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TiITANYUM DIOKSIT NANOPARTIKULLERININ SICAN T ve B
LENFOSITLERI UZERINE OLAN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Senem SUNAR
0z

Nanopartikiiller son yillarda biiyiik 6nem kazanmis ve giindelik hayatimizda
kullandigimiz birgok iiriiniin iceriginde yer almaktadir. Nano boyutlardaki titanyum
dioksit (TiO2) partikiilleri, gida, kozmetik ve ilag endiistrisinin {iriinlerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. immiin sistem yabanci etkilere karsi canlinin korunmasindan
sorumludur. Lenfositler immiin sistemin 6nemli elemanlarindandir. Bu calismada,
TiO2 in immiin sistem tizerine etkisi ve etki siiresinin incelenmesi amag¢lanmistir. Bu
amagla ergin erkek siganlara 25 nm boyutundaki TiO2 in 250 mg/kg’lik siispanse
dozu 30 giin boyunca, giinasir1 olarak TiO> gavaj ile oral olarak verilmistir. 30 giin
sonunda bir grup sican disekte edilerek, T ve B lenfositler iizerine etkisi kemik
iliginde CD3, CD4, CD8, CD20 CD45 miktarlar1 olciilerek tespit edilmistir. Ayrica
I6kosit (WBC), eritrosit (RBC), hemoglobin (HGB), hemotokrit (HTC) trombosit
(PLT), lenfosit sayist (LEN) ve lenfosit yiizdesi (LEN %) ol¢iilmiistiir. TiO2” in etki
stiresini 6lgmek i¢in 30 giinliik uygulama sonras1 kalan siganlara herhangi bir islem
yapilmamis bir grup uygulama bitimini takip eden 15. glinde ve bir grup 30. glinde
disekte edilerek ayni analizler tekrarlanmistir. Bulgular kontrol degerleri ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak 30 giinliik uygulama sonrast B
hiicre markerlar1 olan CD45 ve CD20 miktarlarinda anlaml bir artig gortiliirken, T
hiicre marker1 olan CD4 miktarinda artis ve CD8 miktarinda ise azalis gbzlenmistir.
Degisimler uygulama sonras1 30 giinliik bekleme siiresinde diizelerek kontrol
degerleri ile ayn1 olmustur. 30 giinlilk uygulama sonras: periferik kan degerlerinde
belirgin bir farklilik gézlenmezken, uygulamadan sonraki 15 ginlik bekleme stresi
sonrast WBC, RBC, HCT, LEN ve LEN % artislar olmustur. 30 giinliik bekleme
stiresi sonrasinda ise WBC, RBC, HGB, HCT, PLT ve LEN sayilar1 belirgin sekilde

azalmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiller, toksikoloji, titanyum dioksit, immdn sistem,
lenfosit.
Damsman: Dog. Dr. Birgiil MAZMANCI, Biyoloji Boliimu, Mersin Universitesi
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THE EFFECTS OF TITANIUM DIOXiDE NANOPARTICLES
ON RAT T AND B CELLS

Senem SUNAR
ABSTRACT

Nanoparticles have gained importance in recent years and are currently
essential constituents in a multitude of convenience products. Nanosized titanium
dioxide (TiOz) particles are widely used in products of the food, cosmetic,
pharmaceutical industry. The immune system the safeguards to internal and external
environment. Lymphocytes are the major components of the immune system. In this
study it is aimed to investigate effects and continuance in time of TiO2 on immune
system. For this purpose 25 nm and 250mg/kg TiO2 suspansion is given to mature
rats via intra gastric gavage instillation as every other day for 30 days. A group of
rats are dissected at 1st day after 30 days administration and CD45, CD3, CD4, CD8
and CD20 markers were analyzed to determination effect of TiO> on T and B cells.
Additionaly leucocyte (WBC), erythrocyte (RBC), hemaglobin (HGB), hematocrit
(HCT), Platelet (PLT), lymphocyte (LYM) ve lymphocyte percentage (LYM %)
amounts are also analyzed. After 30 days administration, it wasn’t affect any
treatment and one group of rats were dissected at 15th day and the other group were
dissected at 30th day and done same analysis for evaluate TiO, effects in time
manner. Findings are compared with control group results. It is found that CD45 and
CD20 B cell marker and CD4 T cell marker values increased and CD8 T cell marker
values decreased after 30 days administration. However it is observed recovery at
30th days of waiting period. Values were similar with the control group. For the first
dissected rats after administration there isn’t any significant difference between
peripheral blood values of two groups. It is observed increased WBC, RBC, HCT,
LYM values at 15th day of waiting period after administration but reported
significantly decreased WBC, RBC, HGB, HCT, PLT ve LYM values at 30th day of
waiting period for complete blood count analysis.

Key Words: Nanoparticles, toxicology, titanium dioxide, immune system,
lymphocytes
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Birgul MAZMANCI, Department of Biology, University

of Mersin
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1. GIRIS

Boyutlar1 0,1-100 nm arasinda degisen yapilara nanomateryaller denir.
Basta boyutlar1 olmak {iizere sahip olduklar1 birtakim fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinden dolayr biiyiik avantajlara sahip olan nanomateryallerin gilindelik
hayatimizdaki kullanim alanlar1 hizla ¢ogalmaktadir. Nanoteknolojide goriilen bu
hizli gelisim, yeni fikirler i¢in ilham kaynagi olmus sonugta iiriin ¢esitliliginde biiyiik
bir artis meydana gelmistir. Teknolojik iiretimin ucuzlamasi ise bu iirlinlere erisimi
kolaylagtirmistir [Hashimoto vd., 2007; Tsuji vd., 2006 ]. Ancak zamanla bu
durumun sonucu olarak, dogaya salinan nanoteknolojik maddelerin ¢evre ve saglik
tizerindeki potansiyel etkileri yeni bir merak ve tartisma konusu olmaya baslamistir [
Hood, 2004]. Genetik olarak modifiye edilen organizmalarda oldugu gibi
nanoteknolojinin de gelecegi, insanlarin bu maddelerin kullanimlariyla ortaya ¢ikan
kar zarar iliskisini nasil degerlendireceklerine baglidir. Bunun da 6tesinde asbest gibi
zamaninda mucize olarak sunulan maddelerin yol agtig1 zararlar, etkileri tamamen
aydinlatilmamis, kimyasallara karsi daha dikkatli olunmasi konusunda uyarici

nitelige sahiptir [ Tsuji vd., 2006 ].

Titanyum dioksit ise nano boyutlarda iiretimi yapilabilen, pek ¢ok alanda
kullanilan sentetik bir pigment ve E171 olarak da adlandirilan bir gida maddesidir [
Greenwood ve Earnshaw, 1984]. Cok yaygimn bir kullanim alanina sahiptir. Cam,
seramik, boya Uretimi, kozmetik, tibbi tiriinler, tekstil, hava temizleme sistemleri ve
hatta dis macunlart gibi birgok iriinle giinlik hayatimiza girmistir. Antik
donemlerden beri boyar madde olarak kullanilan TiO2, ucuz oldugu ve kimyasal
stabilitesi yiiksek oldugu i¢in giliniimiiz endiistrisinde de sikc¢a tercih edilmektedir.
Ancak tespit edilen bu stabilite sadece karanlik ortamlar i¢in gecerlidir. UV 15181
altinda ise aktif hale gecip, fotokataliz yoluyla bazi kimyasal reaksiyonlar
baslatabilmektedir [Hashimoto vd., 2007; Maggos vd., 2007]. Ger¢eklesen bazi
kimyasal reaksiyonlarin sonucunda ise serbest radikaller ortaya ¢ikmaktadir. Serbest
radikaller ve biriken TiO. sonucunda ise, oksidatif stres, kronik enflamasyon ve

hiicre cogalmas1 meydana geldigi bildirilmistir [Schins ve Knapen, 2007].
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Yayginlagan kullanimi nedeniyle iiretim ve tiiketim siirecinde ¢evreye bol
miktarda TiO2 yayilmaktadir. Bu durum ekosistemde su ve gida kaynaklarina
bulasarak canlilar ile etkilesim i¢ine girmesine sebep olabilir. Gida ve ilaglarla
dogrudan veya solunum ve temas yoluyla dolayli olarak viicuda giren TiO2, biyolojik
olarak parcalanamadigi i¢in dokularda depolanabilir ve istenmeyen yan etkilere yol
acabilir [ Ramsden vd., 2009; Lomer vd, 2004]. Cevresel partikillerin alerjik
reaksiyonlar basta olmak iizere ¢esitli immiin sistem rahatsizliklarina yol agtigina;
uzun donem maruziyetin astim riskini ve deri hassasiyetini arttirdigina dair
giiniimiizde birgok kanit bulunmaktadir. Viicuda giren titanyum dioksit de yabanci
bir antijen oldugundan immiin sistemi uyarabilme potansiyeline sahiptir [ Kleinman
vd., 2007]. Lenfosit artis1 immiin sistem yanitinin énemli bir asamasidir. Lenfosit
gelisiminin daha erken evrelerinde, B ve T lenfositler sadece yabanci antijenlere
kars1 reaksiyon verecek sekilde gelisirler. Yabanci antijenin lenfosite baglanmasi
immiin cevabi baslatir ve lenfosit antijeni yok eder. Immiin cevabi uyaran her zaman
antijen molekiiliiniin tamami1 degildir. Bazen molekiil {izerindeki bir grup antikor
cevabi uyarabilir. Lenfositler gelisimleri sirasinda ¢ok ¢esitli antijenlerle karsilasirlar
ve bu antijenlere kars1 antikor sentezleyerek kendilerini hazirlarlar. Iste bu hiicreler

artik farkl tipteki antijene karsi savunma i¢in hazir olurlar [Basaran, 1999].

Bu bilgiler 15181nda planlanan tez ¢aligmasinda son derece hizli gelisen
nanoteknoloji siirecinde iiretilen, yogun kullanim ve cevresel desarj potansiyeline
sahip olan TiO2 nanopartikilinin imminotoksik ve kan parametreleri Uzerine
etkisinin arastirilmasi planlanmistir. Bu amagla TiO2 nanopartikilinin T ve B
lenfositler tizerindeki kantitatif etkisinin saptanmasi ig¢in TiO2, 30 guin suresince oral
olarak erkek sicanlara verilmistir. 30 giin sonunda sicanlardan elde edilen taze kemik
iligi  6rnekleri, florokrom antikorlarla isaretlenip, akim sitometri cihazinda
okutulmustur. Florokrom isaretleyici olarak CD45, CD3, CD4, CD8 ve CD20
secilmigtir. Bu sekilde T ve B hiicre miktarlarindaki degisimin saptanmasi
ongoriilmiistiir. Periferik kanda hematolojik parametreler olarak l6okosit (WBC),
eritrosit (RBC), hemoglobin (HGB), hemotokrit (HTC) trombosit (PLT), lenfosit
sayist (LEN) ve lenfosit yiizdesi (LEN %) Ol¢iilmiistiir. TiO2 nanopartikalunin etki

stresini incelemek icin 30 gunluk uygulama bittikten sonraki 15. ve 30. ginlerde
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alian kemik iliginde T hem de B hiicre miktarlar1 ( CD45, CD3, CD4, CDS, CD20),
hematolojik parametreler (WBC, RBC, HGB, HTC, PLT, LEN, LEN %)

incelenmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. NANOTEKNOLOJI

Nanoteknoloji kelimesini ilk defa kullanan Tokyo Bilim Universitesi'nden
Norio Taniguchi olmustur. 1974'de yaymlanan bir makalede Taniguchi
nanoteknolojiyi “genel olarak malzemelerin atom ya da molekiil molekiil islenmesi,

ayrilmasi, birlestirilmesi ve bozulmasidir” seklinde tanimlamistir [Taniguchi, 1974].

En az bir ylzeyi 1-100 nm arasinda olan partikiiller olarak tanimlanan
nanopartikiillerin kullanim alanlari, essiz fizikokimyasal 06zelliklerinden dolay1
olduk¢a genistir [Hood vd., 2004). Basta boyutlar1 olmak iizere sahip olduklar
birtakim fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolayr biiyiik avantajlara sahip olan
nanomateryallarin gilindelik hayatimizdaki kullanim alanlar1 hizla ¢ogalmaktadir.
Nanoteknolojide goriilen bu hizli gelisim, yeni fikirler i¢in ilham kaynagi olmus
sonucta iliriin cesitliliginde biiyiik bir artis meydana gelmistir. Teknolojik iiretimin

ucuzlamasi ise bu iirlinlere erisimi kolaylastirmistir [Hashimoto vd., 2007].

Elektronik, biyomedikal cihazlar, ilag ve kozmetik sektorleri gibi birgok
endiistriyel uygulamada nanopartikiillere yer verilmistir [Young vd., 2009].
Arastirmalar, maddelerin nano boyutlarda farkli davramiglar sergiledigini
gostermektedir. Olagan halde 15181 ya da elektrii iletmeyen maddelerin nano
boyutlarda tam tersi etki géstermesi ya da normal boyutlarda o kadar da sert olmayan
bir maddenin nano boyutlara indirgendiginde elmastan bile sert oldugunun fark

edilmesi nanoteknolojiyi giliniimiizlin ilgi alanlar1 arasinda st siralara tasimistir

[Hashimoto vd., 2007] .



Sunar, S. 2014.Titanyum Dioksit Nanopartikiillerinin Si¢an T ve B Lenfositleri Uzerine Olan Etkilerinin Arastiriimast, Yiksek
Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

2.2. TITANYUM DIiOKSIT

Titanyum (IV) oksit ya da titanya olarak da bilinen titanyum dioksit, dogada
titanyumun oksitlenmesi sonucu olusur ve TiO2 kimyasal formuliyle gosterilir.
Titanyum dioksit dogada rutil, anatas ve brokit olarak bulunur. En ¢ok rastlanan
formu ise biitiin sicakliklarda denge hali gosteren rutildir ve anatas ve brokitin
isitilmasiyla elde edilir. Hem anatas hem rutil hem de brokit 6 tane titanyum
atomundan olusur. Dogadan elde edilen saf TiO2, Kklorid yontemiyle, titanyum
tetraklorid’e doniistiiriilerek saflastirilir. Demir (II) oksit ile kristalize hale getirilen
TiOy, siilfiirik asit iceren bir soliisyonun yardimiyla saflagtirilir. Nanoteknolojik
tirtinlerde kullanilan TiO2 ise solvotermal sentezle elde edilir [Greenwood ve
Earnshaw, 1984; El Goresy vd., 2001 ]. Amaca gore yagda ve suda ¢oziinirligi
farkli olan, g¢esitli boyutlarda TiO> partikilleri Gretmek mimkdndr.

TiO2‘in fotokatalitik ozellikleri ilk defa 1967 yilinda Akira Fujishama
tarafindan kesfedilmistir. TiO2‘in ylizeyinde gerceklesen prosese Honda-Fujishima
etkisi denmektedir. Bu reaksiyonlarda su oksitlenerek hidroksil radikalleri
olusturulmaktadir. Bunun yani sira TiO2 oksijeni ya da organik materyalleri de direkt
olarak  oksitleyebilmektedir. Bu 6zelligi TiO2‘in  sterilizasyon amaciyla
dezenfeksiyonda, ¢evre, atik su ve hava temizleme sistemlerinde kullanilmasina yol
acmustir [Fujishima ve Honda, 1972; Gurr vd., 2005; Kurtoglu vd., 2011]. Daha
sonra TiO2 icin siperhidrofilisite kavrami ortaya ¢ikmis ve bu kavramla birlikte
kendi kendini temizleyen camlarin ve bugulanmayr engelleyen nano-TiO2’ten
yapilan kaplama malzemelerinin iiretim ¢alismalari baslamistir [Hwang vd., 2005].
Ayrica nitrojen oksit ve volatil organik bilesikler gibi hava kaynakli kirleticilerin
konsantrasyonlarini diislirdiigii i¢in, insaat malzemelerinde ve dis cephe boyalarinda
da titanyum dioksit kullanilmaktadir. Yeni bir elektronik devre elemani olan
memristoriin yapisinda TiO kullanilmistir. Bu sekilde boya ya da kuantum dotlara
duyarli TiO2 nanokristallerine bagl polimerler yoluyla, giines enerjisi elde edilmistir.
Nanopartikil formunda elektrik de tretebilen TiO2, Nokia tarafindan kendi enerjisini
tiretebilen 200X200 monokromatik ekran imalatinda kullanilmistir. Plastik sanayinde

de, UV’ye kars1 direngli olusundan dolay1 kullanilmaktadir [ Lewis, Nathan,2009].
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Solvotermal ydntemle dretilen TiO2‘in %70’i pigment olarak piyasaya
stiriilmektedir. Bu pigmentler titanyum beyazi, pigment beyaz 6 veya CI77891 olarak
adlandirilir. Diinya c¢apinda bir yilda tiiketilen TiO2 pigmenti 4 milyon ton
civarindadir ve gida endiistrisinde gida boyasi olarak E171 kodu ile kullanilmaktadir.
Ayrica yagi alinmis siitlerin rengini beyazlatip, ticari degerini arttirmak icin titanyum
dioksit eklenmektedir [Phillips and Barbano, 1997]. Kullanildig1 besin maddeleri
araciligiyla, sahip olunan her kilo basina giinlik yaklasik olarak 0,2-3 pg TiO2
viicudumuza girmektedir [Weir vd., 2012]. Bu da 70 kilogramlik ortalama bir birey

icin guinliik 1.4-210pg arast bir miktar anlamina gelir.

Kirllma indeksi ve kararliligi oldukca yiiksektir. Fotokatalitik etkisi
nedeniyle hava ve suyun arindirilmasinda da kullanilir [Pelaez vd., 2012]. Ayrica
yayillim goOstermeyen bazi kanser tiirleri i¢in fotodinamik terapi adi altinda TiO2

uygulanmaya baglanmistir [Yin vd., 2013].

2.2.1. Titanyum Dioksitin Toksik Ozellikleri

1969 yilinda Diinya Saglik Orgiitii ve Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Orgiitii adina TiO2’in makro ve mikro partikiilleri ile yapilan bir dizi ¢aligmada rat,
kopek, gine domuzu, tavsanlarda TiO2’in uzun donemde sindirim yoluyla
absorblanmadigi sonucuna ulagilmistir. TiO2 partikullerine, kan, bébrek veya idrarda

rastlanmamis ve sindiriminin 6nemli etkilere yol agmadigina dikkat ¢ekilmistir.

Ancak Kumazawa ve arkadaglariin titanyum iyon ve partikiillerinin nétrofil
fonksiyon ve morfolojisi lizerine etkisi konulu ¢alismalarinda, olusan sitotoksisitenin
TiO2’in boyutuyla direkt olarak baglantili oldugu ortaya konulmustur [Kumazawa,
vd., 2002]. Boyutu kii¢iilen partikiillerin yiizey alanlar1 ve toksisiteleri artmaktadir.
Bu sonug, irilinlerinde gittikce daha kiiciik yapida mineral kullanan kozmetik
sektoriinii yakindan ilgilendirmektedir. Yapilan calismalardan elde edilen veriler
arasinda bazi ¢eligkiler olmasina ragmen TiO2 nanopartikili iceren Grunlerin uzun

stireli kullaniminin getirebilecegi riskler hala dikkat ¢ekicidir [ Kiss vd., 2008; Wu
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vd., 2009]. TiO: partikulleri nano boyutlarda renksizdir ancak UV absorblama etkisi
devam eder. Bundan dolayr nano TiO2 giines koruyucu kremler i¢in ideal bir
maddedir. Ancak bu boyutlarda bir mineral kolayca hiicre i¢ine girip, hiicre hasarina
yol acabilir. Bazi in vitro calismalar TiO2 nanopartikillerinin serbest oksijen
radikalleri iireterek DNA’ya hasar verdiklerini ortaya koymustur [Gurr vd., 2005;
Tiirkez ve Geyikoglu, 2007; Wang vd., 2007]. Nano TiO2 molekillerinin hucrelere
ne kadar kolay niifuz ettigini gosteren diger bir ¢alisma 2005 yilinda yapilmistir. Bu
calismada siganlar bir saat boyunca 0.1 mg/m® yogunlugundaki 22 nm ¢apl TiO2
partikiillerini solumus ve deneyden 24 saat sonra akcigerleri incelenmistir. Siganlarin
akciger hiicre ve hiicre organellerinde TiO: partikiillerine rastlanmistir [Geiser vd.,
2005]. 2008 yilinda yine Geiser ve arkadaglar tarafindan yayimlanan bir ¢aligmada
alveolar makrofajlarin nano-TiO2’i akcigerlerden temizlemede yetersiz kaldigi,
akciger dokularinda ve kilcal damarlar igerisinde TiO: partikiilleri go6zlendigi
bildirilmistir [Geiser vd., 2008]. Meydana gelen toksisite sadece molekillerin
boyutlartyla degil ayni zamanda sekilleriyle de baglantilidir. Yamamoto ve
arkadaslar1 dendritik ve ignemsi yapidaki partikiillerin sferik partikiillerden daha
yiiksek bir toksisiteye sahip oldugunu gdstermistir [ Yamamoto vd., 2004].

Wang ve ekibinin yaptig1 calismada kullanilan farkli boyutlardaki TiO2’in
yapilar1 transmisyon elektron mikroskobuyla incelenmis, 25 ve 80 nm’lik
partikiillerin ignemsi/kolon; 155 nm boyutundaki partikiillerin ise oktohedral yapida
oldugu bulunmustur ve TiO; partikiillerinin toksisitesini degerlendirmek ig¢in,
yetiskin farelere verilen nano TiO2 (25 ve 80 nm) ve ince TiO2 (155 nm) yol actig1
akut etkiler incelenmistir. Bu g¢alismada bilinen diisiik toksik etkisinden dolay1
OECD prosedirleri gozetilerek TiO2 stspansiyonu oral gavaj yoluyla farelere
verilmistir. Uygulama dozu 5g/kg olarak belirlenmistir. Iki hafta icinde belirgin bir
akut toksisite gdzlenmemistir. Bununla birlikte nano TiO2’in, 25 ve 80 nm boyutuna
maruz kalan disi farelerin karacigerlerin yiiksek oranda etkilendigi goriilmiistiir.
ALT, AST, LDH serum diizeylerinin degismesi, karacigerdeki sentral vendeki
hidropik dejenerasyonuna ve hepatositlerdeki noktasal nekrozlara isaret etmektedir.
Ayrica deney gruplarinda bdobrek yapilarinin degismesi ve BUN seviyesinin artisi

gibi nefrotoksisite belirtileri de gozlenmistir. 25 ve 80 nm uygulanan gruplarla
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kontrol gruplart karsilagtirildiginda serum LDH ve alfa-HBDH seviyelerindeki
onemli farklar gozlenmesi miyokardial hasara da isaret etmektedir. Bununla birlikte
kalp, akciger, testis, yumurtalik ve dalak dokularinda anormal patolojik degisimler
izlenmemistir. Deney sonucu, gastrointestinal yolla alinan TiO2’in baslica karaciger,
dalak, bobrekler ve akcigerde depolandigt ve bu organlardan viicudun diger

boliimlerine transfer edildigini gdstermistir [Wang vd., 2007].

Ayrica TiO2 nanopartikiillerinin solunum sisteminde fibroza yol agtigi
[Bermudez vd., 2004; Driscoll vd., 1991] ve akciger enflamasyonuna neden oldugu
gosterilmistir [Nemmar vd., 2008; Hohr vd., 2002; Park vd., 2009; van Ravenzwaay
vd., 2009].

Oral yoldan alinan TiO2 nanopartikillerinin insanda sindirim sitemi
hiicrelerinde biriktigi ve crohn hastaligina benzer semptomlar gosteren yangili kolon

hastaliklarina yol actig1 tespit edilmistir [ Lomer vd, 2004].

Linglan ve arkadaslari da, organizma igine giren TiO2’in nasil hareket
ettigini bulmak ve bunun beyin {izerindeki etkilerini aragtirmak tizere 14 giin
boyunca, ¢esitli dozlarda, Snm boyutlarinda TiO2’1 farelere abdominal kavite yoluyla
enjekte etmistir. Sonugta enjekte edilen TiO2 miktariyla dogru orantili olarak beyinde
patolojik degisimler meydana geldigi goriilmiistir [Linglan vd., 2010]. Ayrica
yapilan diger ¢calismalarda gastrik yoldan verilen nano boyutlardaki TiO2 ve bakirin
bobrek hiicrelerinde hasara; lipid, protein ve DNA peroksidasyonuna yol actigi

izlenmistir [Gui vd., 2013; Liao vd., 2012].

TiO2‘in mutajenik bir ajan oldugunu gosteren baska bir ¢alismada boraks ve
TiO2 birlikte kullanilmiglardir. TiO2 nanopartikulleri (2,3,5,7.5 ve 10 um) tek basina
kullanildiginda kardes kromatid degisimlerine neden olurken ayni uygulama boraks
esliginde yapildiginda, DNA’nin TiO: karsisinda direncinin arttifi gorilmistiir
[Turkez, 2008].
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Nano ve mikro Olcekli TiO2’in ekosistem ve insan iizerindeki potansiyel
zararl etkilerini ortaya ¢ikarmak i¢in, ¢esitli memeli hayvanlarin kullanildig: bir¢ok
deney yapildigi gibi sucul organizmalarla da calisilmistir. Gergeklestirilen bu
ekotoksikolojik ¢alismalarda TiO2’in bakteri, alg, zooplankton ve baliklar {izerindeki
etkileri arastirilmis ve toksik birikimlere rastlanmistir [Liu vd., 2009; Adams vd.,
2006; Federici vd., 2007; Aruoja vd., 2009; Lee vd., 2009; Ramsden vd., 2009].
Sonugta nanomateryallerin ekosisteme karismasi i¢in bircok farkli giris yolu vardir.
Bu partikiiller baliklar tarafindan sudan daha uzun sire icin absorbe edilebilirler.
Yapilan bir ¢alismada zebra baligi (Danio rerio) TiO2 nanopartikillerine maruz
birakilmig, bunun sonucunda da ribozomal fonksiyonlari yoneten bir dizi gende
mutasyonlar meydana geldigi goriilmiistiir [Chen vd., 2011]. Gokkusag alabaliginin
(Oncorhynchus mykiss) kullanildigi diger bir arastirmada 14 giin boyunca TiO2
nanopartikiillerine maruz birakilan baliklarda, nanopartikiiliin bircok organda birikim
yaptig1; beyinde goriillen birikimin ise maruziyetin sonlandirilmasina ragmen

temizlenmedigi goriilmiistiir [Ramsden vd., 2009].

Doga Bilimleri Enstitiisii Arastirma Toplulugu / Risk Bilim Enstitiisii
Nanomateryal Toksisitesi Calisma Grubu tarafindan da nanomateryallerin énemli
toksik etkilerinin olabilecegi vurgulanmistir [Oberdérster vd., 2005]. Kasim 2005’te
yapilan bir seminerde ECETOC ( European Center for Ecotoxicology and
Toxicology of Chemicals) tarafindan nanopartikiillerin insan saglig1 iizerine
etkilerinin ele alinmasini 6nermistir [Fabian vd., 2007]. 2006 yilinda Arizona Devlet
Universitesinde yapilan bir calismayla , soliisyon ya da siispansiyon haline getirilmis
titanyum dioksitin, prolin igeren proteinleri, prolinin oldugu kisimdan pargaladigi

gosterilmistir [Jones vd., 2007].

Bununla birlikte yapilan bazi calismalarda nano TiO2’in kii¢iik dozlarda
giivenle kullanilabilecegi gosterilmeye calisilmistir [Fabian vd., 2008]. Ancak TiO2
nanopartikiillerinin reaktif oksijen tiirlerinin agiga ¢ikmasina neden olarak
enflamatuar cevabi baglattigi, amfizem , KOAH , fibrozis ve akciger kanseri gibi

ciddi rahatsizliklara yol actig1 gézlenmistir [Reeves vd., 2008].
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2.3 IMMUN SISTEM

Insan viicudunun doku ve organlari, biitiin yabanci organizma ve toksinlere
kars1 direnme yetenegindedir. Baz1 mikroorganizmalara kars1 hayat boyu yenilmeden
kalirlar ki bu yetenege bagisiklik (immiinite) denir. Immiin sistem, bireyi enfeksiyon
ve dis etkenlerden korumak tizere gelismis olup omurgalilarin hepsinde mevcuttur.
Immiin sistem elemanlar1 kemik iligi, timus, dalak, lenf diigiimleri, tonsillerde
sekillenen hiicerelerdir. Organizma i¢in yabanci olan ve immiin sistemi uyaran
ajanlara antijen adi verilir. Antijenler protein, karbohidrat ya da niikleik yapisinda
olabilirler. Ayrica yasl eritrositler, polen taneleri, bakteri toksinleri, bakteri ve
virlslerin kendileri antijen niteliginde birgok kimyasal bilesik igerirler. Bir canlidan
digerine nakledilen dokular da antijenik 6zellik gosterir. Organizma kendisine zarar
verecek yabanci maddelere (antijen) karst immiin cevap olarak viicudu koruyucu
antikor (immiinglobiilin) iiretir. Immiinglobiilinler kendilerine ait antijeni kolaylikla

tanir ve onu hemen yok ederler, yani spesifiktirler [Camcioglu, 2007].

Immiin sistemin fonksiyonlari, tiim viicuda dagilmis olmakla birlikte esas
olarak timus, lenf nodilleri ve dalakta bulunan hiicrelerin olusturduklar
lenforetikiiler sistem tarafindan yiirtitiiliir. Bu sistemin en 6nemli pargasi olan lenfoid
hiicreler, lenfositler ve plazma hiicrelerinden olugmaktadirlar. Plazma hiicreleri,
antijen veya yabanci cisimlere karsi reaksiyon olusturan protein yapidaki antikorlarin
uretiminden sorumlu iken, lenfositlerin antijene 0zgun tepki gdsterme ve sonugta
bazi hiicresel {irtinler olusturma yetenegi vardir [Friedlaender, 1993]. Dogumdan
sonraki yagam siiresince organizmadaki lenfosit yapimi, esas itibari ile lenf
diigiimlerinde olmak iizere lenfoid dokulardaki lenfositlerin ¢ogalmasi ile saglanir.
Ancak bu yapim, normal lenfosit sayisim1 karsilamaya yetmediginden, kok
hiicrelerinin farklilagsmasi ile kemik iliginden de dolasima lenfosit verilir. Eriskinde
bir giinde dolasima verilen lenfosit sayis1 yaklagik 10° ‘dur [Kiligturgay, 1991; Roitt,
1993]. Morfolojik olarak birbirine ¢ok benzemekle beraber birbirinden bagimsiz
olarak gelisen, gorevleri ve antijen yapilar1 birbirinden farkli iki ana lenfosit grubu
mevcuttur. Lenfosit klonlari, merkezi lenfoid dokular1 olusturan fotal karaciger,

kemik iligi ve timusta iki ayri dogrultuda fonksiyonel farklilasmaya ugrarlar.

10
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Kuglarda son barsaktaki kloakda yer almis bir lenfoid organ olan Bursa of
Fabricious’a bagimli gelisme gostererek hiimoral (antikora dayali) immiiniteyi
olusturan lenfositlere B lenfositleri; timusa bagimli gelisme gostererek hiicresel
immiiniteyi olusturan lenfositlere de T lenfositleri denmektedir. Bursa’nin
memelilerdeki karsihiginin fotal karaciger ve erigkin kemik iligi oldugu kabul
edilmektedir [Cetin, 1981]. Her iki lenfosit grubu da uyarildiginda morfolojik
degisiklikler gosterir ve bdliinmeye baslar. T hiicreleri 6zgiin antijenleri tanima
Ozelligine sahip blast formuna biiriiniirken, B lenfositleri antikor olusturmak iizere
plazma hiicrelerine déniisiirler. [Friedlander, 1993]. Ugiincii bir lenfosit grubu olarak
kabul edilen dogal katil (NK) hiicreler veya null cell olarak adlandirilan grup ise,
bazi T hiicre belirtegleri tasidiklari halde olgunlagma igin timustan gegmeyen ancak
dogal konak savunmasinda onemli bir rol oynayan biiylik sitoplazmik graniilli
lenfositlerdir [Lewinson, 1998]. Lenfoid kok hiicrelerinden farklilasan T, B ve NK
hiicrelerinin  aksine lenfoid sistemin diger elemanlar1 olan monositler;

makrofajlardan, grantilositler; myeloid dnciillerinden gelisirler [Roitt, 1993].

T- Hiicreleri, dogrudan antikora bagimli olmayan kazanilmig immuniteden
sorumlu hiicrelerdir. Bu hiicreler pek cok degisik tipte immunolojik reaksiyon
yiriitiirler. Bunlar arasinda pek ¢ok viriis, bakteri ve mantara karst olan immiin
reaksiyonlar, kontakt alerji, greft reddi ve baz1 otoimmiin hastaliklar sayilabilir. T-
Hiicreleri timusta gelisirler. Kemik iliginden gelen kok hiicreleri, timus korteksine
girerler ve gelisen hiicreler (timosit) medullaya dogru hareket ederken, timus
hormonlar1 (timozin, timulin, timopoietin) ile birlikte, timus stromasi tarafindan
yonlendirilerek bir seri reaksiyon sonrasit olgun (immiinkompetan) T hiicrelerine
farklilagirlar [Kiligturgay, 1991]. B lenfositler kemik iliginde olgunlastiktan sonra
dolasima gecer, periferel lenf organlar1 olan dalak, lenf diiglimleri, bademciklere
giderek lenf folikiillerine yerlesirler. Bunlara primer lenf folikiilleri adi verilir.
Dogumdan sonra organizmaya antijen girdiginde, bu antijene kars1 antikor tiretmek
icin uyarilirlar. B lenfositler farklilasarak lenfoblastlara doniisiirler. Meydana gelen
lenfoblastlar siirekli boliiniip ¢ogalarak sayilarini arttirir. Olusan hiicrelerin bir kismi
plazma hiicrelerine bir kismi tekrar ayni antijenle karsilagildiginda hizli yanitin

olugmasinit saglayan hafiza B hiicrelerine doniisiir. Plazma hiicreleri antikor
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urettikten birka¢ hafta sonra Oliir. Hafiza B hiicreleri ise uzun Omiirlidir. B
lenfositlerin plazma hiicresine doniismesi ve antikor yapmasi T hiicreler tarafindan

kontrol edilir [Akay, 2008].

Baslangicta ylizey antijen reseptorleri ve antijenleri bulunmayan bu T ve B
lenfosit kok hiicreleri, farklilasma sirasinda onlar1 karakterize eden ve Cluster of
Differentiation (CD), farklilasma kiimesi antijenleri olarak ifade edilen, glikoprotein
tabiatinda birtakim ylizey antijenleri kazanirlar [Kiligturgay, 1991]. CD yiizey
antijenleri lokositler tizerinde tiretilen membran proteinleridirler. Kiigiik bir kismi ise
endotelyal hiicre, eritrosit ve kok hiicre kaynaklidirlar. Simdiye kadar yaklasik 340
CD molekiilii tanimlanmistir. CD antijenler genellikle hicre markeri olarak
kullanilirlar ve hiicrelerin ylizeyindeki molekiillere gore tanimlanmasina olanak
saglarlar. CD antijenleri, hiicre yiizeyinde bulunan siradan markerlar degillerdir. Bir
cok sekilde is gorebilir ve organizmada gerceklesen immiin reaksiyonlar iginde
onemlidirler. Genellikle hiicre i¢in 6nemli bir reseptor yada bag olarak hareket eder
bir sinyal kaskadi uyarir ve hiicrenin davranisini degistirirler. CD ylizey antijenleri
imminohistokimyasal yontemlerle birbirlerindan kolayca ayirt edilebilirler. Ornegin
en ¢ok kullanilan CD molekiillerden CD4; T helper hiicresi spesifik antijeni, CDS8; T
supresor/sitotoksik hiicrenin antijeni, CD3; T hucrelerinin ortak yuzey antijenidir,
CD20; B hiicre yizey antijeni, CD45; T ve B hiicre, natural killer hiicrelerin yiizey
antijenidir. Interlokinleri iireten CD4 (T-helper) hiicreler diizenleyici olarak gérev
yaparken, virisle enfekte hicreleri, timor hicrelerini ve allogreftleri 6ldiren CD8
(sitotoksik) T hticreleri ise efektor olarak islev gosterir. B hiicrelerin genomunda Ig
G, IgM ve Ig D gen ifadesi bulunur [Akay, 2008; Lewinson, 1998].

12
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antijen sunucu hiicre Yardima T hiicre

dendritik hiicre
makrofaj
B hiicresi

hedef hiicre

sitotoksik T hicresi

Sekil 2.1. Yardimei ve sitotoksik T hiicrelerin antijen sunucu hiicreler ve hedef

hiicrelerle etkilesimi.

2.3.1. Nanopartikiller ve immiin sistem

Farkli tipte nanopartikiiller ve farkli tiirde canlhilar kullanilarak yapilan
caligmalarda, hem sindirim sistemi hiicrelerinin hem de immiin sistem hiicrelerinin
nanopartikiiller i¢in hedef olduklar1 ortaya ¢ikmistir. Dahasi bu veriler beslenme
prosesleri icindeki fizyolojik mekanizmalar yoluyla, nanopartikil
aglomerat/agregatlarinin 6nce sindirim sistemi hiicrelerine ordan da kan sivisina ve
kan hiicrelerine transfer edildigini ortaya ¢ikarmistir [Wang vd., 2007; Chen vd.,
2011].

Liu ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢aligmada boyutlar1 5-200 nm
arasinda degisen TiO: partikiilleri, ratlara intratrakeal yoldan verilmis sonrada
akciger lavaj sivisi alinarak, alveolar makrofaj hiicreleri incelenmistir. Sonugta bu
hiicrelerde hem yapisal hem de fonksiyonel anomaliler saptanmistir. Nano
boyutlarda TiO2’e maruz birakilan ratlarda hem spesifik hem de non-spesifik immin

yanitta diisiis gézlenmistir [Liu,2010 a] .
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Liu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan diger bir ¢aligmada, degisik
boyutlarda, farkli kristal yapilar gosteren TiOz nanopartikiilleri kullanilmig ve
bunlarin akciger alveolar makrofajlar lizerindeki etkisi arastirilmistir. Calismanin
sonucunda salinan nitrik oksit ve TNF-a miktarlarinin TiO2 maruziyetiyle arttigi
fakat makrofajlardaki Fc reseptér ve MHC Il eksperesyonunun, fagositotik ve
kemotaktik aktivitelerin inhibe oldugu goriilmiistiir. Maruz kalinan titanyum dioksit
miktarinin ve kristal yapisinin alinan sonuglara direkt etkisi oldugu tespit edilmistir

[Liu vd, 2010] .

Subkutan ve intravendz uygulamalarin yapildig1 bir calismada yine immiin
sistemin etkilendigi gosterilmistir. 4,6 nm’lik TiO2 nanopartikilleri, farelere
subkutan (5600mg/kg) ve intravendz (560mg/kg) olarak uygulanmistir. 5. ginden
sonra subkutan uygulama yapilan farelerde dikkat g¢ekici bir graniilosit artisi
goriiliirken; dolasimdaki lenfosit ylizdesi dismiistiir. Makrofaj yiizdeleri ise
etkilenmemistir. Bununla birlikte intravendz uygulama yapilan farelerin dalagindaki
makrofajlarin bir kisminda, TiO2 agregatlari gozlenmistir. Bu gozlem T hiicrelerin
TiO2’le nasil etkilesime girdiklerine dair bir fikir edinilmesine yardimci olmustur
[Weaver vd., 2007]. Polimorf nukleer nétrofiller (PMNs) edilgen immunitenin en
onemli unsurlaridirlar. Bakteriyal ve fungal enfeksiyonlara kars1 etkili bir savunma
olusturular [Goncalves vd., 2010]. TiO2 ile baslatilan akciger enflamasyonu sirasinda
gozlenen PMN artisina, enflamasyon sirasinda nétrofillerin oynadigi énemli rollere
ragmen, TiO2 nanopartikillerinin, nétrofil hiicre fizyolojisi ve 6zellikle de insan
PMN’leri tlizerindeki etkileri hakkinda yeterli literatlir bulunmamaktadir. 26 y1l 6nce
yapilan bir ¢aligma saf rutil ve ya anatasin sadece zayif bir kemoluminesans etki
olusturdugunu rapor etmistir [Hedenborg, 1988] . Ancak yakin zamanda yapilan bir
caligmada nano TiO2 partikullerinin, mikro partikillere gore ¢ok daha kolay ve etkili
bir sekilde akciger dokusuna niifuz ettigi ve bu bolgeyle baglantili lenf diigiimlerinde
de birikim yaptig1 gosterilmistir [ Sager vd., 2008].

Bu bilgiler 1s1ginda ve son yillarda artan immunolojik fonksiyon

bozukluklarin1 g6z Oniine alinarak yapilan calismada ratlar, gavaj yoluyla TiO2

nanopartikiillerine maruz birakilarak kemik iligindeki B ve T lenfosit miktarlarindaki
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degisim ile tam kan sayim degerleri incelenmistir. Uygulama sonras1 meydana gelen

etkinin ortadan kalkma siiresi tespit edilmeye caligilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Deney Gruplart ve Uygulamalar

Arastirmada erkek wistar albino sicanlar kullanilmistir. Arastirmada
kullanilan wistar albino siganlar, Rattus norvegicus’un alt tiiriiniin mutant soylaridir.
Siganlar Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Merkezi’nden temin
edilmistir, bakimlar1 ve deneysel ¢alismalar Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’nda yiiriitiilmistiir. Deneyler siiresince hayvanlar standart
deney kosullarinda (% 40-60 nem, 20 £ 1°C sicaklik, 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik) yasatilmistir. Calismada ayni yastaki bireylerin kullanilmasma dikkat
edilmis 6-8 haftalik genc erkek sicanlar kullanilmistir. Ortalama birey agirligi 250 +
30 gramdir ve siganlar deneyler siiresince 25 cm x 35 cm. biiytikliigiinde tistten celik
1zgara ile kapatilan plastik kafeslerde besli gruplar halinde tutulmustur. Standart rat
yemi ve ¢esme suyu ile beslenmis, giinasir1 kafesleri temizlenerek yem ve sulari

degistirilmistir.

Deneylerde TiO2 in 250 mg/ kg dozu hazirlanarak kullanilmistir. Toz
formda temin edilen TiO2 (25 nm/Sigma-Aldrich) sulu suspansiyonu uzun sureli
karistirma yontemi ile hazirlanmistir. Burada % 5’°lik hidroksipropil metil seliiloz
(HPMC) tampon ajan olarak kullanilmistir. HPMC oral ve topik formiilasyonlarda
viskozite ajan1 olarak olduk¢a sik kullanilan bir polimerdir. Hazirlanan
siispansiyonlarin  karakterizasyonu spektrofotometrik ve elektron mikroskobik
yontemler ile gerceklestirilmistir. TiO2’in 250 mg/kg slispansiyonu her uygulamadan

uygulanmadan 6nce karistirilarak 5 dk siiresince ultrasonik banyoda bekletilmistir.

Calismada uygulama grubu (U) ve kontrol grubu (K) olmak iizere
hazirlanan 250 mg/ kg TiO; siispansiyonu 30 giin boyunca giinasir1 oral olarak gavaj
yoluyla verilmistir. Uygulama 24 sican ile baglanmis, 30. giinde son uygulamadan 24

saat sonra 8 sican (U) anastezik madde olan ketaminle (ketalar- Parkedevis)
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uyutularak disekte edilmistir. Daha sonra kalan sicanlar standart deney kosullarinda
TiO2 uygulamasi yapilmaksizin yasatilmis, 8 sican 45. Giinde (15 giin bekleme
grubu), 8 sican 60. giinde (30 giin bekleme grubu) uyutularak disekte edilmistir.
Ayni sekilde TiO2 igermeyen tampon ¢ozelti verilen kontrol grubundaki siganlardan
da 8 tanesi 30. gunde, 8 tanesi 45. glinde(15 gin bekleme grubu), 8 tanesi ise 60.
gunde (30 giin bekleme grubu) uyutularak disekte edilmistir.

3.1.2. Orneklerin Alinmasi

Uygulama gruplar1 ve kontrol gruplarinda siganlar uyutulduktan sonra kalp
kanlari EDTA’ I tiiplere alinarak tam kan analizleri i¢in kullanilmistir. Kanlar1
alman sicanlar disekte edilmis kemik iligi almak i¢in femur ve tibia kemikleri
cikarilmistir. Buz igeren kutulara aliman kan ve kemik Ornekleri hizli bir sekilde
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuarina gotiiriilerek gerekli

islemler yapilmastir.

3.2. YONTEM

3.2.1.Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Techizat

3.2.1.1. Kullanilan kimyasallar

FITC Mouse Anti-Rat CD3 (BD Pharmingen™ katalog no BD-557354) :
Uriintin icinde bulunan 1F4 antikoru, timositler, periferal T lenfositler ve dentritik
epidermal T hiicrelerindeki CD3 hiicre yiizey antijenine baghi T hiicre reseptoriiyle
reaksiyona girer.

FITC Mouse Anti-Rat CD4 (BD Pharmingen™ katalog no BD-554837 ) :
Uriin igerisindeki OX-35 antikor klonu, timositler, olgun yardimci T hiicreleri,
monositler, makrofajlar, baz1 dendritik hiicreler ve mikroglialar iizerinde bulunan

CD4 antijeniyle reaksiyona girer.
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PE Mouse Anti-Rat CD8a (BD Pharmingen™ Katalog no BD-559976) :
OX-8 antikor klonunu igerir. Bu antikor CD8 farklilagsma antijeninin 32 kDa o
zincirinin mentese benzeri membran proksimal bolgesiyle reaksiyona girer.

FITC Mouse Anti-Rat CD45RA (BD Pharmingen™ Katalog no BD-
554883) : Igerigindeki OX-33 antikoru sadece B lenfositlerin yiizeyinde bulunan
yiiksek molekiiler agirlikli CD45 formuyla reaksiyona girer.

FITC Mouse Anti-Rat CD20 (BD Pharmingen™ Katalog no BD-556632) :
Icerigindeki 2H7 klonu, B lenfositlerde bulunan CD20 de ki bir fosfoproteinle
reaksiyona girer.

BD CellWash (Yikama Soliisyonu Katalog no BD-342409)

B ve T lenfosit sayilarinin tespit edilecegi flow sitometrik analiz i¢in gerekli
kitler BD BIOSCIENCES sirketinden temin edilmistir. Kullanilan monoklonal
antikorlarin tamami, ¢aligma giinline kadar, 4°C ° de saklanmig ve iiretici firmanin

belirledigi yonteme uygun olarak kullanilmiglardir.

3.2.1.2. Kullanilan techizatlar

Flow sitometri cihazi FaxCalibur
Santrifuj cihazi Nuve NF 800
Tam kan sayimi (hemogram) cihazi Sysmex XT2000i
Buzdolabi Electrolux

Otomatik ayarlanabilir pipet (2-20 pL) Eppendorf
Otomatik ayarlanabilir pipet (20-100 pL) Gilson Pipetman
Otomatik ayarlanabilir pipet (200-1000 pL) Gilson Pipetman
Pastor pipeti (0,5-3mL) Citotest

Plastik pipet ucu (sar1, mavi) LP Italiana Spa
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3.2.2. Analizlerin Yapilmasi

3.2.2.1. Tam kan sayimi

Tam kan analizi Mersin  Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Laboratuarinda bulunan Sysmex XT-2000 hemogram cihazi kullanilmistir. Kan
analizi cercevesinde toplam 16kosit sayis1 (WBC), toplam eritrosit sayis1 (RBC),
hemoglobin miktar1 (HGB), hemotokrit oran1 (HCT), trombosit sayis1 (PLT), total

ve ylizde lenfosit degerleri l¢tilmiistiir.

3.2.2.2. Akim sitometri yontemi ile lenfosit analizi

Alinan kemikler dokulardan arindirilarak uclart kirilmis, fetal calf serum
kemik icine enjekte edilerek kemik iligi tliplere alinmistir. Elde edilen ilik analizler
icin agagidaki sekilde hazir hale getirilmistir.

1- Ornekler 1/25 oraninda yikama soliisyonu ile yikandi. (200ul 6rnek ile 4.8 ml
cellwash karistirildi, 1300rpm’de 10 dk santrifiijlendi).

2- Yikanan orneklerden 100 pl alinip falcon tiiplere aktarilip tizerlerine 20ul ilgili
boyalardan ilave edildi.

3- Tiipler 2 sn diisiik devirde vortekslendikten sonra oda sicakliginda ve karanlik bir
ortamda 15 dakika inkiibe edilen 6rneklerin iizerine 2 ml 1/10 oraninda dilue edilmis
Lysing soliisyonu ilave edilip tekrar 2 sn diisiik devirde vortekslendi.

4- Vortekslenen ornekler oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda 8 dakika daha
bekletildikten sonra tekrar 2 sn diisiik devirde vortekslenip hemen sonra 1300
rpm’de, 5 dakika santrifiijlendi.

5- Santrifiijden sarsmadan alinan tiipler tek hamlede ters cevrilip iclerindeki sivi
bosaltildiktan sonra tiiplerin agzinda kalan sivi, tiipler tekrar ters ¢evrilmeden bir
pecete yardimiyla alinarak 6rnek kaybinin yaganmamasi saglandi.

6- Tiplere 2 ml yikama soliisyonu ilave edilerek 2 sn diigiik devirde vortekslendi.

7- Bu islemden sonra tekrar 1300 rpm devirde, 5 dakika santriifiijlenen ornekler
dikkatle alinip, tek bir hamlede ters ¢evrilmis, i¢lerindeki sivi bosaltildiktan sonra

tiiplin agzinda kalan s1v1 tiip tekrar ters ¢evrilmeden bir pecete yardimiyla alindu.
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8- Analize hazir hale getirilen 6rnekler vakit gecirilmeden FaxCalibur akim sitometri

cihazinda okutuldu.

3.2.2.3. Flowsitometrik Prensip ve Degerlendirme

Flow sitometri bir¢ok sistemin birlesmesinden olusmustur. Bunlar; 6rnek
toplayici ve tasiyici sistem, akig sistemi (sheath fluid), 1s1k kaynagi (laser kaynagi),
sferik ve capraz silindirik filtreler, odaklama aynalari, sinyal dedektorleri (optik ve
elektrik sinyal), ve bilgisayardan (data toplanmasi, saklanmasi, sunumu ve analizi)

olusur.

Fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE) gibi florokrom
maddelerle konjuge olmus monoklonal antikorlarla isaretlenmis hiicreler siispansiyon
halinde hava basinci ile sheath fluid iginden gegcirilir. Sheath fluid i¢indeki sivinin
akist ¢ok hizli oldugundan yiiksek bir basing olusturur ve bu basing ile hiicreler cam
veya kuartzdan yapilmis (flow chamber) akis kabinine gelirler. Bu kabinin geometrik
sekli ve sivinin laminer akisi, hiicrelerin tek sira halinde gegisini saglar ve tek sira
halindeki hiicreler lazer 15181 icinden gecerek goriiniir hale gelirler. Lazer kaynag:
olarak; argon iyonu, kripton, helium-kadmium, helium-neon veya daha yiksek
yogunluktaki 151k kaynaklart kullanilir. Isaretlemede kullanilan problar lazer
kaynagiyla eksite olup, farkli bir dalga boyunda emisyon gosterirler ve bu sayede
dedekte edilebilirler. Genellikle lazer kaynag: olarak Argon iyonu kullanilir ve FITC,
PE, propidium iodide (PI) gibi florokrom maddelerin 488 nm’de eksitasyonu
saglanir. Hiicreye bagli florokrom lazer 15181 ile belli bir dalga boyunda aktiflenir ve
bu enerjiyle farkli bir dalga boyunda 1sin yayar. ileri ve yana olan 151k sagilimia
gore hiicre boyutu, i¢ yapist hakkinda, prob baglanma yogunluguna gore de antijenik
Ozellikleri hakkinda bilgi edinilir. Aktiflenme sonucu agiga ¢ikan floresan
fotodiodlarla toplanir, Photo Multiply Tubes (PMT’s) ile elektrik sinyaline ¢evrilerek
amplifiye edilir ve sonuglar bilgisayara aktarilir. [Gazioglu, 2004]

Flow sitometri cihazinda bulunan dedektér ve filtreler: FSC (Forward

Scatter Channel; ileri sa¢ilim kanal) dedektorii; hiicrenin boyutu hakkinda bilgi verir.
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SSC (Side Scatter Channel; yana sacilim kanal) dedektorii hiicre graniil igerikleri
hakkinda bilgi verir. Floresan Filtreler ve dedektorler; degisik dalga boylarindaki
floresan Ol¢limler, florokromla isaretlenmis hiicre ylizey reseptorleri veya sitokin ve

DNA gibi intraseliiler molekiiller hakkinda bilgi verirler. [Gazioglu, 2004]
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Sekil 3.1. Akim sitometri cihazinin ¢alisma semasi [Sabban, 2011].

Caligmada degerlendirme yapilirken oncelikle 6nden sacgilim (Forward
Scatter: FSC) ve yandan sacilim (Side Scatter: SSC) histograminda hiicrelerin
biiyiikliik ve graniil igeriklerine gore bilgisayar ortamina yansitilip lenfositler, diger
periferik kan hiicrelerinden karakteristik gdriinlim ve yerlesim yerleri esas alinarak
ayrildi ve lenfosit kapist (gating) belirlendi. Alinan kapi igerisinde 10.000 hiicre
saydirilirak, lenfosit kapisinda CD45, CD3, CD4, CD8 ve CD20 yiizdeleri

degerlendirilmistir.
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Sekil 3.2. Lenfosit yiizdelerini belirlemek i¢in kapilama (gating) yapilmasi [Gilmor,
2010].
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Sekil 3.3. Kapilanan lenfosit bolgesi baz alinarak CD4 yiizdesinin belirlenmesi
[Taneli, 2007].

3.2.3. Istatistiksel Degerlendirme

Her bir uygulama doéneminde uygulama ve kontrol gruplarinin
karsilastirilmasinda Independent Samples t-test, farkli uygulama donemlerinin
birbirileriyle karsilagtirilmasinda ise One-Way ANOVA kullanilmistir. Varyans
analizi sonucunda 6nemli farklilik gosteren alt gruplarin belirlenmesinde Tukey HSD
Post hoc testinden yararlanilmistir. Gruplarin tanimlayici istatistikleri ortalama +
standart sapma cinsinden tablo halinde 6zetlenmistir. Istatistik analizler SPSS v.11.5

paket programu ile yapilmis ve 6nemlilik diizeyi 0,05 olarak alinmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. Kontrol ve Uygulama Gruplar1 i¢cin Akim Sitometri Caligma Sonuglart

30 gunlik TiO2 uygulamasinin T ve B lenfositler tizerine etkisi ¢izelge

4.1.’de verilmis olup, ¢izelgede TOTAL kavrami, akim sitometrik analizde boyanan

tiim bolgeyi, GATE ise kapilanan lenfosit bolgesini ifade etmektedir.

Cizelge 4.1. Kontrol grubu ve 30 giin TiO2 uygulamasinin T ve B hiicre markerlart

Uzerine etkisi

[Gruplar [ KontrolGrubu |  Uygulama Grubu |
Ort. £ Ss Ort. £ Ss
CD45 TOTAL 28,40 £ 7.57 25,42 + 3,63
CD3 GATE 97,93+1,32 98,04 + 2,09
CD3 TOTAL 24,90 + 5,88 20,10 £ 5,2
CD4 GATE 74,35 + 14,43 73,70 £ 6,13
CD4 TOTAL 22,83 +£7,77 16,13 + 2,28*
CD8 GATE 12,29+ 271 12,43 + 2,24
CD8 TOTAL 3,92+0,9 2,90 £0,72*
CD20 GATE 1,58+1,24 0,97+ 0,81
CD20 TOTAL 0,44 +£0,31 0,21+0,16

n=8; p<0,05 (Sonugclar ylizde olarak verilmistir.)
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30 gunlik TiO2 uygulamasinin ardindan ilk disekte edilen kontrol ve
uygulama gruplarmin istatistik verileri degerlendirildiginde; CD45 GATE miktarinin
uygulama grubunda kontrol grubuna gore arttigi (p<0,05) goriliirken, TOTAL
bolgede CD45 miktar1 kontrole gore azaldigr ancak bu azalmanin anlamli olmadig:
tespit edilmistir. CD3 GATE, uygulama gruplarinda kontrol grubuna gore artarken,
CD3 TOTAL miktart uygulama gruplarinda azalmis ancak bu artig ve azalislar
anlamli bulunmamistir (p>0,05). 30 giinliik uygulama sonrasi, CD4 GATE ve CDS8
GATE miktarinda uygulama grubunda kontrole gore anlamli olmayan bir azalma
gozlenirken, CD4 TOTAL ve CD8 TOTAL miktar1 ise uygulama grubunda kontrole
gore anlamli olarak azalmistir (p<0,05). CD 20 GATE ve CD 20 TOTAL miktarlari
uygulama gruplarinda kontrol grubuna gore azalmis ancak bu artiglar istatistiksel

olarak 6nemli bulunmamaistir (p>0,05).

Planlanan tez calismasinda, 30 giinliik TiO2 uygulama sonrasi meydana
gelen degisimlerin diizelme siiresi de incelenmistir. Bunun i¢in 30 giinliik uygulama
sonras1 siganlara herhangi bir doz uygulamas: yapilmamis bir grup 15. Giinde bir
grup 30. Giinde disekte edilerek CD45, CD3, CD4, CD8 ve CD20 yuzdeleri analiz
edilmistir. 15 giinliik bekleme grubunda meydana gelen degisimler kontrol grubu
verileri ile karsilastirilarak ¢izelge 4.2°de verilmistir. iki grubun karsilastirilmasinda t

testi yapilmus istatistiksel onem sinir1 p<0,05 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Uygulama kesildikten 15 giin sonra TiO2‘in T ve B hiicre markerlar

Uzerine etkisi

Gruplar Kontrol Grubu 15 Ginluk Bekleme Grubu
Ort. £ Ss Ort. £ Ss
CD45 TOTAL 12,88 + 8,58 16,42 + 7,81
CD3 GATE 78,39 £ 17,43 90,3 £9,94
CD3 TOTAL 1558 + 2,9 18,29 + 7,81
CD4 GATE 80,27 £ 17,56 92,41 + 9,17
CD4 TOTAL 17,40 + 3,03 19,25 + 7,26
CD8 GATE 14,59 + 7,28 10,96 + 2,65
CD8 TOTAL 4,41 + 296 2,1+0,87
CD20 GATE 10,60 + 8,4 19,09 + 7,49*
CD20 TOTAL 2,67 1,47 3,74+191

n=8; p<0,05 (Sonuglar yiizde olarak verilmistir.)

TiO2 uygulamast kesildikten sonraki 15 giinliik siirecin sonunda disekte edilen
sicanlarin flow sitometrik verileri istatistik olarak degerlendirildiginde; 15 giinliik
bekleme grubundan CD45 GATE ve CD45 TOTAL miktarinda artis goriilmiistiir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda CD45 GATE deki artis anlamli bulunurken
(p<0,05), CD45 TOTAL miktarindaki artis ise anlamli bulunmamistir (p>0,05).
Yine 15 glnlik bekleme grubunda CD3 GATE, CD3 TOTAL ve CD4 GATE, CD4
TOTAL miktarlar1 kontrol grubuna gore artmis bu artiglar da anlamli bulunmamastir.
CD8 GATE ve CD8 TOTAL degerleri ise 15 giinliikk bekleme grubunda kontrole
gore azalmistir (p>0,05). 15 giinlik bekleme grubunda CD20 GATE miktarinin
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kontrol grubuna gore artist anlamliyken (p<0,05), CD20 TOTAL artis1 anlaml
degildir (p>0,05).

30 giinliik bekleme siiresi ve kontrol grubu karsilastirilmalar ¢izelge 4.3°de
verilmistir. Iki grubun karsilastirilmasinda t testi yapilmis istatistiksel dnem simir1

p<0,05 olarak belirlenmistir

Cizelge 4.3. Uygulama kesildikten 30 giin sonra TiO2‘in T ve B hiicre markerlar

Uzerine etkisi

Kontrol Grubu 30 Gunluk Bekleme Grubu
Ort. £ Ss Ort. £ Ss
CD45 TOTAL 16,74 £ 5,55 23,42+11,41
CD3 GATE 94,87 +1,94 94,82 +4,73
CD3 TOTAL 17,16 + 4,16 24,73 £8,9*
CD4 GATE 91,39 £5,19 85,22 + 28,71
CD4 TOTAL 15,87 + 4,98 24,07 +11,61
CD8 GATE 8,31+4,39 7,08 + 4,66
CD8 TOTAL 1,34+ 0,78 1,95+1,27
CD20 GATE 0,88 +1,42 1,57 +£1,82
CD20 TOTAL 0,11+0,13 0,41+0,54

n=8; p<0,05 (Sonuglar yiizde olarak verilmistir.)

Kontrolle karsilastirildiginda 30 giinliik bekleme grubunda CD45 GATE
orani azalirken, CD45 TOTAL degerleri artmis ancak bu artiglar istatistiksel olarak
anlamli degildir. 30 giinliik bekleme grubundaki CD3 GATE miktar1 kontrol grubu
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ile benzer ortalama degerde sahipken CD3 TOTAL orani ise kontrole gore artmigtir
(p<0,05). CD4 GATE ve CD8 GATE miktarlar1 30 giinlik bekleme grubunda
kontrole gore azalmis, CD4 TOTAL ve CD8 TOTAL miktar1 ise artmistir. Ancak
CD4 ve CDS8 degerlerindeki bu artis ve azalislar anlamli bulunmamistir. CD20
GATE ve CD20 TOTAL miktar1 30 giinliik bekleme grubunda kontrole gore artmis
ancak artiglar anlamli bulunmamaistir (p>0.05).

TiO2 in siireye baglh etkisinin degerlendirildigi ¢alismada 15 ve 30 giinlikk
bekleme siireleri kendi aralarinda ve uygulama grubu ile karsilagtirilmis verilere ait
varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.4. de verilmistir. Varyans analizi sonuglari iginde

istatistiksel onem sinir1 p<0,05 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.4. 30 gunliik TiO2 uygulama sonrasi bekleme siirelerinin karsilagtiriimasi.

Uygulama grubu 15 gun bekleme 30 giin bekleme
grubu grubu
Ort+Ss Ort +Ss Ort. + Ss.

CD45 TOTAL 25,42 + 3,63 16,42 + 7,81 23,42 +1141
CD3 GATE 98,04 + 2,09 90,3+9,94 94,82 +4,73
CD3 TOTAL 20,1+5,2 18,29 + 7,81 24,73+ 8,9
CD4 GATE 73,71+ 6,13 92,41 +9,17* 85,22 + 28,71
CD4 TOTAL 16,13 + 2,28 19,25 + 7,26 24,07 £11,61
CD8 GATE 12,43 + 2,24 10,96 + 2,65 7,08 £+ 4,66*
CD8 TOTAL 2,9 £0,72 2,1+0,87 1,95+1,27
CD20 GATE 0,97 +0,81 19,09 + 7,49* 1,57 +£1,82*
CD20 TOTAL 0,21+0,16 3,74 +£191* 0,41 +0,54*

n=8; p<0,05 (Sonugclar yiizde olarak verilmistir.)
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30 gunluk TiO2 uygulama sonrast 97,39 + 1,11 olan CD45 GATE
ortalamasi 15. giinliik bekleme siiresinde 82,7 + 17,25 diismiis, 30 giinliik beklemede
ortalama 87,95 + 28,5 olustur. CD45 TOTAL degerleri 30 giinliik uygulama sonrasi
25,42+ 3,63, 15 giinliik beklemede bu deger 16,42+ 7,81 diismiis, 30 giin bekleme
gruplarinda 23,42 + 11,41 olmustur. CD3 GATE ortalamas1 30 giinlik uygulama
sonrast 98,04 + 2,09 iken, 15 giinliik bekleme siiresi sonras1 90,3 + 9,94 olmus, 30
giinliik bekleme sonras1 94,82 + 4,73 olmustur. 30 giinliilk uygulama sonras1 20,1 +
5,2 olan CD3 TOTAL ortalamasi, 15 giinliik bekleme siiresinde 18,29 + 7,8130
giinlik bekleme sonrasi ise 24,73 + 8,9 olmustur. CD4 GATE degeri 30 giinliikk
uygulama sonrasi 73,71+ 6,13 iken, 15 giinliik bekleme grubunda istatistiksel olarak
onemli artmis 92,41 + 9,17 olustur (p<0,05). 30 giin bekleme grubunda artan CD4
GATE degeri 85,22 + 28,71 olmugtur. 30 giinliik bekleme grubu ortalamasi
uygulama grubundan yiiksek, 15 giinlilk bekleme siiresindeki degerden diistiktiir.
CD4 TOTAL degeri 30 giinlik uygulama grubunda 16,13+ 2,28 bulunmus, 15
bekleme grubu ve 30 giinliik bekleme gruplarinda ortalamalar artmistir (sirasiyla
19,25 £7,26; 24,07 + 11,61). 30 giin bekleme grubundaki artis daha fazladir. CD8
GATE ortalama degeri 30 giinliik uygulama grubunda 12,43 + 2,24 olarak tespit
edilmis, 15 giin ve 30 giin bekleme gruplarinda CD8 GATE ortalamasi azalmistir. En
diisiik deger 30 giin bekleme grubunda tespit edilmistir. CD8 TOTAL degerleri 30
gunlik uygulama grubunda 2,9 + 0,72; 15 gin bekleme grubunda 2,1 +
0,87; 30 giin bekleme grubunda 1,95 + 1,27 olarak tespit edilmistir. 30 giinliik
uygulama grubunda 0,97 + 0,81 olarak bulunan CD20 GATE ortalama degeri 15
giinliik bekleme grubunda istatistiksel olarak onemli sekilde artmis, 19,09 + 7,49
olmustur. 30 giinliik bekleme grubunda CD20 GATE ortalamas1 1,57 + 1,82 olarak
bulunmustur. CD20 TOTAL degeri 30 giinliik uygulama grubunda 0,21 +
0,16; 15 giin bekleme grubunda artmis 3,74+ 1,91 olmustur. 30 giin bekleme
grubundan elde edilen CD20 TOTAL degeri 0,41 £+ 0,54° dir. Bu ortalama deger 30
giinlik uygulama grubundan istatistiksel olarak Onemli sekilde yiliksek, 15 giin

bekleme grubuna gore ise istatistiksel olarak 6nemli sekilde disiiktiir ( p<0,05).
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4.1.2. Kontrol ve Uygulama Gruplari i¢in Tam Kan Calisma Sonuglar
TiO2’in kan parametreleri tizerine etkisini 6l¢gmek i¢in kontrol grubu ve 30

gunlik TiO2 uygulama gruplarinin karsilastirilmasi igin t test yapilmuis, istatistiksel

onem smir1 p<0,05 olarak belirlenmistir (gizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. 30 gun boyunca uygulanan TiO2 ‘in kan parametreleri iizerine etkisi.

WBC (10%/p) RBC (10%/ul) HGB (g/dl) HCT (%) PLT (10%/p) LEN (10%/p) %LEN (%)
Ort. £ Ss Ort. £ Ss Ort. £+ Ss Ort. £ Ss Ort. £ Ss Ort. £ Ss Ort. £ Ss
Kontrol 7.87 1,97 8,16 + 1,63 14,35+ 0,58 41,57 £ 2,16 751,12+109,04 5,33+1,39 67,67 +6,43

Grubu

Uygulama 7,63 3,37 8,45 + 0,53 14,27 + 0,79 420 1+ 3,05 718,87+179,15 472 +1,98 62,45 + 4,84
Grubu

(n=8; p<0,05)

31



Sunar, S. 2014.Titanyum Dioksit Nanopartikiillerinin Si¢an T ve B Lenfositleri Uzerine Olan Etkilerinin Arastiriimast, Yiksek
Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

30 gunluk TiO2 uygulamasi sonrasi uygulama grubu ve kontrol grubu tam
kan sonuglar1 incelendiginde, WBC, RBC, HGB ve HCT degerleri agisindan benzer
ortalama degerler goze carpmaktadir. PLT sayisi ortalamasi kontrol grubunda
751,12; 30 gunluk uygulama grubunda 718,87 olarak bulunmustur. Degerler
arsindaki fark istatistiksel olarak onemli degildir. Kontrol grubu ve uygulama
grubunda LEN sayist ve % LEN degerleri agisindan da istatistiksel olarak fark
yoktur.

Planlanan tez c¢alismasinda, 30 ginlik TiO2 uygulama sonrast kontrol
grubuna gore meydana gelen degisimlerin diizelme siiresi de incelenmistir. 30 gilinliik
uygulama sonrasi sicanlara herhangi bir doz uygulamasi yapilmamis 15 giinlik
bekleme siiresi sonrast meydana gelen degisimler ile kontrol grubuna ait veriler
cizelge 4.6 da verilmistir. ki grubun karsilastirilmasinda t testi yapilmis istatistiksel

onem sinir1 p<0,05 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. 30 giinliik TiO2 uygulamasi kesildikten sonra 15 giin bekleme siiresinin kan parametreleri tizerine etkisi.

WBC (10%/u) RBC (10%ul) HGB (g/dL) HCT (%) PLT (10%/p) LEN (10%/p) %LEN (%)
Ort+ Ss Ort+ Ss Ort+ Ss Ort+ Ss Ort + Ss Ort+ Ss Ort + Std
Kontrol 4,6+ 0,35 8,32+ 0,59 14,36+ 0,33 28,8+1,27 874,62+ 129,67 3,31+ 0,56 7166+79
Grubu
15gin 9,08+ 2,18* 9,04+ 0,55* 14,56+ 0,78 45 8+2 52* 865,75+ 1244 4,72 +154* 59,78+ 7,59*
Bekleme
Grubu
(n=8; p<0,05)
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15 giinliik bekleme siiresi sonunda WBC ortalama sayisi, kontrol grubu i¢in
4,6+ 0,35; 30 gin TiO2 uygulanmig grup igin ise 9,08+ 2,18 olarak olgiilmiistiir.
Uygulama grubunda goriilen artis istatistiksel olarak onemlidir. RBC ortalama
degeri, kontrol grubu icin 8,32+ 0,59, uygulama grubu icin 9,04+ 0,55 olarak
bulunmustur. 15 giinliik bekleme stiresi sonunda, uygulama grubu RBC degerinde
goriilen bu artis istatistiksel olarak anlamlidir. HCT degerlerinin ortalamasi, kontrol
grubu icin 28,8+1,27 uygulama grubu icin ise 45,8+2,52 seklinde oOlgiilmiistiir.
Uygulama grubunun HCT degerinde goriilen artis istatistiksel olarak Onemlidir.
Kontrol grubunda 3,31+ 0,56 olarak bulunan ortalama LEN sayis1, uygulama sonrasi
15 gin bekleme grubunda 4,72 + 1,54 olarak o6lgilmiistiir. Uygulama grubunda
gozlenen artig istatistiksel olarak Onemlidir. Ortalama % LEN degeri kontrol
grubunda 71,66 7.9, uygulama grubunda ise 59,78+ 7,59 olarak bulunmustur.
Uygulama grubu %LEN degerinde goriilen bu azalis istatistiksel olarak onemlidir.
Ortalama HGB ve PLT sayilar1 acisindan ise benzer ortalama degerler goze

carpmaktadir. Degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir.

Kan parametrelerinde 30 gilinlik uygulama sonrasi siganlara herhangi bir
doz uygulamasinin yapilmadigr 30 giinliik bekleme siiresi sonrast meydana gelen
degisimler ile kontrol grubuna ait veriler ¢izelge 4.7 de verilmistir. iki grubun
karsilagtirilmasinda t testi yapilmis istatistiksel ©nem sinir1 p<0,05 olarak

belirlenmistir

34



Sunar, S. 2014.Titanyum Dioksit Nanopartikiillerinin Sican T ve B Lenfositleri Uzerine Olan Etkilerinin Aragtinlmast, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

Cizelge 4.7. 30 giinliik TiO2 uygulamasi kesildikten sonra 30 giin bekleme siiresinin kan parametreleri tizerine etkisi.

WBC (103/u) RBC (106/ul) HGB (g/dL) HCT (%) PLT (103/u) LEN (103/u) %LEN (%)
Ortx Ss Ort+ Ss Ort + Ss Ortx Ss Ort £ Ss Ortx Ss Ort+ Ss

Kontrol 8,46+ 1,99 8,26+ 0,68 13,97+ 1,02 42,6+ 2,67 657,25+213,18 556+ 1,25 66,27+ 6,04
Grubu

30giin 5,12+ 0,53* 6,64+ 0,52* 10,13+ 0,25* 29,01+ 0,57 201,25+ 67,4* 355+ 0,6* 69,39+ 8,18
Grubu

(n=8; p<0,05)
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TiO2 uygulamasinin ardindan 30 giin bekleme siiresi sonunda WBC
ortalama sayisi, kontrol grubunda 8,46+ 1,99, uygulama grubunda 5,12+ 0,53 olarak
Olclilmiistiir. Uygulama grubu WBC deger ortalamasinda goriilen bu diisiis
istatistiksel olarak 6nemlidir. Kontrol grubunun ortalama RBC sayisi, 8,26+ 0,68
olarak bulunurken uygulama grubunun ortalama RBC sayisi 6,64+ 0,52 olarak
Olclilmiistiir. Uygulama grubunda tespit edilen bu diisiis istatistiksel olarak
anlamlidir. Ortalama HGB sayis1 kontrol grubu igin 13,97+ 1,02, uygulama grubu
icin 10,13+ 0,25 olarak tespit edilmistir. Uygulama grubunun ortalama HGB
sayisinda goriilen bu diisiis istatistiksel olarak anlamlidir. Kontrol grubu igin
ortalama HCT degeri 42,6+ 2,67, uygulama grubu i¢in ise ayn1 parametrenin degeri
29,01+ 0,57 olarak Oolgilmiistir. Uygulama grubunda izlenen ortalama HCT
degerinde goriilen diisiis istatistiksel olarak 6nemlidir. Ortalama PLT sayist kontrol
grubu i¢in 657,25+ 213,18, uygulama grubu i¢in 201,25 + 67,4 olarak dlgiilmiistiir.
Uygulama grubunun ortalama PLT degerinde goriilen bu diisiis istatistiksel olarak
onemlidir. Kontrol grubu ortalama LEN sayisi 5,56+ 1,25 olarak bulunurken,
uygulama grubu i¢in bu deger 3,55 £ 0,6 olarak Sl¢iilmiistiir. Uygulama grubunun
ortalama LEN sayisinda tespit edilen diisiis istatistiksel olarak anlamlidir. 30 giin
bekleme siiresi sonunda Ol¢iilen ortalama %LEN degeri agisindan kontrol ve

uygulama gruplari arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur.
TiO2 in kan parametreleri iizerine slireye bagh etkisinin degerlendirildigi

calismada 15 ve 30 giinliik bekleme siireleri kendi aralarinda ve uygulama grubu ile

karsilastirilmis verilere ait varyans analizi ¢izelge 4.8. de verilmistir.
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Cizelge 4.8. 30 glin uygulanan TiO2 ‘in kan parametreleri iizerine siireye bagl etkisi.

WBC (10%/u) RBC (10%/ul) HGB (g/dL) HCT (%) PLT (10%/p) LEN (10%/u)  %LEN (%)
Ort+ Std Ort+ Std Ort+ Std Ort+ Std Ortt Std Ort+ Std Ort+ Std

Uygulama 7,63+ 3,37 8,45+ 0,53 1427+ 0,79 42,01+ 3,05 718,87+ 179,15 4,72+ 198 6245+ 484

15gin 9,08+ 2,18 9,04+ 0,55 1456+ 0,78 458+ 252 865,75+ 1244 543+ 154 59,78+ 7,59
Bekleme

30.gln 5,12 + 0,53* 6,64+ 052* 10,13+ 0,25 29,01+ 0,57 201,25+ 67,4* 355+ 0,6 69,39+ 8,18*
(n=8; p<0,05)
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30 glnlik TiO2 uygulamasi sonrasi ortalama WBC sayist 7,63 + 3,37 olarak
tespit edilmistir. Uygulamanin yapilmadigi 15 giinliik bekleme grubunda ortalama
WBC sayist 9,08+ 2,18 ve 30 giin bekleme grubunda 5,12 £ 0,53 olmustur. 30
giinliik bekleme siiresi sonras1 meydana gelen azalma ilk uygulama ve 15 giinliik
bekleme grubuna gore istatistiksel olarak dnemlidir. 30 gunlik TiO2 uygulamasi
sonrast 8,45+0,53 olarak belirlenen ortalama RBC sayisi, 15 giinliik bekleme
grubunda 9,04+ 0,55, 30 giin bekleme grubunda ise 6,64+ 0,52 olarak tespit
edilmistir. 30 giin bekleme grubunda gozlenen azalma, ilk uygulama ve 15 gin
bekleme grubuna gore istatistiksel olarak Onemlidir. Ortalama HGB miktari, 30
gunlik TiO2 uygulamasi sonrast 14,27 £+ 0,79 olarak ol¢iilmiistiir. 15 giin bekleme
grubunda 14,56 + 0,78 olarak tespit edilen ortalama HGB sayisinin 30 giin bekleme
grubu icin degeri 10,13+ 0,25 olarak bulunmustur. 30 giin bekleme siiresi sonunda
tespit edilen azalma, ilk uygulama ve 15 glin bekleme grubuna gore istatistiksel
olarak 6nemlidir. 30 gunlik TiO2 uygulamasinin ardindan 42,01+ 3,05 olarak Slgiilen
ortalama HCT degeri, 15 giinliik bekleme grubunda 45,8 + 2,52 olarak 6l¢iilmiistiir.
30 giin bekleme grubunda ise ortalama HCT degeri 29,01+ 0,57 olarak dl¢iilmiis ve
degerde goriilen bu diisiis, ilk uygulama ve 15 giin bekleme grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Ortalama PLT sayisi, 30 giinliik uygulama grubunda,
718,87+ 179,15 olarak tespit edilmistir. 15 giinliik bekleme grubunda bu deger
865,75+124,4 olarak bulunmus, 30 giinliik bekleme grubunda ise ortalama PLT
sayisinda diislis gozlenmis ve 201,25+ 67,4 olarak Olgiilmiistiir. Ortalama PLT
sayisinda gozlenen azalis, uygulama ve 15 giin bekleme gruplarina gore istatistiksel
olarak dnemli bulunmustur.

Ortalama LEN sayisi, 30 giinlik TiO2 uygulama grubunda 4,72+ 1,98, 15 gln
bekleme grubunda 5,43 + 1,54, 30 glin bekleme grubunda ise 3,55+ 0,6 olarak tespit
edilmistir. Ancak gozlemlenen bu fark, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. 30
gunlik TiO2 uygulamasi sonrasi olgiilen ortalama %LEN degeri 62,45 + 4,84 olarak
Olgtilmistiir. Uygulamanin yapilmadigr 15 giinlik bekleme grubunda ortalama
%LEN degeri 59,78+ 7,59 ve 30 giin bekleme grubunda 69,39+ 8,18 olmustur. 30
giin bekleme grubunda goriilen artis, uygulama ve 15 giin bekleme grubuna gore

istatistiksel olarak 6nemlidir.
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4.2. TARTISMA

Nanopartikiillerin kullaniminin artmasi, potansiyel bir nanopartikiil kirliligine
sebep olmaktadir. Bundan dolay1 6zellikle son 5 yildir nanotoksikolojik ¢alismalarda
bir artis goriilmektedir. Yapilan bu caligmalarla nanopartikiillerin oksidatif strese
bagli karaciger hasarina yol actig1 ortaya konmustur. Ayrica immiin sistemi uyararak
veya baskilayarak etkiledigi rapor edilmistir. Bu ¢alismada 30 giin siireyle nano-
TiO2’¢ maruz birakilan siganlarda, sistemik immiin yanitlarinda olusabilecek
degisimlerin gozlenmesi i¢in kemik iligindeki B ve T lenfosit proliferasyonu ve
periferik kan degerleri 6l¢iilmiistiir. Ayrica nano-TiO2 uygulamasini takiben 15 ve 30
giinliik bekleme siireleri sonras1 da B ve T lenfosit proliferasyonu ve periferik kan
degerleri degerleri olgililerek immiin sistem {izerine etki siiresi tespit edilmeye

calisilmgtir.

Calisma sonuglarina gore 30 giinliik TiO2 uygulamasi sonrasi ortalama CD45
GATE miktarimin uygulama grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
onemli sekilde arttigi, ortalama CD4 TOTAL ve CD8 TOTAL miktarinin ise
uygulama grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli sekilde azaldigi
goriilmiistiir. Olgiilen ortalama CD45 TOTAL, CD3 TOTAL, CD3 GATE, CD4
GATE, CD8 GATE, CD 20 TOTAL ve CD 20 GATE degerleri istatistiksel olarak

onemli olmasa bile kontrol grubuna gore degisiklikler gostermistir (¢izelge 4.1).

Canli sistemlerde immiin yanitin olusabilmesi i¢in, antijen taninmali ve
gerekli ise antijen sunucu hiicreler tarafindan bir dizi islemden gecirilmeli daha sonra
da T, B hiicreleri aktive edilmelidir. Ayrica yardimc1 T, B ve sitotoksik T hiicre
prokirsorlerinin sayilari arttirilmalidir. Bu mekanizmalar, hiicresel ve hiimoral
immiinite mediatorlerinin farklilasmasina yol agar [Roitt, 2008]. T ve B lenfositlerin
antijenleri ve mutajenleri taniyici reseptdrleri vardir [Friedlaender, 1993]. Immiin
sitem hdcrelerinin fenotipini tayin eden CD antijenleri, hiicre ylizeyinde bulunan
siradan markerlar degillerdir. Bir¢ok sekilde is gorebilir ve organizmada gergeklesen
immun reaksiyonlar icinde 6nemlidirler. Genellikle hiicre icin 6nemli bir reseptor ya

da bag olarak hareket eder bir sinyal kaskadi uyarir ve hiicrenin davranigim
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degistirirler. CDA45, lokosit genel antijeni olup T, B lenfositler ile lenfosit
oncullerinde bulunur. T ve B hicrelerinin antijen reseptorlerini ve bu hucrelerin
biiyiiyiip farklilasmasini diizenler. Erken donem B hiicre dnctillerinde sentezlenmeye
baglar. CD3, T lenfositlerin ve timositlerin yiizeyinde bulunur. Yapisinda
immiinglobulin siiper ailesine ait 4 tane degismez zincir bulunur. Bu zincirlerin
yardimiyla T-hiicre antijen reseptorlerine baglanirlar. T hiicre aktivasyonunda gorev
alan bir protein kompleksidir. CD4, yardimci T hiicrelerinin ylizey belirtecidir. Erken
donem T hiicre aktivasyonunu baglatir. T ve B hiicre iiretimini uyarir. CD8 ise
sitotoksik T hiicre yilizey antijenidir. Hiicre aracili immiiniteden sorumludur.
Herhangi bir alerji durumunda, anerji olusturmak, otoimmdiin bir saldirty1 engellemek
adina CD8 T hiicreler inaktive edilir. CD20 ise B hiicre belirtecidir. Heniiz
olgunlagsmamis olan B lenfositlerde bulunur [ Janeway vd., 2005, Akbar vd., 1988 ].

30 gunlik uygulama sonrasi CD45 artmasi immiin sistemin uyarildigini ifade
etmektedir. CD4 TOTAL ve CD8 TOTAL miktarlar1 ise azalmistir. Duan vd (2010)
farkli dozlarda TiO2’ in CD3, CD4, ve CD8 miktarlarinin azaldigmi rapor
etmiglerdir. Cevresel partikiillerin alerjik reaksiyonlar basta olmak tizere cesitli
immiin sistem rahatsizliklarina yol actigina; uzun dénem maruziyetin astim riskini ve
deri hassasiyetini arttirdigina dair ¢esitli aragtirmalar da bulunmaktadir [Kleinman

vd., 2007, Siegel vd.,2004, Ma vd., 2002, Li, vd., 2008].

Immiin sistem iizerine etki mekanizmasi ile ilgili bir calismada titanyum
dioksite maruz kalan makrofajlar IL-1B, TNF-a, IL-6 sitokinleriyle inaktif
durumdaki T hiicrelerini uyardig, T hiicreleri yardimci1 (CD4+) ve sitotoksik (CD8+)
T hucrelerine farklilastigi ifade edilmistir. Mekanizmanin devaminda yardimcr T
hiicreleri Th1 ve Th2 olarak kendi i¢lerinde farklilagsmakta, bu stiregte 1L-4, IL-5, IL-
10 sitokinleri T hiicreleri, alerjik ve otoimmiin yanitlarla alakali olan Th2 hiicrelere
dontistirmektedir. Aktive olan Th2 htcreleri IgE uretilmesi igin B hicreleri aktive
etmektedir. Park vd. (2010), titanyum dioksit nanopartiklllerinin intratrakeal
instillasyondan hemen bir giin sonra bronko alveolar lavaj icindeki Th2
sitokinlerinden olan IL-4 ve IL-5’in sirasiyla 14.4 ve 4.9 kat arttigin1 rapor

etmislerdir. Her ne kadar hem Thl hem de Th2 sitokinleri es zamanli olarak artis
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gosterse de Th2 hiicreleri ilk yanitta B hiicrelerini uyarmada daha etkindir. Thl
hiicreleri ise daha ¢ok makrofajlar1 aktive eder ve gecikmis tip yanitta gorev alir
[Park vd., 2009]. Yapilan bir baska ¢alismada nanopartikiil uygulamasinin ardindan
mast hiicre aktivasyonuna bagli olarak hem pulmoner hem de kardiyovaskiiler sistem
etkilendigi gosterilmistir [Shannahan vd., 2012]. Dolayisiyla immiin hiicrelerin
aktivasyonu bagka sistemleri de etkileyen siireci baslatabilmektedir.

CD4 hiicreler, diger hiicrelerin biiyliimelerini ve farklilagsmalarini uyarabildigi gibi , T
hlcre blylme faktori ya da IL-2 de iiretebilir. Bundan dolay1 T lenfosit diizeyine
bakilarak immiinolojik durum veya organizmalarin immiin diizeyleri belirlenebilir

[Domzig vd., 1983].

Fukami ve arkadaslarinin yaptig1r ¢alismada anti-MHC 1 antikorlar1 intra
bronkial yoldan verilmis, MHC 1 geninin otoimmiin rahatsizliklarda aktivitesinin
artarken; MHC II geninin alerjik reaksiyonlarda arttig1 rapor edilmistir [Fukami vd.,
2009]. Yapilan diger bir ¢alismada ise nano-TiO2 0.5mg/kg, 4 mg/kg ve 32 mg/kg’lik
dozlar halinde haftada iki kere verilmek (zere intratrakeal yoldan 4 hafta boyunca
sicanlara uygulanmis. Sonugta 32mg/kg doz uygulama yapilan sigan grubunda B
lenfosit sayis1 6nemli dl¢iide artig gosterirken, T lenfosit sayis1 i¢in hi¢cbir uygulama
grubunda anlamli bir degisim olmamustir. [Fu vd., 2014]. Ancak nanopartikillerin
yiizey yapilarn ve biiyiiklikleri gibi fizikokimyasal ozellikleri, bu maddelerin
lenfosit, fagosit ve mast hiicresi gibi immiin sistem elemanlariyla etkilesimlerinde

farkliliklara neden olurlar [Fischer ve Chan, 2007].

Titanyum dioksit’in immiin sistem {izerindeki ciddi etkisinin, tirettigi reaktif
oksijen tlirevleriyle iliskilendirilmis, reaktif oksijen tiirlerinin enflamatuar yanitlari
tetikledigi ve amfizem, kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH), fibrozis ve
akciger kanseri gibi cesitli hastaliklara sebep oldugu ileri siiriilmiistiir [Reeves vd.,
2008, Park vd., 2009, Kang vd., 2008, Driscol ve Maure, 1991]. Reaktif oksijen
tiirevlerinin birikimi , sitokin iiretimini degistirerek immiin fonksiyonun isleyisine
zarar verdigi cesitli arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir. [Li vd., 2008, Liu vd.,

2010, Liu vd., 2011, Sang vd., 2012].
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30 gilnliik TiO2’in uygulama sonrast meydana gelen degisimler
incelendiginde immiin sistemin etkilendigi goriilmektedir. Uygulama bittikten sonra
sicanlara her hangi bir uygulama yapilmadan 15 ve 30 giin beklenmis, TiO2’in

immiin sitem tizerindeki etki stiresi arastirilmistir.

Uygulama bittikten sonraki 15 giinliik bekleme siiresi sonrasinda 6Slgiilen
ortalama CD45 GATE ve CD20 GATE degerlerinin istatistiksel olarak Onemli
oOlclide arttig1 goriilirken; ortalama CD45 TOTAL, CD3 GATE, CD3 TOTAL, CD4
GATE, CD4 TOTAL, CD8 GATE, CD8 TOTAL ve CD20 TOTAL degerlerinin ise
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmistiir (Cizelge 4.2).
Kontrolle karsilastirildiginda 30 giinliik bekleme grubunda ortalama CD3 TOTAL
degerinin kontrole gore istatistiksel olarak onemli sekilde arttigi tespit edilmis;
Olgllen ortalama CD45 TOTAL, CD45 GATE, CD3 GATE, CD4 TOTAL, CD4
GATE, CD8 TOTAL, CD8 GATE, CD 20 TOTAL ve CD 20 GATE uygulama
degerlerinin ise konrol grubuna gore istatistiksel olarak dnemli olmadig1 goriilmiistiir

(Cizelge 4.3).

Calisma  sonuglarma gére uygulama gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiginda, 15 giin bekleme siiresi sonrasinda Olgiilen ortalama CD4 GATE
degerinin, diger iki uygulama grubuna gore istatistiksel olarak énemli él¢tide yuksek
oldugu bulunmustur. Ortalama CD20 GATE ve CD20 TOTAL degerlerinin 15 giin
bekleme ve 30 gilin bekleme gruplarindan alinan 6l¢limlerinin, ilk giin uygulama
grubu Olcuimlerine gore istatistiksel olarak ©Onemli Olglide yiiksek oldugu

bulunmustur.

Kemik iligi kullandigimiz ¢alismada ise MHC II genine bagl olarak aktive
olan CD4+ miktarinda bir artisg goriiliirken, MHC I’e bagli CD8+ sayisinda ise diisiis
oldugu tespit edilmistir. Ayrica uygulama gruplart arasinda yapilan karsilastirmada
bekleme siireleri sonunda yiliksek oldugu tespit edilen CD20, B lenfosit ylizey
antijenidir. B hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi sirasinda sentezlenir. Erken dénem B
hicre oncullerinde ya da plazma hucrelerinde gorulmez; ge¢ dénem B hicre

Onciillerinde sentezi yapilir [Janeway, 2005]. Bulgulara gére 15 ve 30 gunlik
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bekleme sirelerinde de TiO2 immiin sistem Uzerine etkisi devam ediyor veya bozulan

immiin fonksiyonun diizelmedigi soylenebilir.

Hematolojik  veriler insan ve hayvanlarin fizyolojik durumunu
degerlendirebilmek i¢in Onemli parametrelerdir. Hematolojik parametrelerdeki
degisimler canlinin ¢evre kosullar1 ile yakindan iligkilidir. Bu nedenle calismada
TiO2’ in kan parametreleri lizerine etkisi de incelenmistir. Calisma sonuglarina gore;
TiO2 uygulamasinin bitiminde (30. giinde) Ol¢iilen WBC, RBC, HGB, HCT, PLT,
LEN sayilarinin ve % LEN oranin kontrole gore degismedigi tespit edilmistir
(¢izelge 4.5). Ancak uygulama bitikten sonraki 15 gilinlik bekleme siiresi sonrasi
WBC, RBC, HCT, LEN sayilarinin ve % LEN oraninin arttigi tespit edilmistir
(cizelge 4.6). 30 giinlik bekleme suresinde ise WBC, RBC, HGB, HCT, PLT, LEN

sayilarinin kontrole gore azaldig1 tespit edilmistir (¢izelge 4.7).

WBC, enfeksiyoz hastaliklar sirasinda ya da viicuda giren yabanci bir
maddeye kars1 immiin sistem tarafindan {iretilen savunma hiicreleridirler [Maton vd.,
1997]. 15 giinlik bekleme siiresi sonunda WBC sayist artis1 ile birlikte LEN
sayilarinin ve % LEN artmasi enfeksiyonal yanit olarak degerlendirilebilinir. RBC,
en yaygin bulunan kan hicreleridir ve asli olarak goérevleri hiicre solunumunun
gerceklesmesi ve ATP iiretilebilmesi i¢in gerekli oksijeni, dolasim sistemi yoluyla
ihtiyac duyulan dokulara gétirmektir. Bununla beraber eritrositler, sekonder olarak
viicut savunmasina katilirlar. Eger organizmaya giren bir patojen yiiziinden hiicre
yikimma ugrarlarsa, a¢iga cikan hemoglobinleri araciligiyla serbest radikaller
iretirler [Jiang vd., 2007]. Calismada 15 giinliik bekleme sonras1 RBC artis1 viicut
savunmasi i¢in artig olarak yorumlanabilir. HCT eritrositlerin total kana gore hacim
yiizdelerini gosterir. Yaklasik olark HGB degerinin 3 katidir. Dehidrasyon
durumunda ya da myeloproliferatif hastaliklarda oldugu gibi kemik iligindeki
eritrosit liretiminin asir1 arttid1 durumlarda HCT degeri yiikselir. Demir eksikligi, kan
kayb1, bobrek hasarina bagli eritropoietin sentezinin azalmasina bagli olarak da HCT
degeri diiser [Jelkmann, 2004]. Calismada 15 giinliik bekleme siiresi sonras1t HTC

artis1 dehidratasyon olarak yorumlanabilir.
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Nanopartikillerin periferik kana olan etkilerini arastiran bir dizi c¢alisma
sonucunda, pozitif yiikli nanopartikiillerin sitotoksik oldugu ve pihtilasmay1
arttirdig1 gozlenirken kuvartz gibi ylizeyleri pozitif yiiklii olmayan partikiillerin de
pihtilagsmayi tetikledigi raporlanmistir [Najlah vd., 2007, Jevsprasephant vd., 2003,
Hadnagy vd., 2003]

Duan ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, 30 giin boyunca her giin
siganlara anatas TiO2, 125mg/kg ve 250mg/kg olarak iki doz halinde verilmis ve
uygulamanin bitiminden hemen sonra yapilan Ol¢limlerde ise viicut agirliklarinin
azaldig1, karaciger, bobrek, dalak, timus yapilarinda ciddi hasarlar olustugu
gozlenmis. WBC, RBC, HGB sayilarinda diisiis; PLT, HCT degerlerinde ise artig
oldugu gozlenmistir [Duan vd., 2010]. Bizim ¢alismamizda; oral olarak uygulanan
titanyum dioksit hemen uygulama sonras1 degil uygulama bittikten sonraki giinlerde
Ozellikle 15. giinde WBC, RBC, HCT, LEN sayilarint ve % LEN oranini arttirmis,
30. gunde WBC, RBC, HGB, HCT, PLT, LEN azalmaya baslamigtir. Bu durumu
diizelme siireci olarak degerlendirebiliriz. Daha 6nce yapilan ¢aligmalar géz Oniine
alindiginda nanopartikiillerin etkileri boyut, tlirli ve uygulanma sekline gore
degismektedir. Netice itibariyle immiin sistem yanitinin etkilenmesine ilaveten
fizyolojik fonksiyonlarin da degistigi bunun da hematolojik parametrelere yansidigi
sOylenebilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Tez c¢alismasi sonuglarina gore; B lenfosit belirtecleri olan CD45+ ve
CD20+ hiicre miktar1 ile yardimer T hiicre belirteci olan CD4+ hiicre miktarinda artis
oldugu goriiliirken, sitotoksik T hiicre belirteci olan CD8+ miktarinda ise bir diisiis
oldugu tespit edilmistir. Lenfosit sayisindaki degisim, immiin cevabin 6nemli bir
basamagini olusturur. Elde edilen sonuglara gore nano-TiO2’in sistemik bir immiin
etki meydana getirdigi diistintilebilir.

Caligmamizda, periferik kan icerigine bakildiginda, uygulamanin hemen
bitiminde yani 30. giinde dl¢iilen WBC, RBC, HGB, HCT ve PLT sayilarinin kontrol
grubuna gore degismedigi ancak 15 giin bekleme sonunda kemik iligi uyarimina ve
sistemik kanda dolastig1 diigiiniilen nano-TiO; varligia bagh olarak RBC, HCT,
LEN sayilarinin ve % LEN oraninin anlamli dlgiide yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu
durumda uygulanan titanyum dioksitin ratlarda 16kosit, eritrosit miktarin1 dolayisiyla
toplam hiicre sayisinin plazmaya oranini arttirdiini, bunun da kanin akiskanligini
azalttigin1 sdyleyebiliriz. Ayrica platelet sayisindaki artigla birlikte pihtilagsma
yatkinliginin arttig diisiiniilebilir.

30 gun bekleme sonunda ise WBC, RBC, HGB, HCT, PLT, LEN
degerlerinin kontrolden de diisiik oldugunu goriiyoruz. HGB, RBC ya da PLT
sayilarindaki azalma kan kaybina, damar hasarma isaret ediyor olabilir. WBC
sayisindaki azalma CD8 T lenfosit hiicrelerin baskilanip, anerji olusturmalar
sebebiyle ya da viicut i¢i hasar goren organlar varsa, bu bolgeler enfeksiyon kapmis
ve lokositler o bolgelere gonderilmesine bagli olarak meydana gelmis olabilir.

Sonug olarak; nano-TiO2’in sistemik immiin yanit tizerinde etkilidir ve bu
etkisi uzun sireli devam edebilmektedir. Nano-TiO2 gibi kullanilan diger
nanopartikiiller ekosisteme karigsmakta, bu da nanopartikiillerin diger cevresel
kirleticilerle birlikte (pestisit, ilag, agir metal vb) toksik etki potansiyellerinin
degistirebilecegini akla getirmektedir. Giderek gelisen teknolojide nanomateryallerin
tiretimi ve kullanimi kaginilmazdir. Dolayisiyla biyolojik sistemlere daha uygun yeni

maddelerin sentezi 6n planda olmalidir.
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