinda 3 giin arayla (en son 13. giin) her dozu 10 mg/kg AgNPs
intravendz olarak kuyruktan 5 doz verildi. 13. giinlin sonunda intravendz uygulama
bittikten 2 giin sonra hayvanlar servikal dislokasyon ile 6tenazi edildi ve testisler cerrahi

olarak ¢ikarildi.
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3.4. Calismanin Degerlendirilmesinde Kullanilan Uygulamalar
3.4.1. Test Nanopartikiillerin ICP ile Testis Dokusundaki Varhigmin Tespit
Edilmesi

Uygulama sonrasi testise ge¢mesi muhtemel Ag ve anatase TiO2
nanopartikiilleri Ankara Eti Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigii’nde bulunan ICP OES
spektofotometresi (Inductively Couple Plasma spectrophotometer) (Perkin-Elmer,
Optima 2100 DV, ICP/OES, Shelton, CT 06484-4794, USA) kullanilarak belirlendi.®®®
Bunun i¢in ilk olarak dokular basingli kaplara alindi 2 ml nitrik asit, 3 ml hidrojen
peroksit asit ile muamele edildikten sonra 3 farkli adimda yakma islemi yapildi:

1. adim; 145 °Cde %75 mikrodalga giiciin de 5 dakika,

2. adim; 180 °Cde %90 mikrodalga giiciin de 10 dakika

3. adim 100 °Cde %40 mikrodalga giiciin de 10 dakika , 40 bar basinca dayanikli
mikrowave yas yakma tinitesinde (speedwave MWS-2 Berghof productts + Instruments
Harresstr.1. 72800 Enien Gernmany) tabi tutuldu. Yakma isleminden sonra o6rnekler
balon jojeye alinarak deionize su ile 25 ml’ye tamamlandi. Daha sonra 6rneklerdeki

nanopartikiiller ICP kullanilarak belirlendi.

3.4.2. Spermatolojik analizler
3.4.2.1 Spermanin alinmasi

Erkek farelerin tenazisi servikal dislokasyon ile yapildi. Otenazi yapilmasindan hemen
sonra viicut ve testis agirliklar1 6l¢iildii. Bununla beraber diseke edilen kauda
epididimisler bir petri kutusunda 200 pl %0,9’luk Serum fizyolojik igerisine konularak
anatomik bir makas ile 7-9 yerinden parcalandiktan sonra 30 dk boyunca inkiibasyona
birakilarak sperm difiizyonu saglandi. Diflizyon sonrasi kauda epididimisler
medyumdan uzaklastirildi (Akman, 2007).%
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3.4.2.2. Konvansiyonel spermatolojik parametrelerin belirlenmesi
3.4.2.2.1. Motilite muayenesi

Motilite muayenesi, sperm siispansiyonu elde edildikten hemen sonra yapildi. Motilite
muayenesinde kullanilan lam, lamel ve otomatik pipet uglarinin temiz ve viicut
sicakliginda olmasina dikkat edildi. Lam tizerine 10 ul’lik sperma siispansiyonundan
damlatilip iizerine 45°’lik ac1 ile bir lamel kapatildi. Motilite, 35 °C’ye ayarlanmis
1sitma tablas1 yardimiyla, faz — kontrast mikroskop altinda, x400’liik biiyiitmede, en az
on farkli sahada ileri dogru diizgilin dogrusal hareket yapan spermatozoonlarin sayimai ile
yap1ld.®® Sunulan ¢alismada motilite muayenesi esnasinda Moore ve ark ** in farelerde

sperma motilitesinin degerlendirilmesi sirasinda temel aldiklari hususlara da dikkat

edildi.

Ayni  zamanda motilitenin yan1 sira velosite degerlendirmesi de yapildi.
Spermatozoonlarin velosite degerlendirme skalasi 0 ile +4 arasinda yapilan puanlama

ile dl¢tildii
3.4.2.2.2. Olii spermatozoon muayenesi

Olii spermatozoon oranmi belirlemek igin sperma siispansiyonunun hazirlanmasindan
hemen sonra froti hazirlandi. Frotilerin hazirlanmas: i¢in yag1 alinmis lam, lamel ve
otomatik pipet u¢larinin temiz ve viicut sicakliginda olmasina dikkat edildi. Sicakligi 35
°C’ye ayarlanmis 1sitma tablasi iizerindeki lama 10 pl’lik sperma siispansiyonundan
damlatildi. Bunun iizerine 35°C’ye ayarlanmis su banyosunda bekletilen eosin ve
nigrosin boyalarindan 10’ar pl ilave edilerek bir lamel yardimiyla sperma siispansiyonu
ve boya nazik bir sekilde karigtirildi. Bu karisimdan ayni lam iizerine slirme froti

cekilerek kisa siirede kurumasi saglandi. Her sperma orneginden iki froti hazirlandi ve
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x1000’lik biiyiitmede immersiyon bakisla her bir frotiden 100 adet olmak iizere toplam

200 adet spermatozoon sayilarak 6lii spermatozoon oran tespit edildi.*

Olii  spermatozoonlarm  degerlendirmesi  yapilirken Somfai ve ark.* nn
degerlendirmeleri dikkate alinmistir. Buna gdre fare sperm hiicresinin basi boyay1
tamamen almis ya da postakrozomal bolgeye kadar olan kisma da boya niifuz etmigse

hiicre 611, boya almamais ise canli olarak nitelendirildi.
3.4.2.2.3. Anormal spermatozoon muayenesi

Anormal spermatozoonlarin oranini1 belirlemek icin her sperma siispansiyonundan
toplam iki adet preparat hazirlandi. Preparatlarin hazirlanmasi i¢in yagt alinmis lam,
lamel ve otomatik pipet uglarinin temiz ve viicut sicakliginda olmasina dikkat edildi. Bu
caligmada eosin — nigrosin yontemi kullanilarak anormal spermatozoon muayenesi
yapildi. Anormal sperm orami belirlenirken; akrozom, bas, orta kistm ve kuyruk

anomalileri agisindan degerlendirilerek toplam anormal sperm orani da hesaplanmustir.

Preparatlarin  hazirlanmasi, yukarida oOlii spermatozoon muayenesi bdliimiinde

anlatildig gibi yapildi.

Faz — kontrast mikroskopta x1000’lik biiylitmede immersiyon bakisla her bir frotiden
100 adet olmak iizere toplam 200 adet spermatozoon sayilarak anormal spermatozoon

orant tespit edildi.®
3.4.2.3. Hypo-osmotic Swelling-Eosin-Y (HE) testinin uygulanmasi

80 ul HOS test soliisyonu igerisine 20 ul sperm siispansiyonu ilave edilerek 35°C’de 30
dk inkiibasyona birakild. Inkiibasyon siiresi sonunda hafifge galkalanarak homojen hale
getirilen her tiipten 10 pl 6rnek alinarak viicut sicakligindaki bir lam iizerine damlatild

ve lizerine 35°C’ye ayarlanmis su banyosunda bekletilen eosin ve nigrosin boyalarinda

37



10’ar ul damlatilarak ikiser adet preparat hazirlandi. Hazirlanan ikiser frotiden toplam
200 spermatozoon x1000 biiyiitiitmede faz — kontrast mikroskop altinda sayilarak her
gurupta basi boya almis ve almamis, kuyrugu kivrilmis ya da kivrilmamis olusuna gore
dort alt tipte incelendi. Buna gore siniflandirmalar; Basi1 boya almamis kivrik kuyruklu
(Tip1), bast boya almis kivrik kuyruklu (Tip2), basi boya almamis diiz kuyruklu (Tip3)

ve bast boya almus diiz kuyruklu (Tip4) seklinde olusturuldu.®®®

3.4.3. Gen Ekspresyon Seviyesinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi
3.4.3.1. RNA izolasyonu
Fare testis dokusundan ¢cDNA kiitiipanesi hazirlamak i¢cin mRNA izolasyonu
Qiagen RNeasy lipid tissue kiti protokoliine gore asagidaki sekilde gerceklestirildi.
e Dokudan 50 mg alinarak 2 ml’lik ependorf tiiplerine konuldu.
e Uzerine Iml QIAzol Lyzis Reagent eklendi.
e Doku, homojenizatdr yardimiyla iyice parcalandi.
e 15-25°C’de (oda sartlarinda) diiz bir zeminde 5dk bekletildi.
e Uzerine 200 ul kloroform eklendikten sonra birkag saniye vortekslendi.
e Diiz bir zeminde 2-3dk bekletildi.
e 12000xg de 15dk +4 °C de santrifiij edildi.
o Ust fazdan yaklasik 500 ul’lik kisim 2ml’lik steril ependorf tiipiine alindi.
e Uzerine 500ul %70’lik etanol eklendi.
e Yikama iglemleri yapildi.

e RNA’lar cDNA izolasyonuna kadar -80 °C de saklandh.
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3.4.3.2. Total RNA’min Spektroskopik Olarak Konsantrasyonunun
Olciilmesi ve Safligimin Kontrolii

RNA’nin miktar1 ve safligin1 belirlemek amaciyla Thermo Cihazi kullanild: .
Cihaz tarafindan verilen 260/280 oranlar1 (saflik) ve konsatrasyon degerleri dikkate
alinarak cDNA sentezine gegildi.

3.4.3.3. cDNA Kiitiiphanesinin Hazirlanmasi

cDNA kiitiipanesi hazirlanirken ROCHE Transcriptor First Strand c¢DNA
Synyhesis Kit’i kullanildi. Kit igerisindeki soliisyonlar ve kullanilan protokol asagida

maddeler halinde belirtildi.
Gerekli kimyasallar
1. Random hexamer primer
2. ddH,0
3. Transcriptor reverse transcriptase reaction buffer
4. Protector RNase Inhibitor
5. Deoxynucleotide Mix
6. Transcriptor Reverse Transcriptase
Yontem
1. Steril bir mikrosantrifiij tiipiine;
e 2 ul Rastgele (Random) primer
e 1 pgtotal RNA konuldu
e 10 pl’ye ddH;O ile tamamlanda.
2. Karisim 65 °C’de 10 dakika 1sitildi ve buz iizerinde en az 1 dakika inkiibe
edildi.
3. Karisima asagidaki soliisyonlar sirayla eklendi,

e Transcriptor reverse transcriptase reaction buffer 4 ul
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e Protector RNase Inhibitor 0.5 ul

e Deoxynucleotide Mix 2 ul

e Transcriptor Reverse Transcriptase 0.5 ul

Karigim hafifce karistirildi. Random primer kullanildigi i¢in karisim 6nce 25
°C’de 10dk inkiibe edildi.

4. Ardindan; 55 °C’de 30 dk inkiibe edildi.

5. 85 °C’de 5 dk inkiibe edildi.

6. Reaksiyon sonlandirildi ve qRT-PCR ig¢in kullanilana kadar -20 °C’de
saklandi.

3.4.3.4. Kantitatif Gen Ekpresyonu (gReal-Time PCR)

PCR, DNA veya cDNA iizerinde segilen bir veya birden fazla bdlgenin in vitro
sartlarda ¢ogaltilmas1 yontemidir. 1986 yilinda Mullis ve arkadaslarinin 1993 yilinda
kimya alaninda Nobel 6diilii aldiklari,molekiiler diizeydeki calismalara ¢igir agan bu
bulusundan sonra Gradientli PCR, Multipleks PCR, Nested PCR, Real-Time PCR gibi
PCR yontemleri gelistirilmistir.

Real-Time PCR adindan da anlasilacagi iizere PCR reaksiyonu esnasinda
cogaltilan DNA veya cDNA’nin floresan boyalar kullanilarak ger¢ek zamanl kantitatif
tespitidir. PCR reaksiyonu esnasinda ¢ogaltilan iirin miktar1 floresan boyalarin verdigi
sinyal ile dogru orantili olarak aratmakta ve hangi dongiide hangi oranda artisin oldugu
reaksiyon esnasinda belirlenebilmektedir. Floresan boyalarin verdigi bu sinyal normal
klasik PCR’dan farkli olarak cihaz igerisinde bulunan filtrelerden belirli dalga
boylarinda gonderilen 1518in absorbe edilmesi ile tespit edilmektedir. Real-Time
PCR’da klasik PCR’daki gibi {iriiniin ¢ogaltilip cogaltiimadiginin jel elektroforezi gibi
yontemlerle belirlenmesine gerek olmadigindan kontaminasyon riski de azdir.

Reaksiyon esnasinda iriin amplifikasyonu miktarsal olarak izlenebilir. Real-Time
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PCR’da ¢ogaltilan iiriinlin kantitatif miktar1 hakkinda bilgi edinilmesine ragmen {iriin
uzunlugu hakkinda bir bilgi edinilemez. %

Genlerin ekspresyon miktarlarimi 6l¢mek i¢in floresan isaretli TagMan prob
kullanildi ve Real-Time PCR yapildi. Analiz kontrol ve muamele gruplarina her bir
c¢DNA i¢in 3 tekerriirlii olarak gerceklestirildi.

3.4.3.5. PCR Protokolii

PCR islemi i¢in hedef bolgeye spesifik primerler ile problar dizayn Medsantek

sirketine yaptirildi. PCR karigimi asagidaki gibi hazirlandi.

Tablo 3.1. Multipleks Real-Time PCR karigsimi (25 pl igin)

Bilesenler Miktar(pL)
TagMan® Probe Master Mix 10
Primer/Probe mix (hedef gen) 1
cDNA (0,5ng)

ddH0 (Steril) 4
Toplam hacim 20

*Housekeeping gen olarak Beta Aktin kullanildi.

3.4.3.6. Real-Time PCR program
Real-Time PCR uygulamasinda kullanilan sicaklik dongiisii Tablo 3.2°de

gosterildigi gibidir.

Tablo 3.2. Real-Time PCR programinda kullanilan sicaklik dongiisii

Sicaklik (°C) Saniye
50 120
95 600
95 10
(45 dongii)
60 60
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3.4.3.7. Real-Time PCR Sonuglarin Degerlendirilmesi
Real-Time PCR’da karsilastirmali Ol¢iim i¢in ACy matematiksel metodu
kullanildi.

Oran (referans/hedef) = 2 {(referans)-C_ (hedef)

3.4.4. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizler
Deneylerden elde edilen sonuglar ortalama(ort)+standart sapmag(ss) olarak verildi

ve 0.05'in altindaki P degerleri, istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Testiste Ag ve Anatase TiO2 Nanopartikiillerinin Varhgmin Belirlenmesi

Ag ve anatase TiO2 nanopartikiilleri materyal metot kisminda belirtildigi gibi bes doz
seklinde intravendz olarak farelere uygulanmigtir. Tablo 4.1 de goriilebilecegi gibi her
iki nanopartikiil i¢inde kontrol grubuna oranla uygulama yapilmis farelerin testislerinde
daha yiliksek miktarda nanopartikiil miktar1 tespit edilmistir (p<0.001). Ayrica, Ag NPs
doza bagli artan uygulamasi testis dokusundaki nanopartikiiliin miktar1 ile paralel bir

artig gostermistir (p<0.001).

Belirlenemedi Belirlenemedi
- 5.761+0.036

2.953+0,054 -

6.748+0,156 -

Tablo 4.1. Fare testis dokusundaki Ag ve TiO, NPs (mg/kg doku) miktar
(ortalama+SD).

4.2. Testis Agirhg, Testis Indeksi ve Spermatolojik Muayene Sonuglar

Tablo 4.2, 4.3 ve 4.4’ den de goriilebilecegi gibi Ag NPs (Diisiik Doz), Ag NPs (Yiiksek
Doz) ve Anatase TiO2 NPs soliisyonlari (100 pl) uygulanmis gruplar ve kontrol gruplari
arasinda testis indeksi (testis agirhigi/viicut agirhigt) degerlerinde onemli bir fark ortaya
¢ikmamugtir (P > 0.05). Benzer sekilde, bu gruplar arasinda testis agirligi bakimindan da

kayda deger bir farklilik gézlenmemistir (P > 0.05).
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Olii sperm ve toplam sperm anormalitesi konvensiyonel degerlendirilmelerinde, Ag NPs
(Diistik Doz), Ag NPs(Yiiksek Doz) ve anatase TiO2 NPs gruplarinda 6lii sperm
ylizdeleri acisindan ve toplam anormalitesi agisindan istatistiksel bir farklilik

gozlenmemistir (P > 0.05).

Ayrica, bu gruplarin spermlerde motilite iizerine olan etkisi konvensiyonel olarak
incelendiginde Ag NPs (Diisikk Doz) grubunda motilite ylizde degeri agisindan kontrol
grubuna gore belirgin bir farklilik gozlenmezken (P > 0.05), Ag NPs (Yiiksek Doz)
grubunda istatistiksel anlamli bir artis gostermistir (P < 0.05). Ag NPs (Diisiik Doz)’
lerde oldugu gibi doku konsantrasyonunda uygulanan Anatase TiO, NPs’ lerinde
kontrole oranla motiliteyi azalttigi goriilmiistir (P < 0.05). Kontrole oranla Ag NPs
(Dtisiik Doz) grubunda sperm velositesinde istatistiksel olarak bir farklilik yokken (P >
0.05), AgNPs (Yiiksek Doz) grubunun velositeyi onemli derecede artirdigi tespit
edilmistir (P < 0.05). Ag NPs (Diisiik Doz) grubunda oldugu gibi, kontrole oranla
Anatase TiO, NPs grubununda velosisteyi 6nemli derecede etkilemedigi belirlenmistir

(P >0.05).

Materyal metot kisminda belirtildigi sekilde intravenéz Ag NPs (Diisiik Doz ve Yiiksek
Doz) ve Anatase TiO2 NPs soliisyonlart (100 pl) uygulanan farelerde HE testine gore
Tip 1, Tip 2, Tip 3 ve Tip 4 sperm yiizde degeri hesaplandi. Elde ettigimiz sperm yiizde
degeri anatase TiO, NPs grubunda kontrol grubuna gore Tip 2’de azalirken (P < 0.05),
Tip 3’de artis gozlemlendi. Diger yandan tiim Ag NPs uygulamalarinda Tip 1, Tip 2,
Tip 3 ve Tip 4 sperm yiizde degerlerinde kontrol grubuna goére belirgin bir farklilik

gbzlenmedi (P > 0.05).

HE testine gore Ag NPs (Diisiik Doz), Ag NPs (Yiiksek Doz) ve Anatase TiO2 gruplari

icin elde edilen kivrik kuyruklu sperm yiizde degerleri sirasiyla Tablo 4.2, 4.3 ve 4.4 ¢
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de gosterilmistir. Kivrik kuyruklu sperm yiizde degeri; Ag NPs(Yiiksek Doz), Ag NPs

(Dtisiikk Doz) gruplariyla kontrol gruplari arasinda istatistiksel bir fark bulunmamasina

ragmen; kontrol grubuyla Anatase TiO2 NPs grubunu karsilastirildiginda; kontrol

grubuna gore azalma oldugu gozlendi.

188.8+9.49737
0.6+0.06182
43.6+5.53308
2.2+0,44721
35.745.39379
34.8+10.54144
41.8+3.68551

30.4+2.41143

6.6+3.86562
31.9+4.53023
57.0+4.02032

47.2+4.16893

216.6+33.96362

0.6+0.08015
39.8+4.60543
2.6+0,52705
39.2+5.00935
40.1+5.31479
41.0+7.56919
30.7+5.12870
12.5+4.21331
29.9+5.92600
56.8+5.96234

46+8.11680

190-242

0.5-0.6
36-43
2-2
35-43
35-44
35-46
26-34
9-15
25-34
52-61

29-38

Tablo 4.2. Ag NPs (Diisiik Doz) grubunun testis agirligi, testis indeksi ve sperm

parametreleri lizerine olan etkisi (ortalama+SD).
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188.8+9.49737
0.6+0.06182
43.6+5.53308
2.2+0.44721
35.7+5.39379
34.8+10.54144
41.8+3.68551
30.4+2.41143
6.6+3.86562

31.9+4.53023
57.0+4.02032
47.2+4.16893

216.5+16.28321

0.6+0.05464

50.1+5.81322
3.6+0.51755

36.5+6.37695
32.3+9.16994
45.1+9.41230
27.1+4.67545
10.8+3.65120
29.5+6.77870

58.0+6.3312
42.7+9.87803

202-230

0.5-0.5
45-54
3-4
31-41
24-39
37-52
23-31
7-13
23-35
52-63
34-51

Tablo 4.3. Ag NPs (Yiiksek Doz) grubunun testis agirligi, testis indeksi ve sperm

parametreleri lizerine olan etkisi (ortalama+SD).
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_ 188.8+£9.49737  202.4+31.78499 173-231
_ 0.6+0.06182 0.6:£0.09130 0.4-0.6
_ 43.6+5.53308 35.7+5.95171 30-41
_ 2.2+0.44721 2.4+0.53452 1-2
_ 35.7+5.39379 37.9+5.50688 32-42
_ 34.8+10.54144 44.2+7.96187 36-51
_ 41.8+3.68551 37.4+8.74351 29-45
_ 30.4+2.41143 19.1+3.43060 15-22
_ 6.6:3.86562 27.6+8.39345 19-35
_ 31.9+4.53023 32.4+5.67861 27-37
_ 57.0+4.02032 44.1+10.04381 34-53
_ 47.2+4.16893 39.2+5.05461 34-44

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

parametreleri lizerine olan etkisi (ortalama+SD).

4.2. Real-Time PCR Uygulamasindan Elde Edilen Bulgular

Ag NPs’ nin 5 mg/kg konsantrasyonu (diisiik doz) kontrole oranla flizyon
genlerinden Mfn1’ in (sekil 4.3) ekspresyon seviyesinde herhangi bir degisiklige neden
olmazken, Mfn 2’ nin (sekil 4.5) seviyesinde bir artisa OPA 1’ in seviyesinde (sekil 4.7)
ise bir azalmaya neden oldu. Bu konsantrasyonun fizyon geni olan Drpl ° de ise
istatiksel olarak herhangi bir degisiklige neden olmadig belirlendi (Sekil 4.9). 10 mg/kg
Ag uygulanmig gruplarda (yliksek doz) ise hem fiizyon hemde fizyon genlerinin
ekspresyon seviyelerinde kontrole oranla istatiksel olarak 6nemli artiglar gorildi.
Ornegin, kontrol grubunda Mfn 1° in ekspresyon seviyesi yaklasik olarak 0.1

seviyesinde iken ayni genin ekspresyon seviyesinin yiiksek doz Ag NPs grubunda 0.8
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gibi yiiksek bir degere ulastig1 belirlendi (Sekil 4.4). Ag NPs’ nin bu grubunda Mfn 2’
nin seviyesi 0.5 gibi yiiksek bir degerde iken kontrolde 0.1 gibi diisiik degerde kaldig:

goriildii (Sekil 4.6).

Real-Time PCR sonuglar1 kontrole oranla anastaz TiO2 NPs (5 mg/kg doku)
uygulanmis gruplarda mitokondriyal fiizyon Mfn 1 (sekil 4.9), Mfn 2 (sekil 4.10) ve
Opa 1 (Sekil 4.11) genlerinin ekspresyon seviyesinde kayda deger bir degisikligin
olmadigin1 fakat fizyon geni olarak bilinen Drp 1’ in ekspresyonunu (sekil 4.12)

istatiksel olarak bir 6l¢iide artirdigini ortaya ¢ikardi.

Mfn1
2 0.10-
o
o .
@ 0.08-
o o
S 0.06 :
< =
z ;
= 0.044 :
2 0.024 =
2 =
:0 I.ll
@ 0.00 1

Kontrol Ag NPs (Diisiik Doz)
Groups

Sekil 4.3. Ag NPs (Diisiik Doz)' nin Mfn 1° in ekspresyon seviyesi lizerine olan etkisi. *
P <0.005, ** p <0.01, *** p <0.001 ve istatiksel farklilik yok=P>0.05
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Goreceli mRNA ekpresyonu

Kontrol Ag NPs(Yilksek Doz)
Gruplar

Sekil 4.4. Ag NPs (Yiiksek Doz)' nin Mfn 1’ in ekspresyon seviyesi tizerine olan etkisi.
* P <0.005, ** p<0.01, *** p <0.001 ve istatiksel farklilik yok=P>0.05

=] =] =]
(=] [=] -
o o] L=
1 1 ]

0.04-

0.02-

Goreceli mRNA ekpresyonu

Kontrol Ag NPs (Diisiik Dez)
Gruplar

Sekil 4.5. Ag NPs (Diisiik Doz)' nin Mfn 2’ in ekspresyon seviyesi lizerine olan etkisi. *
P <0.005, ** p <0.01, *** p <0.001 ve istatiksel farklilik yok=P>0.05
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Mfn2
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Kontrol Ag NPs (Yiiksek Doz)
Gruplar

Sekil 4.6. Ag NPs (Yiiksek Doz)' nin Mfn 2’ in ekspresyon seviyesi tizerine olan etkisi.
* P <0.005, ** p<0.01, *** p <0.001 ve istatiksel farklilik yok=P>0.05

Opa1
g 0.008-
= *%k
o : /
L 0.006-
-
Lok ]
% 0.004 -
(1
E
< 0.002-
L& ]
e
He
¢ 0.000 '
Kontrol Ag NPs (Disiik Doz)
Gruplar

Sekil 4.7. Ag NPs (Diisiik Doz)' nin OPA 1’ in ekspresyon seviyesi lizerine olan etkisi.
*P <0.005, ** p<0.01, *** p <0.001 ve istatiksel farklilik yok=P>0.05
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Kontrol Ag NPs (Yiiksek Doz)
Gruplar

Sekil 4.8. Ag NPs (Yiiksek Doz)' nin OPA 1’ in ekspresyon seviyesi {izerine olan etkisi.
*P <0.005, ** p<0.01, *** p <0.001 ve istatiksel farklilik yok=P>0.05

Drp1

2 0.025-

=

>

@ 0.020-

o

E 0.015

< v

&

= 0.0104

2 0.005-

o

0

@ 0.000 :

Kontrol Ag NPs (Diisiik Doz)

Gruplar

Sekil 4.9. Ag NPs (Diistiik Doz)' nin DRP 1’ in ekspresyon seviyesi lizerine olan etkisi.
*P <0.005, ** p<0.01, *** p <0.001 ve istatiksel farklilik yok=P>0.05
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Kontrol Ag NPs(Yiiksek Doz)

Gruplar

Sekil 4.10. Ag NPs (Yiiksek Doz)' nin DRP 1’ in ekspresyon seviyesi iizerine olan
etkisi.* P < 0.005, ** p <0.01, *** p < 0.001 ve istatiksel farklilik yok=P>0.05
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Kontrol Anatase TiO2 NPs
Gruplar

Sekil 4.11. Anatase TiO2 NPs grubunun Mfn 1’ in ekspresyon seviyesi iizerine olan
etkisi. * P <0.005, ** p < 0.01, *** p < 0.001 ve istatiksel farklilik yok=P>0.05

52



Mfn2

£ 0.10-

[=]

ﬁ-.

@ 0.08-

2 =

S 06 o

g =

% I:I

= 0.04-

2 0.02- :

£ -

Ho=l

(@ 0.0l EEEEEEEEE D |

Kontrol Anatase TiO2 NPs

Gruplar

Sekil 4.12. Anatase TiO2 NPs grubunun Mfn 2’ in ekspresyon seviyesi iizerine olan
etkisi. * P <0.005, ** p < 0.01, *** p <0.001 ve istatiksel farklilik yok=P>0.05
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Kontrol Anatase TiO2 NPs
Gruplar

Sekil 4.13. Anatase TiO2 NPs grubunun OPA 1’ in ekspresyon seviyesi iizerine olan
etkisi. * P <0.005, ** p < 0.01, *** p <0.001 ve istatiksel farklilik yok=P>0.05
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Goreceli mRNA ekpresyonu

Knr:trnl Anatase TiO2 NPs
Gruplar

Sekil 4.14. Anatase TiO2 NPs grubunun Drp 1’ in ekspresyon seviyesi iizerine olan
etkisi. * P <0.005, ** p < 0.01, *** p <0.001 ve istatiksel farklilik yok=P>0.05
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5. TARTISMA

Giliniimlizde, metalik nanopartikiiller —radyolojik alanlarda, molekiiler
goriintiileme, hedefe yonelik tedavi ve as1 gelistirilmesi gibi amaglar dogrultusunda
siklikla kullamlmaktadir.® insanlar ise metalik nanaopartikiillere, onlarin tretimi,
endiistride (besin, kimya v.b) kullanimi, tibbi ¢caligmalarda hayvan ve insan modellerine
ilag¢ yada ilag tastyicisi olarak uygulanmasi sirasinda maruz kalabilmektedir. Bu metalik
partikiiller ise organlarda, dokularda, hiicrelerde, organellerde ve enzimler iizerinde

12,14

istenmeyen toksik etkiler olusturabilmektedir. Nanopartikiillerin iireme sistemi

tizerinde olan toksik etkileri ise insan ve hayvanlarda infertiliye sebep

olabilmektedir.**"">"® Ornegin, Gromadzka-Ostrowska et al.**

, ratlara damar yoluyla
uygulanan giimiis nanopartikiillerinin testiste nanopartikiil boyutuna, konsantrasyonuna
ve zamana bagli olarak epididimal sperm sayisim1 azaltigini, germ hiicrelerinde DNA
hasar1 olusturdugunu ancak viicut agirligi, adipoz doku dagilimi ve anomal sperm
dagilimi iizerinde ise degisiklik olusturmadigimi ortaya cikarmistir. Komatsu et al.”
dizel yakitlarin tiiketiminden agiga cikan partikiillerin (DEP), karbon ve titanyum
dioksit nanopartikiillerinin testiste testesteron tiretiminden sorumlu olan Leydig TM3
hiicreleri iizerine uygulamistir. Arastirmacilar her ii¢ nanopartikiilliinde leyding TM3
hiicreleri tarafindan hiicre igerisine alindigini, bu nanopartikiillerin hiicre canlilig1 ve
hiicre g¢ogalmasininin yanisira hiicrelerde gen ekspresyon seviyesini degistirdigini
belirtmistir. Bu arastirmacilar 6zellikle titanyum nanopartikiillerinin digerlerine oranla
daha fazla sitotoksik etki olusturdugunu aciklamistir. Wiwantitkit et al.”* altin
nanopartikiillerini spermatozon {iizerindeki olas1 toksik etkisini arastirmis ve calisma
sonrasinda bu nanopartikiillerin spermlerin bas ve kuyruk kisimlarina niifiiz ettigini,

nanopartikiil uygulanmis Orneklerde kontrole oranla hareketli sperm sayisini %25

oraninda azaldigin1 ve spermlerde fregmantasyonun meydana geldigini rapor etmistir.
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Barkhordari et al.”® ¢inko oksit nanopartikiillerinin in vitro kosullarda insan spermi
tizerindeki toksik etki olusturdugunu ve toksisitenin nanopartikiil konsantrasyonuna ve
maruz kalma siiresine bagli olarak arttigini belirtmistir. Ema et al ™ titanyum oksit ve
altin nanopartikiillerinin sperm hareketliligini azaltigini, giimiis, aliminyum ve
molibden trioksit nanopartikiillerinin ise fare spermatogonyum ana hiicreleri iizerinde

toksik etki olusturdugunu rapor etmistir. Asare et al.™t

giimiis, altin ve titanyum
nanopartikiillerinin zamana ve konsantrasyona bagli olarak DNA kiriklarina, apoptoza
ve nekroza neden oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu arastirmacilar ayni zamanda
titanyumun toksik etkisinin altin ve giimiisten daha az oldugunu belirtmislerdir. Bai et
al® intravenous olarak uygulanan karbon nanopartikiillerinin fare testisinde olusturmasi
muhtemel toksik etkisini arastirmis ve bu nanopartikiillerin fertiliyeti etkilemeyen
geriye doniisiimlii bir testis hasarina neden oldugunu ortaya cikarmistir. Aymni
caligmada, ilaveten bu nanopartikiillerin 15 giinliik maruz kalma siiresinin sonunda
testiste biriktigini, oksitadif hasar olusturdugunu ve seminifer epitel kalinligini
azaltigin1 ancak 60 ve 90 giinliik gibi daha uzun maruz kalma siirelerinin sonunda bu
hasarin geriye doniisiimlii olarak diizeldigini belirtilmistir. Yoshida et al®® 10 haftanin
tizerinde ve 10 doz olarak trake icerisine uygulanan karbon siyah (CB)
nanopartikiillerinin farelerin seminifer tiibiillerinde vakuolizasyon olusturdugu ve serum
testesteron seviyesini yiikselttigini ortaya c¢ikarmistir. Miresmaeili et al ® 70 nm
blytikliglindeki giimlis nanopartikiillerini gavaj seklinde ratlara uygulamis ve bu
nanopartikiillerin spermatojenik hiicre sayisi ve spermin akromozom yapisi iizerindeki
etkisini arastirmistir. Calisma sonucunda, arastirmacilar bu nanopartikiillerin
spermatozoa sayisin yanisira primer spermatosit ve spermatit sayisinida azalttig1 fakat

sertoli hiicrre sayisinda ve seminifer tiibiillerin ¢capinda herhangi bir degisiklige neden
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olmadigin1 ortaya c¢ikarmistir. Yine aynmi calismada, akromozom yapisinda da
anormallik olusabilecegi gosterilmistir.

Braydich-Stoll et al*® giimiis ve aliminyum nanopartikiillerinin sperm membrani’ ni
gecerek sperm akromozumu ve mitokondri ile temas kurabilecegi ve dolaysiylada
toksik etki olusturabilecegi gosterilmistir. Disi iireme sistemi iizerine nanopartikiil
toksisitesi ile ilgili olarak yiiriitiilen bir ¢calismada, Gao et al.” TiO2 nanopartikiillerinin
uzun siireli maruz kalmaya bagl olarak fare ovaryum dokusunda biriktigini, burada
mineral element ve sex hormonlarinin dagilimini dengesizlestirdigini, oksidatif hasara
neden oldugunu ve fertiliteyi azaltigini ortaya ¢ikarmistir.

Doku yada hiicrelerde ortaya ¢ikan toksik etkiler nukleusun yanisira mitokondri
ve endoplazmik retikulum gibi organelleride etkilemektedir. Ozellikle, hiicreye giren
nanopartikiiller olusturduklar toksik etki nedeniyle reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tiretmekte ve tretilen ROS’ da mitokondri hasarina neden olmaktadir. Mitokondride
meydana gelen hasarlar apoptoz mekanizmasini aktif ederek hiicre 6liimiine neden
olmaktadir. Dolayisiyla, mitokondri hasarina bagl olarak apaoptozda gorev alan Bcl-2,
Bax, sitokrom C (CytC), kaspaz-3 ve kaspaz-9 proteinlerinin seviyelerinde artis
olmaktadir.**

Doku, hiicre ve organel diizeyinde nanopartikiil toksisitesi bir ¢cok calismada
arastirilmasina ragmen, nanopartikiil toksisitesinin mitokondriyal fiizyon ve fizyon
mekanizmalariyla iligkisine literatiirde deginilmemistir. Mitokondrinin bdliinmesi ifade
edilen fragmentasyon (fisyon) ve iki mitokondrinin birlesmesi anlamina gelen fiizyon
mitokondri dinamiginin korunmasini saglayan iki Onemli antogonistik olaydir.
Hiicrelerde mitokondriyal morfoloji, mitokondri dagilimini, hareketi ve aktivitesi bu

22

olaylarla kontrol edilmektedir.”> Bu iki olayin herhangi birisindeki eksiklik yada

anormallik mitokondri hareketini engellemekte yada verimsiz hale getirmektedir.?* Drp-
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1 hiicre fizyonunda gorev alsada bu genin asir1 ekspresyonu saglikli hiicrelerde
mitokondriyal yapida ve fonksiyonlarda anormalliklere olusturarak ATP iiretiminin
inhibisyonuna ve pro-apoptotik sinyallerin aktivasyonuna neden olmaktadir.?*?
Yapilan caligmalarda ise, mitokondriyal fizyonun antogonisti olan fiizyonun hiicrede
olusmast muhtemel toksik etkiyi ortadan kaldirdigida bildirilmektedir.®%* Fiizyon
olayindaki artisin hiicreleri apoptoza karsi korudugu ve stres kosullar1 altinda hiicrenin
hayatta kalma olasiligini artirdigi belirtilmektedir.*® Mayalar iizerinde yapilan bir
caligmada hiicrede olusturulan stres durumunda fizyon geni olan Dnm 1 © in artisina
karsilik olarak mitokondriyal fiizyon geni olan fzol’ in ekspresyon diizeyinde bir artig
oldugu gosterilmistir.101 Diger bir ifadeyle, fiizyon mekanizmasi fizyonun arttig
durumlarda strese kars1 hiicrede koruyucu bir rol iistlenmektedir.

Bu yiizden, mevcut ¢aligmada, iki metalik nanopartikiil olan Ag (giimiis) ve TiO»
(titanyum dioksit)’ in fare testis dokusunda hiicre, doku ve mitokondri seviyesinde
olusturmast muhtemel toksik etki ve bu toksik etkinin mitokondri fiizyon-fizyon
mekanizmalar1 iizerinde gen seviyesinde nasil bir etki olusturacagi arastirilmistir.
Calismanin amacima yonelik olarak ilk adimda kuyruk veninden uygulanan Ag ve
anatase TiO2 NPs kan-testis bariyerini asarak testise geg¢ip gecmedigi aragtirilmustir.
Bunun i¢in 5 dozluk uygulama peryodu sonunda testisler farelerden materyal-metod
kisminda belirtildigi sekilde ¢ikartilmis ve ICP cihaziyla bu iki nanopartikiiliin
testislerdeki varligi arastirilmistir. ICP cihazindan elde edilen verilere gore testislerde
nanoaprtikiillere rastlanilmasi olas1 toksik etkinin 6n bir belirteci olarak kabul
edilmistir. ICP cihazindan elde edilen mevcut verilere gore her iki nanopartikiiliin test
edilen konsantrasyonlarda testise gegtigi belirlenmistir. Bu durum giimiis ve titanyum
nanopartikiillerinin testise gegebilecegini gosteren Onceki c¢alismalarla paralellik

tasimaktadir.”
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Mevcut calismada Ag ve TiO2 nanopartiikiillerinin testise gegtigi belirlendikten
sonra bu nanopartikiillerin testis indeksi ve testise agirligi degerlerinin yanisira sperm
kalitesi lizerinde bir farklilik olusturup olusturmadig test edilmistir. Elde edilen
sonuglar bu nanopartikiillerin testis indeksi ve agirlig iizerinde kayda deger bir farklilik
olusturmadigini  géstermistir. Kontrole oranla Tip 3 sperm grubunda Ag
nanopartikiilleri herhangi bir degisiklik olusturmazken Anatase TiO2 nanopartikiilleri
istatistiksel bir artisa neden olmustur. Benzer sekilde Tip 1 ve Tip 2 sperm grubunda
Ag nanopartikiilleri bir degisiklik olusturmazken Anatase TiO2 nanopartikiillerinde bir
azalmaya neden olmustur. Tip 3 oranindaki artig, Tip 1 ve 2’ deki azalis motilitenin
azalmasinin bir gostergesi olarak kabul edildiginden dolayr TiO2 nanopartikiillerinin
motiliteyi azalltig1 ve bu yilizden de infertiliteyi artirdigi sdylenebilir.

Real time PCR (RT-PCR); klinik mikrobiyoloji ve genetik hastaliklarin yanisira
Parkinson, alzaymir ve Tourette sendromu gibi noéredejenartif hastaliklarin tani ve
tedavisiyle ilgili gen expresyon calismalarinda da basariyla kullanilabilmektedir. %%
RT- PCR yontemi ayrica 16semi, lenfoma, kolan, karagiger ve tiroid kanseri gibi bir ¢ok
kanser tiirlinlin tanisinda da etkili bir sekilde uygulanmaktadir. Hatta bu hastaliklarin
teshisi igin RT- PCR’ de kullanilmak tizere hazir ticari kitlerde satilmaktadir.'®

RT-PCR yontemi gilinimiizde toksikoloji caligmalarinda da  siklikla
kullanilmaktadir. Ornegin, Sifringer et al.'®® o2-reseptorlerine baglananan ve bir ok
hastaligin tedavisinde ilag olarak kullanilan Dexmedetomidine maddesinin neonatal
(dogum oncesi) rat modellerinin beyinlerinde toksik etki olusturup olusturmadigini
ortaya koymak icin ¢esitli biyokimyasal testlerin yanisira bir sitokinin olan IL-1B’ nin
gen ekspresyon seviyesini RT-PCR yontemi ile analiz etmisdir. Chen et al.**°, X-ray
1sinina maruz birakilan farelerde quersetinin potansiyel toksik etkisini arastirirken

MTRNR1, POLG, POLG2 ve TFAM genlerinin ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in
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RT- PCR yontemini kullanmistir. Zordoky et al *'*; Doxorubisin’ in ratlarin bobrek ve
karagigerinde olusturdugu toksisiteyi ortaya ¢ikarmak icin RT-PCR yoOntemini
kullanarak EPHX2, CYP1l, CYP2, CYP4A ve CYP4F genlerinin ekspresyon
seviyelerini belirlemistir. Voss et al."*? bir fungal sekonder metabolit olan fumanosin’ in
fare karacigerinde olusturdugu toksik etki mekanizmasini agiklamak i¢in Acox, Ahcy,
Anxa2, Caplain2, Cyp4al0, FMOL1 gibi ¢ok sayida genin ekspresyon seviyelerini RT-
PCR ile analiz etmistir. Diger taraftan, c¢esitli nanopartikiillerinde olas1 toksik etkileri
gen seviyesinde RT-PCR kullamlarak ortaya c¢ikarilmaya cahisilmistir. Ornegin,
Siddiqui et al. ® bakir oksit nanopartikiillerinin insan hepatokasrsinoma hiicrelerinde
mitokondri aracili apoptozisi tesvik ettigini ortaya ¢ikarmak igin p53, bel-2, kasapaz-3
ve bax genlerinin ekspresyon seviyelerini RT-PCR ile arastirmistir. Watanabe et al. ***
tibbi uygulamalarda siklikla kullanilan Fe304 magnetik nanopartikiillerinin insan
akeiger epitel hiicrelerinde olusturmasi muhtemel sitotosik ve genotoksik etkileri Heme
Oksigenaz-1 (HO-1) gen seviyesini RT-PCR ile analiz etmek suretiyle belirlemeye
calismistir. Herzog et al.'® insan A549, makrofaj ve dentritik hiicrelerine in vitro
sartlarda glimiis nanopartikiillerini uygulamis ve ortaya ¢ikmasi muhtemel toksik etkiyi
belirlemek i¢in TNF-a, IL-8, HMOX-1 ve SOD-1 genlerinin ekspresyonu RT-PCR ile
analiz etmistir.

Bulgular kismindan goriilebilecegi gibi dokuya diisiik doz Ag NPs uygulamasi
sonrasinda mitokondriyal fizyon geni olan Drp 1’ in ekspresyon seviyesinde onemli bir
degisim ortaya ¢ikmamistir. Ayni grupta fiizyon genlerinden Mfnl’ de bir degisim
olmazken, Mfn2’ de artis, Opa 1 * de ise bir azalis goriilmiistiir. Mfn2 deki artigin ise
yaklasik olarak Opa 1 deki azalmaya denk geldigi goriilmiistiir. Bu bulgulara gore,
mevcut ¢alismada Ag (Diistik Doz) grubunun fiizyonun ve fizyonun meydana gelme

sitkliginda o6nemli bir degisim yapmadigt ve bu ylizden de Ag’ nin bu
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konsantrasyonunun fare testisinde kayda deger bir toksik etki olusturmadigi sonucu
cikarilmistir. Ag (Yiiksek Doz) grubunda ise hem mitokondriyal fiizyon hemde fizyon
genlerinin ekspresyon seviyelerinde onemli artiglar goriilmiistiir. Asir1 fizyonun stress
durumunda hiicre 6liimiinii tetikledigi, flizyonun ise bu strese karsi bir koruma rolii

iistlendigi bilgisi goz 6niine alindiginda®'%!

, mevcut calismada fizyon genindeki
yiiksek ekspreyona karsi her {i¢ flizyon genininde kontrole oranla daha fazla eksprese
olmasi hiicrede ortaya ¢ikan stresin ortadan kaldirilmasina yonelik bir strateji olabilir.
Calismada, gen expresyon analizleri yiiksek doz Ag uygulamasinin testiste toksik etki
olusturdugunu fakat spermatolojik muayene sonuclari ayni yiiksek dozun sperm
motilitesi ve velositesi lizerinde olumlu etki yaptigin1 gostermistir. Diger bir ifadeyle
gen expresyon analizleri yiiksek doz Ag uygulamasinin fertiliteyi azalttigini fakat
spermatojik muayene sonuglar1 ayni yiiksek dozun fertilite olasiligini artirdigini isaret
etmektedir. Bununla birlikte, fertilitede sperm tiplerinin, sperm canliliginin, sperm DNA
yapisinin ve doku hasarinin da etkili oldugu bilinmektedir. Bu yiizden, sperm velositesi
ve motilitesinde bir artisin goriilmesi tek basina fertilite oraninin arttigini sdylemek i¢in
yetersiz olmaktadir. Dahasi, nanopartikiillerin sperm zarlarini gegerek akromozom
yapisina girdigi ve burada DNA hasar1 olustudugu belirtilmektedir.”* Bu yiizden
spermlerin motilitesi ve velositesi artmis olsada bu spermelerde fertiliteyi azaltabilecek
DNA hasarinin meydana gelmesi olasidir.

Literatiirde, hiicrede olusturulan toksik etki durumunda mitokondriyal fiizyonun
artmasi hiicreyi toksik etkiye karsi korurken fizyon mekanizmasindaki artis hiicreleri
toksik etkiye karst daha korunaksiz yapmaktadir.'® Mevcut calisma, TiO2 (5 mg/kg)
grubunun flizyon genlerinin ekspresyon seviyesinde herhangi bir degisiklik yapmadigini
ancak fizyonun meydan gelme sikligini artirdigini gostermistir. Fizyon olayindaki

artisin sebebi Drpl geninin ekspresyon seviyesindeki artisa baglanmistir. Drpl geni
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baglantili fizyon olay1r mitokondrilerden sitokrom C salimimimi artirmakta ve bu asiri
salinimda hiicreyi aPoptozise gétiirmektedir.116 Dolayisiyla, mevcut ¢aligmada anatase
TiO2 grubunda Drp 1 geninde bir ekspresyon artisinin olmasi testiste ortaya ¢ikan bir
toksik etkinin varligiyla agiklanmistir. Ancak, Drpl’ in etkisini dengeleyecek sekilde
fiizyon genlerinde bir ekspresyon artis1 olmadigindan dolayr anatase TiO2 grubunun
testiste olusturdugu toksik etkinin diisiik seviyede oldugunu séylemek olasidir. Zaten,
sperma tlizerine yaptigimiz denemeler sonucunda da anatase TiO2 grubunun toksik

etkiden dolay1 kivrik kuyruklu sperm oranini azaltmstir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak mevcut ¢alisma kuyruk veninden verilen Ag (5 ve 10 mg/doku) ve
anatase TiO2 (5 mg/doku) nanopartikiillerinin ICP cihaz1 verilerine gore testis dokusuna
gectigi tespit edildi. Diistik dozda, Ag nanopartikiillerinin testis agirligi ve indeksinin
yanisira sperm parametreleri ilizerinde ¢ok fazla toksik etki gostermedigi belirlendi.
Aymni diisiik dozda, mitokondriyal fiizyon ve fizyon genlerinin ekspresyon seviyelerinde
kayda deger bir degisim gozlemlenmedi. Yiiksek Ag dozunda ortaya cikan yiiksek
toksik etkiye bagli olarak fizyon ve flizyon genlerinin expresyon seviyelerinde
degisimler tespit edildi. Testiste ayrica diisiik seviyede de olsa anatase TiO2
nanopartikiillerinin toksik etki yapabilecegi belirlendi. Genel olarak, en fazla toksik etki
yiiksek doz Ag grubunda goriiliirken bunu sirasiyla Anatase TiO2 ve diisiik doz Ag
gruplar1 izlemistir.

Bu bulgulara gore:

- fabrika, laboratuvar vb ortamlarda nanopartikiillerle temas halinde bulunan
kisilerin infertilite riskine kars1 daha dikkatli olmasi

- titanyum oksit ve gilimils nanopartikiillerinin testise ila¢ vb maddelerin
tasinmasinda ara¢ olarak kullanilmasi durumunda bu nanopartikiillerinin toksisiteyi
azaltacak olan ylizey modifiye edici maddelerle kaplanmasini 6nermekteyiz.

- Ayrica, gelecek calismalarimizda farkli sekillere, konsantrasyonlara ve

biiyiikliiklere sahip nanopartikiilleride test etmeyi planlamaktay1z.
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