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OZET
TiTANYUMDIOKSITIN KALP UZERINE TOKSIK ETKIiLERINiN INCELENMESi

Bu calismada titanyumdioksit nanopartikiiliiniin sican kalp dokusu lizerine toksik etkileri
incelenmistir. Titanyumdioksit tip, biyomedikal, dis hekimligi, tekstil, kozmetik, insaat, gida,
hijyen ve temizlik alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Calismamizda ortalama 200-250 g
agirhginda, 21 adet eriskin erkek Wistar albino sigan kullanilmistir. Bu deney hayvanlar: her
grupta 7 si¢an olacak sekilde rastgele 3 gruba boliinmiistiir. 1. grup kontrol, 2. grup diisiik doz, 3.
grup ise yliksek doz deney grubu olarak belirlenmistir. Titanyumdioksit nanopartikiliiniin (6-25
nm) diisiik dozu 5 mg/kg, yiiksek dozu 50 mg/kg belirlenmis 2 farkli dozu 21 giin boyunca 48
saatte bir olmak tizere intraperitonal olarak sicanlara enjekte edilmistir. Kontrol grubundaki
sicanlara ise intraperitonal olarak, 21 giin boyunca 48 saatte bir olmak tlizere serum fizyolojik
enjekte edilmistir. Son uygulamadan 24 saat sonra in vivo kosullarda, siganlara anestezi
yapilmasinin ardindan elektrokardiyografi (EKG) kayitlar1 alinmistir. Daha sonra sicanlar
sakrifiye edilerek kalp dokusu cikarilmistir. Titanyumdioksit nanopartikiliiniin kalp {lizerine
toksik etkileri biyofiziksel, biyokimyasal ve histolojik yontemler kullanilarak multidisipliner
yaklasimla incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Titanyumdioksit, Kalp, EKG, Oksidatif stres, Histopatolojik etki, Toksik etki,
si¢can.

Danmigsman: Prof .Dr. Yusuf CAMLICA, Mersin Universitesi, Biyoloji Anabilim Dali, Mersin.
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE TOXIC EFFECTS OF TITANIUM DIOXIDE ON THE HEART

In this study, the toxic effects of titanium dioxide nanoparticle on rat heart tissue were
investigated. Titanium dioxide is widely used in medicine, biomedical, dentistry, textile,
cosmetics, construction, food, hygiene and cleaning. In our study, 21 adult male Wistar albino rats
with an average weight of 200-250 g were used. These experimental animals were randomly
divided into 3 groups with 7 rats in each group. The 1st group was determined as the control
group, the 2nd group as the low dose and the 3rd group as the high dose experimental group.
Titanium dioxide nanoparticle (6-25 nm) was injected intraperitoneally into rats at 2 different
doses determined as 5 mg/kg low dose and 50 mg/kg high dose every 48 hours for 21 days. The
rats in the control group were injected intraperitoneally with physiological saline every 48 hours
for 21 days. Electrocardiography (ECG) recordings were taken after in vivo anesthesia was
applied to the rats 24 hours after the last application. Then the rats were sacrificed and the heart
tissue was removed. Besides the electrophysiological effects of titanium dioxide nanoparticle on
the ECG, histological and biochemical effects were also investigated. In this study, the toxic effects
of titanium dioxide nanoparticle on the heart were investigated with a multidisciplinary approach
using biophysical, biochemical and histological methods.

Keywords: Titaniumdioxide, heart, EKG, oxidative stress, histopathology, toxicological effect, rat.

Advisor: Prof. Yusuf CAMLICA, Mersin University Department of Biology, Mersin.
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KISALTMALAR ve SIMGELER

Kisaltma/Simge Tanim

ACh Asetilkolin

AChE Asetilkolinesteraz Enzimi
Np Nanopartikiil

°C Santigrad derece

CAT Katalaz

cm Santimetre

GSHPx Glutatyon Peroksidaz
EKG Elektrokardiyografi

kg Kilogram

H20; Hidrojen peroksit

GSH Glutatyon

GSH-Px Glutatyon peroksidaz
MDA Malondialdehit

mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

ms Milisaniye

mV Milivolt

um Mikrometre

ALT Alanin aminotransferaz
AST Aspartat aminotransferaz
NO Nitrik Oksit

X0 Ksantin Oksidaz

LDH Laktat Dehidrogenaz
Apx Askorbikasit Peroksidaz
ROT Reaktif Oksijen Tiirleri
SOD Stiperoksit dimutaz

Se Selenyum
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1. GIRiS

Nanopartikiil (NP), boyutu 1-100 nm araliginda yer alan parc¢aciklar i¢in kullanilan genel
bir tanimlamadir. Maddeler nano boyutlara indirgendigi zaman, makro boyutlardan ¢ok daha
farkli kimyasal, fiziksel veya biyolojik 6zellikler kazanirlar. Nanopartikiillerin, daha biiyilik
boyutlu maddelerle karsilastirildig1 zaman parcacik ylizey kimyasi, elektron tutuculugu, pargacik
sekilleri, pargacik ylizey alani, kristallesebilme, manyetik ve optik 1s1 ve elektrik iletme
ozelliklerinde 6nemli Olciilerde artma veya azalma olmaktadir. Makro maddelerin Kkiigililen
boyutlan ile baglantili olarak etkilesme yiizeylerinde artis meydana gelebilmektedir. Buna
paralel olarak gerek yiizeyler arasindaki molekiil sayisinda, gerekse kuantum elektromanyetik
etkilesim ve ylizey geriliminde artis meydana gelir. Bununla beraber, hacim ve sekil
degisikliklerinden elektron 6zellikleri de etkilenebilir [1, 2]. Nanopartikiillerin son zamanlarda
sanayide ve giinlik hayatta giderek daha fazla artan oranlarda kullanildigi bilinmektedir.
Nanopartikiiller giinliik hayatta dis hekimligi, tip, biyomedikal, askeriye, otomotiv sanayi,

elektronik, gida endiisrisi, boya sanayi, kozmetik ve tekstil gibi bircok alanda kullanilmaktadir

[3].

Maddelerin gerek atomik gerekse molekiiler diizeyde fonksiyonel miihendisligi yapilarak
kullanilan nanoteknolojiden faydalanmak suretiyle, tekstilde kullanilmak iizere elde edilen
nanopartikiiller, kirlenmeyen kumas yapiminda, anti-mikrobiyal o6zellikler, koku giderici
ozellikler, viicut sicakhigin1 diizenleme mekanizmasi, antistatik giysilerde kullanim, UV
1sinlarindan korunma, parfiimli giysiler, tibbi koruyucu giysiler, elektromanyetik alanlara karsi
ozellikler gelistirilerek, giysilere konfor arttirici, koruyucu ve yasami kolaylastirici gibi 6zellikler

kazandirmak amaciyla tekstil iirtinlerinde kullanilmaktadir [4].

Nanopartikiillerin bulunduklar1 kompleks yapidan ayrilarak viicuda dermal, respiratuvar
sistem ve oral yollarla girdigi bilinmektedir. Nanometreler boyutlarinda olan bu parcaciklarin,
hiicre zari, plasenta, kan-beyin bariyeri ve kan-testis bariyeri gibi secici gecirgen 6zellikteki
yapilar1 gecerek hiicre, doku, organ diizeyinde hasarlar olusturduklarin1 gésteren calismalar

bulunmaktadir [5, 6].

Glnes kremleri, dis macunlari, gida boyar maddeleri, tatlandiricilar ve bazi besin
takviyeleri gibi giinlik hayatimizda kullandigimiz bir¢ok iriinde titanyumdioksit
nanopartikiiliiniin bulundugunu diisiindiigiimiiz zaman bu nanopartikiiliin, dogrudan agiz yolu
ile aliniminin vahameti de bir kez daha ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan ¢esitli calismalarda, bazi tath
sekerlemelerin ve kullandigimiz sakizlarin bile titanyumdioksit nanopartikiili tasidig

gorilmektedir. Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA), titanyumdioksit nanopartikiiliiniin gida
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boyasi olarak kullanilmasini, “viicut agirhginin %1’ini gegmeyecek sekilde bulunmasi” sarti ile
onaylamistir. [7]

Bu calismada ozellikle tekstil, gida, tip, biyomedikal, implant, insaat alaninda yaygin
olarak kullanilan titanyumdioksit nanopartikiillerinin, sican Kkalbi tlizerine olan etkileri
elektrofizyolojik, biyokimyasal ve histopatolojik yontemler kullanilarak multidisipliner bir

yaklasimla incelenmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. Titanyumdioksit Nanopartikiilii

Titanyum, dogada en c¢ok bulunan elementlerden birisi olup olduk¢a fazla yayilim
gosteren bir 6zellige sahiptir. Diinyamizin kabugunda bulunma konsantrasyonu 4400 mg/kg’dir.
Bu elementin, gerek oksijene gerekse diger elementlere olan yiiksek ilgisinden dolayi, dogada
serbest olarak bulunmaz. En fazla oksijenle aldig1 degerlik +4’tlr. Fakat, oksijenle +3 ve +2
degerlikli durumlar1 da karsimiza cikabilmektedir. Sanayide en fazla metalik titanyum,
titanyumdioksit ve titanyumtetrakloriir tercih edilmektedir. titanyumdioksit, metalik
titanyumun oksijenle tepkimesiyle meydana gelmektedir. Oda sicakliginda molekiiler agirhgs;
79,9 g/mol, bagil yogunlugu; 4,26 g/cm3, kaynama noktasi; 2972 °C, erime noktasi ise; 1843 °C
seklindedir. Isig1 iyi bir sekilde kirmasindan ve yiiksek parlakligindan dolay1 titanyumdioksit,
beyaz renk elde etmek i¢in kullanilmaktadir. Endiistriyel olarak titanyumdioksit en ¢ok iiretilen
nanopartikiiller arasinda ilk bestedir. Normal bir hayvan hiicresinde ¢ok az miktarda da olsa
titanyum bulunmaktadir. Giinliik hayatimizda ortalama, viicudumuza 300-400 pg titanyumu
aliriz. Insanlarin, bu miktarlardaki titanyumu viicuda almasi, hem tretim hem de kullanim
sirasinda gerceklesebilir. Fakat, titanyum viicut icerisine en fazla inhalasyon ve dermal olarak
girmektedir. Bunlarin yani sira titanyumdioksit nanopartikiilii viicudumuza ag1z yolu ve medikal
uygulamalarla girebilmektedir. Solunum yoluyla en fazla titanyumdioksit nanopartikiiliine maruz
kalanlar arasinda bunlan iireten bilim insanlan ve isciler yer almaktadir. Uretim sahasinda
calisanlar, orta ve yliksek diizeyde titanyumdioksit nanopartikiiliine maruz kalabilmektedirler.
Titanyumdioksit nanopartikiilii, medikal alanda, damar i¢ine ve deri altina yapilan enjeksiyonlar
ile viicut icerisine girebilmektedir. insan saglig: iizerine olumsuz etkilere neden olabilen bu tiir

uygulamalar nanopartikiillerin viicutta birikmesine de sebep olabilmektedir [7].

Titanyumdioksit nanopartikiiliintin intranazal yol ile damlatilmasiyla sicanlarin beyninde
gerek olfaktor gerekse hipokampal sinirlerin morfolojisini degistirerek oksidatif hasara neden
oldugu ortaya ¢ikarilmistir [8, 9]. Silisyumdioksit nanopartikiiliintin yash sicanlara inhalasyon
yolu ile verilen bir ¢alismada bu siganlarin kalp dokusunda miyokardiyal iskemik hasar meydana
geldigi gozlenmistir [10]. Titanyumdioksit nanopartikiiliiniin inhalasyon yolu ile sicanlara
verildigi diger bir ¢alismada bu nanopartikiiliin mikrovaskiiler disfonksiyona neden oldugu

bulunmustur [11].

Farelere intragastrik aparat ile 60 giin boyunca her giin uygulanan 5, 10 ve 50 mg/kg
dozlarindaki titanyumdioksit nanopartikiilii, enzim ve ndrotransmitter sistemi inhibe etmis
homeostazis lizerine olumsuz etkisi olmus ve hafiza yetisinde azalmalara sebep olmustur [12].

Titanyumdioksit nanopartikiiltiniin 5, 10, 50 ve 150 mg/kg dozlarin1 14 giin boyunca her giin
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olmak tuzere farelerin abdomen bosluguna verildigi bir calismada, malondialdehit (MDA),
hidrojenperoksit (H.0:) diizeyinde artis oldugu, lipid peroksidasyon sisteminin olumsuz
etkilendigi, katalaz (KAT), siliperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSHPx),
askorbikasit peroksidaz (APx) gibi antioksidan enzim aktivitelerinde doza ve uygulama siiresine

bagl azalma oldugu beyinde ise hasar olustugu bulunmustur [13].

Boyutlar1 25 ve 80 nm olarak hazirlanan titanyumdioksit nanopartikiillerinin 5 g/kg’lik
dozu oral yolla farelere uygulandiginda, bu nanopartikiillerin dnce sindirim sistemine, oradan
karaciger, dalak, bobrek ve akcigere tasindigl, alanin aminotranferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST), laktat dehidrogenaz (LDH) gibi biyokimyasal parametrelerin olumsuz
etkilendigi, 25 nm partikiil uygulanan 2 disi ve 80 nm partikiil uygulanan 1 disi farenin hareket
kabiliyetini kaybettigi ve bunlarin 2 giin icerisinde 6ldiigii raporlanmistir [14]. Intraartikular
enjeksiyon yolu ile sicanlara verilen 0.2, 2 ve 20 mg/kg dozlarindaki titanyumdioksit
nanopartikiillerinin bu hayvanlarda, oksidatif stres nedeniyle kalp, karaciger ve akcigerde
histopatolojik degisiklikler meydana getirdigi tespit edilmistir [15]. In vitro kosullarda karbon ve
titanyumdioksit nanopartikiillerinin 0.25, 2.5, 25 ve 50 pg/ml dozlarinda natal sican kalp kasi
lizerine uygulandig1 arastirmada ise, kalp hiicre fonksiyonlarinin olumsuz etkilendigi,
miyofibrillerdeki yapisal organizasyonun bozuldugu ve reaktif oksijen tiirlerinin arttigi rapor
edilmistir [16]. Sprague-Dawley sicanlardan izole edilen beyin kiiltiirii lizerine 20-60 nm
boyutlarindaki SiO2, TiO2, HAP ve Fe304 nanopartikiillerinin uygulandigi bir diger calismada ise,
TNF-qa, IL-1B ve IL-6 sekresyonunun 6nemli bicimde arttifi ve nanopartikiillerin tamaminin
sitotoksik etki gosterdigi gozlenmistir [17]. Sicanlara 0.5, 5 ve 50 mg/kg dozlarinda intratrakeal
damlatma yoluyla uygulandigi 5, 21 ve 50 nm boyutlarindaki titanyumdioksit nanopartikiliiniin,
akciger dokusunda histopatoloji meydana getirdigi ve kan biyokimyasal parametrelerini olumsuz
etkiledigi tespit edilmistir [18]. Titanyumdioksit nanopartikiillerinin 3 nm boyutlarinda
sentezlendikten sonra 0.4, 4 ve 40 mg/kg dozlarinda hazirlanarak farelere intratrakeal damlatma
yoluyla uyguladig1 baska bir calismada, bu nanopartikiillerin akciger dokusunda biriktigi ve
akciger dokularinda patolojik lezyonlar olustugu goézlenmistir [19]. Titanyumdioksit
nanopartikiilii ile kaplanmis oral implant yiizeyin etkilerinin arastirildigi diger bir ¢alismada bu
nanopartikiiliin disi albino sicanlarin (Rattus rattus) siyatik siniri aksiyon potansiyeli genligini
azalttigl fakat bu azalmanin istatistiksel bakimdan 6nemli olmadig1 tespit edilmistir [20, 21].
Fareler iizerine 1 ve 10 mg/m3 dozlarinda titanyumdioksit nanopartikiiliiniin inhalasyon yoluyla
uygulandigl bir arastirmada, inflamatuvar cevaba bagh akciger dokusunda histolojik ve yapisal
farkliliklar bulunmustur [22]. Sicanlara titanyumdioksit nanopartikiiliiniin 2 ve 7 mg/m3
dozlarinin yine inhalasyon yoluyla uygulandigi diger bir calismada ise, akciger dokusunda

oksidatif hasara bagl sitotoksisite gelistigi tespit edilmistir [23].
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Literatiir verileri 15181nda, nanopartikiillerin beyinde oksidatif hasar meydana getirdigi
[8, 9, 24 - 27], norotransmitter sistemi etkileyerek beyinde histopatolojik tahribat olusturdugu
[12,13,17,28,29], kalp, akciger, karaciger, dalak gibi organlarda oksidatif strese neden olarak
doku harabiyetine yol actigt [14-17] bircok arastirmact tarafindan gosterilmistir.
Nanopartikiillerin periferik sinirler lizerine etkilerini arastiran bir ¢alismada ise, sinir aksiyon

potansiyeli parametrelerinden iletim hizi ve genlik 6l¢lilmiis ve etkileri tespit edilmistir [20].

Diger bir calismada, 50 nm titanyumdioksit nanopartikiilleri yeni dogmus Wistar
sicanlarin beyinlerinden izole edilen astrositlere uygulanmis, bu nanopartikiillerin yiiksek
oksidant o0zellik gostererek, astrositlerde oksidatif strese ve bununla baglantili olarak
mitokondriyal hasara sebep oldugu bulunmustur [29].

Titanyumdioksit nanopartikiillerinin tli¢ haftalik erkek Sprague-Dawley sicanlara 90 giin
boyunca 50 mg/kg dozunda giinde 1mL’lik hacimde oral gavaj ile uygulandigi bir ¢alismada, 5
haftanin sonunda nanopartikiil uygulanan siganlarda kontrol gurubuna gore kilo kayiplarinin
yani sira, bu nanopartikiillere maruz kalan sicanlarin aminoasit metabolik yolaklarinin degistigi,
antioksidan enzim aktivitesinde azalma meydana geldigi ve oksidatif strese bagli doku hasari
olustugu bulunmustur [30].

Erkek Isvicre albino farelerin periton igine 21 nm boyutundaki titanyumdioksit
nanopartikiiliiniin 45 giinliik enjeksiyonu ile kurgulanan bir calismada, farelerin karaciger
fonksiyon enzimlerinde ve oksidatif stres enzimlerinin olumsuz etkilendigi, ayn1 zamanda
kromozomal anormalliklerin de meydana geldigi tespit edilmistir [31].

Sprague Dawley sicanlar flizerine titanyumdioksit nanopartikiillerinin etkilerinin
arastirlldigr diger bir ¢alismada, nanopartikiil uygulanan grupta kontrol gruplarina gore lipit
peroksidayon (LPO) ve karaciger enzimlerinin buyiik dlciide arttigi, testesteron ve antioksidan
enzim seviyelerinde onemli o6l¢ciide azalmalarin meydana geldigi, histopatolojik olarak da
nanopartikiil uygulanan sicanlarda damar tikanmasi ve hepatik siniizoidlerin genislemesi

olustugu bulunmustur [32].

2.2. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Sistemi

Serbest radikaller dis yoriingelerinde eslenmemis elektron tasiyan atom ya da
molekiillerdir. Bu elektronun eslenme egilimi, serbest radikalleri ¢ok fazla reaktif hale getirir ve
diger molekiillerle hizli bir sekilde tepkimeye girmesine neden olur [33]. Bu reaktif tiirlere
stuperoksit (0z7), hidroksil (OH™), tiyil (RS), nitrik oksit (NO) ve triklorometil gibi ornekler
verilebilir. Serbest radikaller organizmalarda gerek i¢ gerekse dis kaynakli olarak meydana
gelebilirler. Oksijenli solunum, oksidan enzimler, fagositik hiicreler, otooksidasyon tepkimeleri
ve yaslanma i¢ kaynaklara, ksenobiyotikler, ilaglar, alkol, sigara, uyusturucu maddeler ise dis

kaynaklara ornek olarak verilebilir [34]. Pestisitlerin normal standartlardan ¢ok daha fazla

5



Mesut Yardimecl, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

kullanilmasi da bu reaktif tiirlerinin diizeyini arttirmaktadir [35]. Serbest radikaller nitikleik
asitler, lipitler, proteinler gibi biyomolekiillerde oksidatif hasara neden olarak cesitli diizeylerde

canlilara zarar vermektedir.

Patolojik bozukluklar Ksenobivotikler
Metabolik islemler Serbest Radikaller

N,

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

/ o Ot
Miikleik asitlerin = Hi04 Amino asitlerin
oksidasyonu oksidasyonu

Lipid Peroksitler

Konjuge dienler Alkanlar Aldehit {irtinleri
MDA n-aldehitler o - dovmamig
aldehitler

Sekil 2.1. Serbest radikal kaynakl hasar ve olusan triinler [36]

Proteinlerin yapisina zarar vermeleri, enzimleri inaktive etmeleri, DNA’da hasara neden
olmalari, oksijenli solunumu bozmalari, hiicre ytlizeyindeki reseptorlerde degisikliklere yol
acmalari, dokularda fagositozu arttirmalari, serbest radikallerin zararh etkileri arasinda
sayilabilirr. Bunlarin yani sira H;0;'de, bir radikal olmamakla beraber, benzer toksik etkilere
neden olmaktadir [37].

Serbest radikal olusumunu azaltma yoluyla oksidatif stresi baski altina alan maddeler ise
antioksidan olarak tanimlanirlar [38]. Antioksidan savunma sistemi siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimler ve selenyum ( Se), glutatyon (GSH),
vitamin A, C, ve E gibi enzim olmayan antioksidanlari kapsamaktadir. Antioksidan olarak
tanimlanan bu savunma sistemi icerdigi antioksidanlarla serbest radikalleri ve reaktif oksijen

tlirlerini detoksifiye eder [39].
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Kullamilan Cihazlar
BIOPAC MP100 A kayit sistemi
Transmisyon elektron mikroskobu
Analitik terazi
Distile su cihaz (Millipore)
Etiv
Homojenizator
Manyetik karistirici
Otomatik pipet
Ph metre
Santrifiij
Ultramikrotom
UV spektrofotometre
Vorteks

3.2. Deney Hayvanlari
Calismada Mersin Universitesi (MEU) Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuvari’'ndan saglanan Wistar Albino sicanlar kullanilmistir. Siganlarin bakimlarn ile doz
enjeksiyon calismalari, MEU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Aragtirma Laboratuvarr’nda
ylriitiilmiistiir. Bu calismada kullanilan deney hayvanlar icin, Mersin Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun (HADYEK) 16.12.2020 tarih ve 52602694-622.03 sayili karari ile
etik kurul izni alinmistir. Sicanlara yapilan tiim islemlerde National Institutes of Health (NIH)
tarafindan hazirlanan laboratuvar hayvanlarinin bakim ve kullanim rehberinde belirtilen
kriterler uygulanmistir. Sicanlar, adaptasyon ve deney stiresince standart deney kosullarinda (%
40-60 nem, 20+1°C sicaklik, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik) tutulmuslardir. Tim ¢alisma
gruplarinda 2-3 aylik sicanlar (250-300 g) kullanilmistir. Sicanlar deneyler siiresince 25x35 cm.
ebatlarinda ustten celik 1zgara ile kapatilmis plastik kafeslerde dérderli gruplar olacak sekilde
tutulmus, standart sigan yemi (ad libitum) ve cesme suyu ile beslenmis, hergiin kafesleri

temizlenerek yem ve sulari1 degistirilmistir.
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3.3. Deney Gruplarimin Hazirlanmasi

Deney hayvanlar rastgele olacak sekilde 3 gruba ayrilmistir; 1. Grup; kontrol, 2. grup;
diisiik doz grubu, 3. grup; yliksek doz grubu. Titanyumdioksit nanopartikiilleri %0.5'lik
hidroksipropil metil seliilloz (HPMC-hydroxypropyl methyl cellulose) icerisinde diliie edilerek 5
ve 50 mg/kg dozlarinda hazirlanmistir (14, 16). 6-25 nm boyutlarindaki titanyumdioksit
nanopartikiillerinin diisiik dozu 5 mg/kg ve yliksek dozu 50 mg/kg olmak iizere 2 farkli dozu 21
glin boyunca 48 saatte bir olmak lizere siganlara intraperitonal olarak verilmistir. Kontrol
grubundaki siganlara ise intraperitonal olarak, 21 giin boyunca 48 saatte bir olmak {izere serum
fizyolojik verilmistir. Son uygulamadan 24 saat sonra in vivo kosullarda, elektrofizyolojik
yontemler kullanilarak EKG kayitlar1 alinmistir. Siganlar 75 mg/kg ketamin ve 15 mg/kg ksilazin
ile anestezi altina alinmis daha sonra sakrifiye edilerek, kalp dokusu izole edilmistir.
Titanyumdioksit nanopartikiillerinin doza bagh olarak, elektrofizyolojik etkilerinin yani sira
histopatolojik ve biyokimyasal etkileri de arastirilarak, kalp dokusunda meydana gelen oksidatif
hasar da incelenmistir.

3.4. Deney hayvanlarina uygulanan enjeksiyonlar

Tablo 3.1. Deney hayvanlarina uygulanan enjeksiyonlar

Ad1 Dozu Hacmi | Verilis Yolu Verilis | Etki
Siklig1 | Siiresi

6-25 nm TiO; diisik doz (5|1mg/ml | 1mL | Intraperitonal | 1x1 21 giin

mg/kg) _

6-25 nm TiO; yiiksek doz (50 | 10 mg/ml | 1 mL Intraperitonal | 1x1 21 giin

mg/kg) _

Serum fizyolojik  (Kontrol | %0.9 NaCl | 1 mL Intraperitonal | 1x1 21 giin

grubu)

Ketamin (Anestezik ajan) 75mg/kg | 0,9 mL | Intramuskiiler | Tek doz

Ksilazin (Anestezik ajan) 15 mg/kg | 0,1 mL | Intramuskiiler | Tek doz

3.5. TiO2 nanopartikiillerin hazirlanmasi ve sicanlara uygulanmasi

Titanyumdioksit nanopartikiilleri Mersin Universitesi ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve
Uygulama Merkezi’'nde (MEITAM) hazirlanmistir. Titanyumdioksit nanopartikiillerinin sentezi
daha once literatiirde yer alan “Titanyumdioksit Nanopartikiillerinin iki Fazli Yontemle Termal
Sentezi” yontemine dayanilarak yapilmistir (40, 41). Tipik bir nanopartikiil sentezinde teflon
kapl paslanmaz celikten bir otoklav igerisinde tert-biitilamin ve su karistirilir. Bagka bir kapta
titanyum (IV) propoksit ile stearik asidin toluendeki karisimi hazirlanir ve yine otoklav icerisine
ilave edilir. Otoklav kapatilarak karisim 16 saat boyunca 180 °C'de isitildiktan sonra oda

sicakligina kadar sogutulur. Ylzeyi stearik asitle modifiye edilen titanyumdioksit
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nanopartikiiller, ortama asetonitril ilavesiyle ¢oktiiriiliir ve siiziilerek ortamdan alinir. Boylece
titanyumdioksit nanopartikiillerin sentezi ve karakterizasyonu tamamlanmis olmaktadir. Elde
edilen 6-25 nm boyutlarindaki titanyumdioksit nanopartikiiller %0.5’lik hidroksipropil metil
seliiloz (HPMC-hydroxypropyl methyl cellulose) icerisinde diltie edilerek 5 ve 50 mg/kg
dozlarinda hazirlanmistir. Bu nanopartikiiller deney gruplarindaki siganlara intraperitoneal
enjeksiyon yoluyla verilmistir.

3.6. Elektrofizyolojik Kayitlar
3.6.1. Elektrokardiyografi (EKG) Kayitlari

Elektrokardiyografi (EKG) kayitlari, 21 gilinlin sonunda sicanlara anestezi yapilmasini
takiben, invaziv girisim gerektirmeyen EKG cihazi ile kayitlanmistir. Elektrokardiyogramlar,
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Laboratuvarinda bulunan BIOPAC MP 100 veri
toplama sistemi (Santa Barbara, USA) kullanilarak alinmistir. Sag kola negatif, sol kola pozitif ve
sag ayaga toprak gelecek sekilde (Derivasyon I) yerlestirilen ylizeyel elektrotlar ile EKG kayitlari
alinmistir. Sicanlarin EKG parametrelerinden P dalgasinin siiresi, P dalgasinin genligi, QRS
kompleksinin siiresi (Q dalgasinin baslangici ve S dalgasinin sonu arasindaki aralik), R dalgasinin
genligi, T dalgasinin siiresi, T dalgasinin genligi, QT araliginin siiresi (Q dalgasinin baslangici ve

T dalgasinin sonu arasindaki aralik) ve kalp hizindaki degisiklikler belirlenmistir.
3.7. Histopatolojik inceleme

3.7.1. Elektron Mikroskobik Doku Takibi

Elektron mikroskobik incelemeler i¢in alinan 1mm3 biytkligiindeki kalp dokular:
%2,5’lik gluteraldehit ¢ozeltisinde 4-6 saat tespit edilmistir. Dokular daha sonra fosfath tuz

tamponu (PBS) ile yikanmis ve asagidaki takip protokoliine gére hazirlanmistir.

1. %1’lik osmium tetraoksit 1 saat

2. PBS ile yikama 3x5 dakika

3. % 50 Etil alkol 15 dakika (4 °C)
4. % 60 Etil alkol 15 dakika (4 2C)
5. % 70 Etil alkol 15 dakika (4 2C)
6. % 80 Etil alkol 15 dakika (4 2C)
7. % 96 Etil alkol 15 dakika (4 2C)
8. % 100 Etil alkol 15 dakika (4 2C)
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9. % 100 Etil alkol

10. %100 Etil alkol

11. Propilen oksit

12. Propilen oksit

13. Propilen oksit + Epoksi rezin
14. Propilen oksit + Epoksi rezin

15. Epoksi rezin

15 dakika (4 C)
15 dakika (25 °C)
15 dakika (25 °C)
15 dakika (25 °C)
30 dakika (25 2C)
30 dakika (25 2C)

16-24 saat (25 2C)

Bu islemlerden sonra dokular epoksi rezin i¢ine (Electron Microscopy Sciences® katalog

n0:13940) gomiilmiis ve 60 2C'lik etiivde 18 saat siireyle polimerize edilmistir. Elde edilen

bloklardan ultramikrotom (Leica® Ultracut UCT125, Leica Avusturya-Viyana) ile 70 nm

kalinliginda kesitler, 300 gézenekli bakir gridlere alinmistir. Alinan ince kesitler uranil asetat ve

kursun sitrat ile kontrastlanmistir. Kontrastlama islemi i¢in;

1. Uranil asetat 5 dakika

2. Distile su ile yikama

3. Kursun sitrat 5 dakika

4. Distile su ile yikama

Kontrastlanan kesitler transmisyon elektron mikroskobu (JEM-1011; JEOL Ltd, Tokyo, Japan) ile

incelenmis ve mikroskoba eklenmis dijital kamera (Megaview III, Olympus GmbH, Germany) ile

fotograflanmistir.

3.8. Biyokimyasal inceleme

3.8.1. Lipid peroksidasyon 6l¢iimii

Lipid peroksidasyon iirlinii olan malondialdehid (MDA) ile tiyobarbittiriik arasindaki reaksiyon

sirasinda olusan pembe rengin spektrofotometrik olarak ol¢iilmesi prensibine dayanmaktadir.

Bu ¢alisma i¢cin Cayman TBARS deney kiti kullanilacaktir.

3.8.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi

Ksantin oksidaz ve hipoksantin tarafindan tretilen sliperoksit radikalinin tayini prensibine

dayanir. Olusan radikaller tetrazolium tuzu ile kirmizi renkli formazon boyay1 olusturur. SOD
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aktivitesi bu reaksiyonun inhibisyonu ile 6l¢iiliir. Enzimin iirettigi %50 inhibisyon bir iinite enzim

aktivitesine denk gelir. Bu calisma icin Cayman SOD deney kiti kullanilacaktir.

3.8.3. Katalaz aktivitesi
Katalaz hidrojen peroksiti (H202) suya ve molekiiler oksijene yikar. Deney katalazin H:0:
varliginda metanol ile reaksiyon olusturmasi prensibine dayanmaktadir. Bu ¢calisma i¢in Cayman

katalaz deney kiti kullanilacaktir.

3.8.4. Asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi

Asetilkolinesteraz, asetiltiyokolinin tiyokolin ile asetata pargalanmasi reaksiyonunu katalizleyen
bir enzimdir. AChE aktivitesi, tiyokolin ile DTNB arasindaki reaksiyonun sonucunda olusan 5-
tiyo-2-nitrobenzoik asitin verdigi sar1 rengin yogunlugunun, 412 nm dalga boyunda

spektrofotometrede 6lciilmesi ile belirlenmektedir (40).

3.9. istatistiksel Analiz

Siirekli yapida elde edilen 6l¢iimlerin her grup icin normal dagilim kontrolleri Shapiro Wilk testi
ile test edilmistir. Veriler normal dagilima uygun ise, tanimlayici istatistik olarak ortalama ve
standart hata, normal dagilima sahip degil ise, medyan ve quartiller verilmistir. Gruplarin
istatistiksel karsilastirmasinda veriler normal dagilima uygun ise, One Way Anova, normal
dagilmiyorsa Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Istatistiksel analizlerde IBM SPSS 26 paket

programi kullanilmistir. Istatistik anlamhlik olarak (P<0.05) alinmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Elektrofizyolojik Bulgular

Diisiik doz ve yiliksek doz titanyumdioksit nanopartikiiliiniin, sican elektrokardiyografisi
parametrelerinden P dalgasinin siiresi ve P dalgasinin genligi tizerine etkileri incelendigi zaman,
kontrol gruplarina gore istatistiksel bakimdan anlamli bir fark gézlenmemistir (P>0.05). Benzer
sekilde diisiik doz ve yiiksek doz titanyumdioksit nanopartikiiliiniin QRS kompleksinin siiresi ve
T dalgasinin genligi lizerine etkileri incelendigi zaman, kontrol gruplarina gore istatistiksel
bakimdan anlaml bir fark gézlenmemistir (P>0.05) (Tablo 4.1). Disiik doz titanyumdioksit
nanopartikiilii R dalgasinin genligini kontrol grubuna anlamli olmayacak sekilde arttirmis,
yliksek doz titanyumdioksit nanopartikiilii ise, yine anlamli olmayacak sekilde azaltmistir
(P>0.05). Diisiik doz titanyumdioksit nanopartikiilii ile yliksek doz karsilastirildiginda ise, yliksek
dozun R dalgasinin genligini diisiik doza gore istatistiksel olarak 6nemli bicimde azalttig1 tespit
edilmistir (P<0.05) (Tablo 4.1). Diisiik doz titanyumdioksit nanopartikiilii R dalgasinin genligini,
kontrol grubuna gore arttirmakla beraber bu artis anlaml degildir (P>0.05). Diisiik doz
titanyumdioksit nanopartikiiliiniin T dalgasinin stiresi tizerine etkileri incelendigi zaman, kontrol
grubuna gore istatistiksel bakimdan anlamlh bir fark goriilmemistir (P>0.05). Yiiksek doz
titanyumdioksit nanopartikiilii ise, T dalgasinin siiresini hem kontrol grubuna gére hem de diisiik
doz grubuna gore anlamhi bigcimde arttrmistir (P<0.05). Disiik doz ve yiiksek doz
titanyumdioksit nanopartikiilii Q-T araliginin siiresini kontrol grubuna gore anlamli bicimde
arttirmistir (P<0.05). Yiiksek doz titanyumdioksit nanopartikiiliiniin kalp hiz1 tizerine etkileri
incelendigi zaman, hem kontrol grubu hem de diisiik doz grubuna gore istatistiksel bakimdan
anlamli bir fark gorilmemistir (P>0.05). Bununla beraber diisiik doz titanyumdioksit

nanopartikiilii kalp hizini kontrol grubuna goére 6nemli bicimde azaltmistir (P<0.05) (Tablo 4.1).

12
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Tablo 4.1. Titanyum dioksitin sican EKG parametreleri iizerine etkileri

Gruplar Kontrol (n=7) Diisiik doz (n=7) Yiiksek doz (n=7)
Parametreler X +s% * X +s% * X +s% *
P dalgasinin siiresi (s) 0.022+0.002 a 0.021+0.003 a 0.019+0.003 a
P dalgasinin genligi (mV) 0.026+0.002 a 0.023+0.002 a 0.022+0.003 a
QRS kompleksinin siiresi (s) 0.024+0.002 a 0.028+0.001 a 0.026+0.002 a
R dalgasinin genligi (mV) 0.381+0.031 ab 0.449+0.033 a 0.262+0.073 b
T dalgasinin siiresi (ms) 0.026+0.002 a 0.027+0.002 a 0.041+0.004 b
T dalgasinin genligi (mV) 0.036+0.005 a 0.037+0.005 a 0.052+0.007 a
Q-T araliginin siiresi (ms) 0.023+0.001 a 0.028+0.001 b 0.031+0.002 b
Kalp hiz1 (beats/min) 228.11+10.08 a 185.7545.43 b 208.87+8.55 ab

X # sx: Aritmetik ortalama * standart hata
*; ave b gruplar arasi ayrimi belirtmek icin kullanilmistir.
Farkl harfler ile gosterilen veriler arasinda p<0.05 diizeyinde farklilik bulunmaktadir.

Daha oOnce yapilan ¢alismalarda, 20-60 nm boyutlarindaki titanyumdioksit,
silisyumdioksit, demiroksit ve hidroksilapatit nanopartikiillerinin Sprague-Dawley sicanlardan
izole edilen beyin kiiltiirii iizerine uygulandigi calismada, TNF-q, IL-1f3 ve IL-6 salgisinin 6nemli
bicimde arttig1, ayn1 zamanda bu nanopartikillerin beyin hiicreleri iizerine sitotoksik etki yaptig
rapor edilmistir [17]. Titanyumdioksit nanopartikiiliiniin burundan damlatma yoluyla si¢anlara
verildigi diger bir calismada, sigan beyninde olfaktér ve hipokampal sinirlerin morfolojisinin

degistigi ve oksidatif hasar meydana geldigi tespit edilmistir [8, 9].

Diger bir calismada, 50 nm titanyumdioksit nanopartikiilleri yeni dogmus Wistar
sicanlarin beyinlerinden izole edilen astrositlere uygulanmis, bu nanopartikiillerin yiiksek
oksidant o0zellik gostererek, astrositlerde oksidatif strese ve bununla baglantili olarak

mitokondriyal hasara sebep oldugu bulunmustur [29].
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EKG olctimlerinde, T dalgasi kalbin ventrikiiliiniin repolarizasyonunu gosterir [42, 43].
Yapilan elektrokardiyografik olglimlere gore, titanyumdioksit nanopartikiiliiniin yiliksek
dozunun, T dalgasinin siiresini hem kontrol grubuna gére hem de diistik doz grubuna gore
anlamli bicimde arttirmasi, kalpte koroner tikanikliga isaret etmektedir [42, 43]. Bunun yani sira
T dalgas1 degisiklikleri gerek hiperkalemi gerekse miyokardiyal iskemi ile de
iliskilendirilebilmektedir. Ayrica, titanyumdioksit nanopartikiilinin her iki dozunun T
dalgasinin stiresini uzatmakla birlikte, sadece yiiksek dozdaki etkinin anlamli oldugu
gozlemlenmistir (p<0.05). Bunlara ek olarak titanyumdioksit nanopartikiiliiniin her iki dozunun
da kontrol grubuna gore, Q-T dalgasinin siiresini uzatmasi Q-T uzamasi sendromu ile de
iliskilendirilir [44]. Aym1 zamanda, titanyumdioksit nanopartikiiliiniin disiik dozunun kontrol
grubuna gore, kalp hizin1 anlamh bir sekilde azaltmasi kalbin pompalama giiciiniin azaldigina

isaret eder [42, 43].

EKG ol¢iimlerinde, R dalgas: ise kalbin ventrikiiliiniin depolarizasyonunu gosterir.
Bulgularimizda yiiksek doz titanyumdioksit nanopartikiliintin R dalgasinin genligini diistik doza
gore istatistiksel olarak oOnemli bicimde azalttifi tespit edilmistir. Titanyumdioksit
nanopartikiiliiniin uygulamasi sonucunda kalp hizinin azalmasi, R dalgasinin genliginin azalmasi,
T dalgasinin ve Q-T dalgasinin siirelerinin uzamasi, bu nanopartikiltin kalp iizerine toksik bir

etkiye sahip olduguna isaret etmektedir [42].

Elektrofizyolojik olarak elde ettigimiz bitiin bu bulgular titanyumdioksit
nanopartikiiliiniin memeli kalbinin ritmik karakteristiklerini degistirdigini gostermektedir [43].
Bu nedenlerden dolay1 titanyumdioksit nanopartikiilii, endiistride dikkatli bicimde

kullanilmalidir.

4.2. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait kalp dokular1 incelendigi zaman kalp kasi hiicrelerindeki
miyofibrillerin diizenlenisinin ve kalinliklarinin normal yapida oldugu, miyofibrillerdeki aktin ve
miyozin miyofilamentlerinin normal dizilim gosterdigi ve miyofibrillerdeki bantlasmanin da (A
bandi, I bandi, Z ¢izgisi) normal oldugu gézlemlenmistir. Miyofibrillerin arasinda yerlesim
gosteren mitokondriyonlarin ve sarkoplazmik retikulumlarin normal yapida oldugu izlenmistir.
Ayrica kalp kasi hiicreleri arasinda bulunan diskus interkalarisler de normal yapida oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Kontrol grubunda kalp kas1 hiicresinin ultrastriiktiirel goriintiisii. (A) Normal
yapida kalp kasi hiicresi. (B, C) Normal yapida miyofibriller (asteriskler), mitokondriyonlar (ok
baslari), sarkoplazmik retikulumlar (kalin oklar). (D) Normal yapida diskus interkalaris (ince

oklar). (Biiytitme: A; X10000, B; X20000 C ve D; X25000 uranil asetat-kursun sitrat).

Titanyumdioksit nanopartikiliiniin diisiik doz grubunda, normal yapidaki miyofibrillerin
arasinda yer yer incelmis ve dejenere olmus miyofibriller goriilmiistiir. Baz1 alanlarda
mitokondriyonlarin membran ve krista yapilarinin bozuldugu, sarkoplazmik retikulum
sisternalarinda genislemelerin oldugu saptanmistir. Diskus interkalarislerde ise bazi bolgelerde
hiicreler arasi baglanti komplekslerinin birbirinden uzaklastig1 ve hiicreler arasi mesafelerin

genisledigi gozlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Diisiik doz grubunda kalp kasi hiicresinin ultrastriiktiirel goriintiisii. (A) Kalp
kas1 hiicresi miyofibrillerinde incelme ve dejenerasyon (oklar). (B, C) incelmis miyofibriller
(asteriskler), dejenere olmus mitokondriyonlar (ok baslari), genislemis sarkoplazmik retikulum
sisternalari (kalin oklar). (D) Diskus interkalarisde hiicreler arasi baglanti kompleksleri arasinda
genislemeler (ince oklar). (Biiylitme: A; X10000, B; X20000 C ve D; X25000 uranil asetat-kursun

sitrat).

Titanyumdioksit nanopartikiiliiniin yliksek doz grubunda ise, diisiik doz grubuna benzer
sekilde kalp kasi hiicrelerinde bazi alanlarda dejeneratif bulgularin oldugu gériilmiistiir. Dejenere
bolgelerde miyofibrillerde incelme ve organizasyon bozuklugu, mitokondriyonlarda
vakuolizasyon, krista ve membran yapilarinda bozulma, sarkoplazmik retikulum sisternalarinda
belirgin genislemeler oldugu gézlenmistir. Bu grupta diisiik doz grubuna benzer olarak diskus
interkalarislerde yer yer bazi alanlarda hiicreler arasi mesafelerin genisledigi saptanmistir (Sekil

4.3).
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Sekil 4.3. Yiiksek doz grubunda kalp kasi hiicresinin ultrastriiktiirel goriintiisi. (A) Kalp
kas1 hiicresi miyofibrillerinde yer yer incelme ve dejenerasyon (oklar). (B, C) Miyofibrillerde
incelme (asteriskler), mitokondriyonlarda vakuolizasyon ve krista yapilarinda bozulma (ok
baslari), sarkoplazmik retikulum sisternalarinda genisleme (kalin oklar). (D) Diskus
interkalarisde hiicreler arasi baglanti kompleksleri arasinda genisleme (ince ok). (Biiylitme: A;

X10000, B; X20000 C ve D; X25000 uranil asetat-kursun sitrat).

Daha 6nceki ¢alismalarda, karbon ve titanyumdioksit nanopartikiillerinin 0.25, 2.5, 25 ve
50 pg/ml dozlarinda natal sicanlardan izole edilen kalp kasi iizerine uygulandig1 bir ¢alismada,
kalp hiicre fonksiyonlarinin degistigi, reaktif oksijen tiirlerinin arttifn ve kalp kasi
miyofibrillerindeki yapisal organizasyonun tamamen bozuldugu tespit edilmistir [16].

Sicanlarin eklem icine 0.2, 2 ve 20 mg/kg dozlarinda titanyumdioksit nanopartikiillerinin
enjekte edildigi bir ¢calismada, oksidatif strese bagh kalp, akciger ve karaciger dokularinda
histopatolojik degisiklikler meydana geldigi rapor edilmistir [15]. Sicanlara intratrakeal olarak
5,21 ve 50 nm boyutlarindaki titanyumdioksit nanopartikiillerinin 0.5, 5 ve 50 mg/kg dozlarinda
uygulandigl diger bir arastirmada ise, akciger dokusunda histopatoloji gelistigi ve kan
biyokimyasal parametrelerinin olumsuz etkilendigi bulunmustur [18]. Farelere 1 ve 10 mg/m3
dozlarinda titanyumdioksit nanopartikiiliiniin inhalasyon yoluyla verildigi c¢alismada,
inflamatuvar cevaba bagh olarak akciger dokusunda histopatolojik ve ultrasiitriiktiirel
degisiklikler meydana geldigi gozlenmistir [22]. Yine farelere 3 nm boyutlarindaki

titanyumdioksit nanopartikiiliiniin intratrakeal damlatma yoluyla 0.4, 4 ve 40 mg/kg dozlarinda
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uyguladig1 diger bir calismada ise, bu nanopartikiillerin akciger dokusunda biriktigi ve patolojik

lezyonlar olustugu tespit edilmistir [19].

Histopatolojik ¢alismalarda, kontrol grubunda kalp dokulari incelendigi zaman kalp kasi
hiicrelerindeki miyofibrillerin diizenlenisinin ve kalinliklarinin normal yapida oldugu,
miyofibrillerdeki aktin ve miyozin miyofilamentlerinin normal dizilim gosterdigi ve
miyofibrillerdeki bantlasmanin da normal oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.1). Bununla beraber
titanyumdioksit nanopartikiiliiniin diisik doz grubunda, normal yapidaki miyofibrillerin
arasinda yer yer incelmis ve dejenere olmus miyofibriller goriilmistiir. Baz1 alanlarda
mitokondriyonlarin membran ve krista yapilarinin bozuldugu, sarkoplazmik retikulum
sisternalarinda genislemelerin oldugu saptanmistir. Diskus interkalarislerde ise bazi bolgelerde
hiicreler arasi baglanti komplekslerinin birbirinden uzaklastig1 ve hiicreler aras1 mesafelerin

genisledigi gozlenmistir (Sekil 4.2).

Yiiksek doz grubunda ise, diisiik doz grubuna benzer sekilde kalp kasi hiicrelerinde bazi
alanlarda dejeneratif bulgularin oldugu gorilmiistiir. Dejenere bolgelerde miyofibrillerde
incelme ve organizasyon bozuklugu, mitokondriyonlarda vakuolizasyon, krista ve membran
yapilarinda bozulma, sarkoplazmik retikulum sisternalarinda belirgin genislemeler oldugu
gozlenmistir. Bu grupta diisiik doz grubuna benzer olarak diskus interkalarislerde yer yer bazi

alanlarda hiicreler aras1 mesafelerin genisledigi saptanmistir (Sekil 4.3).

Titanyumdioksit nanopartikiliiniin uygulanan her iki dozu da kontrol grubuna gore sican
kalp dokusunda histopatolojik degisiklikler meydana getirmesine ragmen, meydana gelen
dejenerasyonun yiiksek doz grubunda diisiik doz grubuna goére daha fazla goriilmesi, bu
nanopartikiiliin kalp dokusunda oksidatif strese bagli doku hasari meydana getirdigini

gostermektedir.

4.3. Biyokimyasal Bulgular

Titanyumdioksit nanopartikiiliiniin uygulanan diisiik dozunun, sican kalp dokusu
malondialdehit diizeyi iizerine etkileri incelendigi zaman, kontrol grubuna gore istatistiksel
bakimdan anlamh bir fark gézlenmemistir (P>0.05). Bununla beraber bu nanopartikiiliin
uygulanan ylksek dozunun kalp dokusu malondialdehit diizeyini kontrol grubuna gore
istatistiksel bakimdan oOnemli bicimde arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05) (Tablo 5.1).
Titanyumdioksit nanopartikiiliiniin uygulanan diisiik dozunun, sican kalp dokusu
siiperoksitdismutaz aktivitesi Uzerine etkileri incelendigi zaman, kontrol grubuna gore

istatistiksel bakimdan anlaml bir fark gériilmemistir (P>0.05) (Tablo 5.1). Bununla birlikte bu
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nanopartikiiliin uygulanan yiiksek dozunun kalp dokusu stiperoksitdismutaz aktivitesini kontrol
grubuna gore 6nemli bigimde azalttig1 g6zlenmistir (p<0,05). Titanyumdioksit nanopartikiiliiniin
uygulanan diisiik dozu ve yiiksek dozunun, sican kalp dokusu katalaz ve asetilkolinesteraz enzim
aktiviteleri tizerine etkileri arastirildig1 zaman, kontrol gruplarina gére anlaml bir fark tespit
edilmemistir (p>0,05) (Tablo 5.1). Bunlarin yani sira, uygulanan dozlar kendi aralarinda
karsilastirlldigi zaman, titanyumdioksit nanopartikiiliniin uygulanan yliksek dozunun,
sliperoksitdismutaz, katalaz, asetilkoloinesteraz ve malondialdehit iizerine etkileri géz dénilinde
bulunduruldugu zaman disiik doz gruplarina gore anlaml bir fark gézlenmemistir (p>0,05)

(Tablo 5.1).

Tablo 5.1. Titanyumdioksit nanopartikiiliiniin kalp dokusu tizerine biyokimyasal etkileri

Gruplar Kontrol Diisuik doz Yiiksek doz
(n=6) (n=6) (n=6)
Parametrele X + sk * X + s% * X + sk *
MDA 4571+0402 a |5879+0.780 ab | 7.344+0.501 b
SOD 12.500+7.170 a | 10.500 +5.830 ab | 5.500+4.170 b
CAT 13.797 +3.484 a | 20.780+5.436 a | 12.747 £0.623 a
AChE 0.094+0.014 a |0.106+0.017 a |[0.087+0.016 a

X # sx: Aritmetik ortalama + standart hata
*; a ve b gruplar arasi ayrimi belirtmek i¢cin kullanilmistir.
Farkl harfler ile gosterilen veriler arasinda p<0.05 diizeyinde farklilik bulunmaktadir.

Daha once yapilan ¢alismalarda, farelerin abdomen bosluguna 5, 10, 50 ve 150 mg/kg
dozlarindaki titanyumdioksit nanopartikiiliiniin 14 giin boyunca her giin olmak {izere
uygulandigl bir calismada, lipid peroksidasyon sisteminin olumsuz etkilendigi, malondialdehit
(MDA), hidrojenperoksit (H202) diizeyinde artis oldugu, buna karsilik stiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), askorbikasit peroksidaz (APx), glutatyon peroksidaz (GSHPx) gibi antioksidan
enzim aktivitelerinde doza bagli azalma oldugu ve beyinde histopatolojik hasar meydana geldigi
tespit edilmistir [13]. Titanyumdioksit nanopartikiiliiniin farelerin midesine 60 giin boyunca her
glin uygulandig1 5, 10 ve 50 mg/kg dozlarinin kullanildig diger bir ¢alismada, bu nanopartikiiliin
enzim ve norotransmitter sistemi inhibe ettigi homeostazis iizerine olumsuz etkisi oldugu ve

hafizada azalmalara sebep oldugu bulunmustur [12].
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Boyutlari1 25 ve 80 nm olarak hazirlanan titanyumdioksit nanopartikiillerinin 5 g/kg’'lik
dozu oral yolla farelere uygulandiginda, bu nanopartikiillerin énce sindirim sistemine, oradan
karaciger, dalak, bobrek ve akcigere tasindigi, alanin aminotranferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST), laktat dehidrogenaz (LDH) gibi biyokimyasal parametrelerin olumsuz
etkilendigi, 25 nm partikiil uygulanan 2 disi ve 80 nm partikiil uygulanan 1 disi farenin hareket
kabiliyetini kaybettigi ve bunlarin 2 giin icerisinde 6ld{igii raporlanmistir [14]. Titanyumdioksit
nanopartikiillerinin ti¢ haftalik erkek Sprague-Dawley sicanlara 90 giin boyunca 50 mg/kg
dozunda giinde 1mL’lik hacimde oral gavaj ile uygulandig1 bir calismada, 5 haftanin sonunda
nanopartikill uygulanan sicanlarda kontrol gurubuna gore kilo kayiplarinin yam sira, bu
nanopartikiillere maruz kalan sicanlarin aminoasit metabolik yolaklarinin degistigi, antioksidan
enzim aktivitesinde azalma meydana geldigi ve oksidatif strese baghh doku hasar1 olustugu

bulunmustur [30].

Erkek Isvicre albino farelerin periton igine 21 nm boyutundaki titanyumdioksit
nanopartikiiliiniin 45 giinliik enjeksiyonu ile kurgulanan bir calismada, farelerin karaciger
fonksiyon enzimlerinde ve oksidatif stres enzimlerinin olumsuz etkilendigi, ayn1 zamanda

kromozomal anormalliklerin de meydana geldigi tespit edilmistir [31].

Sprague Dawley sicanlar iizerine titanyumdioksit nanopartikiillerinin etkilerinin
arastirildigr diger bir calismada, nanopartikiil uygulanan grupta kontrol gruplarina gore lipit
peroksidayon (LPO) ve karaciger enzimlerinin bliyiik dlciide arttig, testesteron ve antioksidan
enzim seviyelerinde onemli 6lciide azalmalarin meydana geldigi, histopatolojik olarak da
nanopartikiil uygulanan siganlarda damar tikanmasi ve hepatik siniizoidlerin genislemesi

olustugu bulunmustur [32].

Calismamizda, titanyumdioksit nanopartikiilleri sigan kalp kasi malondialdehit diizeyini
anlamli bicimde arttirmis, siiperoksitdismutaz diizeyini ise anlaml bicimde azaltmistir. Bu
biyokimyasal parametrelerin degismesi, meydana gelen serbest radikallere antioksidan sistemin
yeterli savunmayi gosteremediginin kaniti olarak kabul edilebilir. Ortamdaki serbest radikallerin,
lipit molekiillerine verdigi zararin en 6nemli gostergesi malondialdehit diizeyidir. Bulgularimizda
malondialdehit miktarinin artmasi, titanyumdioksit nanopartikiillerinin kalp dokusunda
oksidatif strese bagli hasara yol actifina isaret etmektedir. Oksidatif stres, serbest radikal ortaya
cikararak, antioksidan aktivitedeki dengeyi bozmak suretiyle gerek hiicrelerde gerekse

dokularda hasara sebep olmaktadir [45, 46].

Bulgularimizda c¢alisilan biyokimyasal parametrelerin tamaminin etkilenmesi fakat

ozellikle malondialdehit ve stliperoksitdismutaz diizeylerinin anlamli bigimde etkilenmesi,
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nanopartikiillerin sican kalp dokusunda serbest radikallerde artisa sebep olarak, oksidatif strese

baglh kalp dokusunda hasara sebep verdigini agiga ¢ikarmaktadir.
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5.SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizda dis hekimligi, tip, biyomedikal, askeriye, otomotiv sanayi, elektronik, gida

endiisrisi, boya sanayi, kozmetik ve tekstil gibi bircok alanda yaygin olarak kullanilan

titanyumdioksit nanopartikiillerinin, sican Kkalbi T{lzerine olan etkileri elektrofizyolojik,

biyokimyasal ve histopatolojik yontemler kullanilarak multidisipliner bir yaklasimla

incelenmistir.

Calismamiz sonucunda:

1.
2.

Titanyumdioksit nanopartikiilleri EKG parametrelerini etkilemistir.

Bu nanopartikiil kalpte R dalgasinin genligini diisiirmiis, kalp hizin1 diisiirmiis, T
dalgasinin siiresini ve Q-T dalgasinin siliresini uzatmistir.

Bu nanopartikiil kalp dokusunda histopatolojik degisiklikler meydana getirmistir.

Bu nanopartikil kalp kasi dokusu miyofibrillerinde incelme ve organizasyon
bozuklugu, mitokondriyonlarda vakuolizasyon, krista ve membran yapilarinda
bozulma, sarkoplazmik retikulum sisternalarinda belirgin genislemeler ve diskus
interkalarislerde hiicreler aras1 mesafelerin genislemesine sebep olarak dejeneratif
doku hasar1 meydana getirmistir.

Bu nanopartikiil kalp kasi malondialdehit ve siiperoksitdismutaz parametrelerini
degistirerek kalp kasi hiicrelerinde oksidatif strese bagl hasara sebep olmustur.
Kullanilan nanopartikiiliin boyutu, ¢alisanlarin bu nanopartikiile maruz kalma siiresi
(doz) ve calisma alanina bagh olarak maruz kalma yolu toksik etkileri
etkileyebilmektedir.

Nanoteknoloji yaygin olarak kullanilmaktadir ve nanopartikiillerin kullanim alanlari
giin gectikce artmaktadir. Ulkemizde ve Diinya dlceginde cevre ve insan saghgina en
az zarar veren nanopartikiillerin kullanilmasi énemlidir. Biyolojik membranlardan
kolaylikla gecebilen nanopartikiillere karsi is saghigi giivenligi kapsaminda dnlem
alinmas1 zorunlu hale gelmistir. Bu c¢alisma, nanoteknolojik triinlerin gerek
tiretilmeleri gerekse kullanilmalar1 asamalarinda ¢evre ve insan sagliginin korunmasi

icin katki yapacaktir.
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