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TiTANYUM DiOKSIiT NANOPARCACIKLARININ YAC-1 LENFOMA
HUCRE SOYU CANLILIGI VE INCE YAPISI UZERINE ETKIiLERI

THE EFFECTS OF TITANIUM DIOXIDE NANOPARTICLES ON VITALITY
AND ULTRASTRUCTURE OF YAC-1 LYMPHOMA CELL LINE

Tugba KOTIL @, Ash ERDOGAN @, Hasan Serdar MUTLU @, Sibel DOGAN ©,
Seyhun SOLAKOGLU

OZET

Amagc: Yaygin kullanim alani olan nanopargaciklarin kanser terapisinde etkili olduklar: bilinmektedir. Calismamizda ge-
nis kullanim alanina sahip titanyum dioksit nanoparcaciklarmin (TiO,-NP) YAC-1 lenfoma hiicre soyu {izerine etkilerini
incelemeyi amagladik.

Gerec ve Yontem: 24°1ii kiiltiir kuyucuklarma ekilen YAC-1 lenfoma hiicreleri iizerine iki (0,1mg/mL, 0,5mg/mL) farkli
konsantrasyonda TiO,-NP’si uygulandi. 24 ve 48 saat sonra hiicreler toplanarak canlilik testi igin sayma kamarasinda sayim
yapild1 ve nicel farklilik Tukey-Kramer ¢oklu karsilastirma testi ile belirlendi. Elektron mikroskop incelemesi igin rutin
takip sonrasi Epon-812 ortamina gémiilen hiicrelerden alinan ince kesitler gegirimli elektron mikroskobu ile incelendi.
Bulgular: YAC-1 hiicrelerinin ¢ogalma indekslerinde TiO,-NP’lerin dozuna ve uygulama siiresine bagl olarak istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azalma izlendi. Elektron mikroskobik incelemede, 24. saatte 0,5mg uygulanmis grupta ve 48. saatte
0,1 ve 0,5 mg uygulanmis grupta mitokondri bozulmasi, otofajik vakuol birikimi ve hem nekrotik hem de apoptotik hiicre
morfolojilerine rastlandi.

Sonug: TiO,-NP’lerinin farkli kanser hiicre soylari {izerinde hiicre liimiinii tetikledigi cesitli calismalarla gosterilmistir. Calis-
mamizda hiicre gogalma indeksi agisindan doza ve siireye bagl azalmaya ek olarak elektron mikroskobik olarak nanopargaciga
maruz kalan hiicrelerde TiO,-NP igeren otofajik vakuol olusumlari, organellerin yapisinda bozulmalar ve apoptotik ve nekrotik
hiicre 6liimiinii gosteren morfolojik degisimleri izledik. Cevremizde siirekli etkilesim halinde oldugumuz bu TiO,-NP’sinin
hiicre lizerinde gosterdigi bu sitotoksik etkinin mekanizmalari, kapsamli arasgtirmalarm konusu olarak degerlendirilmelidir.
Anahtar Kelimeler: Nanopargacik, titanyum dioksit, YAC-1, otofaji, apoptoz

ABSTRACT

Objective: Nanoparticles, which are widely used, are known to be effective in cancer therapy. The aim of this study is to
investigate the effects of titanium dioxide nanoparticles (TiO,-NP) on the YAC-1 lymphoma cell line.

Materials and Methods: TiO,-NP were applied at two different concentrations (0.1mg/mL, 0.5mg/ mL) on cultured YAC-
1 lymphoma cells in 24 well plates. After 24 and 48 hours of treatment the cells were collected and counted for viability
test and the quantitative difference was determined by the Tukey-Kramer multiple comparison test. Cells were embedded
in Epon-812 after routine process for the electron microscope examination. Thin sections of the cells were examined with
Jem Jeol transmission electron microscope.

Cite this article as: Kotil T, Erdogan A, Mutlu HS, Dogan S, Solakoglu S. The effects of titanium dioxide nanoparticles on
vitality and ultrastructure of Yac-1 lymphoma cell line. J Ist Faculty Med 2018; 81(1): 17-24.
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Results: The proliferation index of YAC-1 cells showed a statistically significant decrease with the dose and time depen-
dent of TiO,-NP treatment. Mitochondrial degeneration, autophagic vacuole accumulation and both necrotic and apoptotic
cell morphologies were observed in both TiO,-NP treatment groups via electron microscopic evaluation.

Conclusion: Several studies have shown that TiO,-NPs trigger cell death on different cancer cell lines. In our study, we
observed autophagic vacuole filled with NPs, organelle degeneration, and morphological changes showing apoptotic and

necrotic cell death in groups exposed to nanoparticles. In addition significant decrease of proliferation index were detected

with dose- and time-dependent. We are constantly interacting with TiO,-NP in our daily day life. The mechanisms of these
cytotoxic effects of TiO,-NP should be elucidated by further studies.
Keywords: Nanoparticles, titanium dioxide; YAC-1; autophagy, apoptosis

GIiRiS

Nanoteknoloji, boyutlar1 100 nm’den kii¢iik olan nano-
metre 0l¢egindeki materyalin iiretimini, fiziksel ve kim-
yasal ozelliklerini ve iglevlerini arastiran tekniktir (1).
Nanopargaciklarin (NP), giinliik yasamda yaygin kulla-
nim alani1 bulmaktadir ve bu durum partikiillere maruz
kalma diizeyini arttirir (2). Titanyum dioksit diisiik sito-
toksik etkileri oldugu diisiiniilen bir parcaciktir. Boya,
tekstil, kagit, plastik, giines koruyucu, kozmetik, dis
macunu, yemek trilinleri gibi genis kullanim alan1 bu-
lunan TiO, beyaz bir pigmenttir (3). Uluslararas: kanser
aragtirma ajans1 TiO,’i Grup 2 kanserojen olarak sinif-
landirmustir (4). Ote yandan, nanopargaciklar ve TiO,’in
bir bagka kullanim alani1 da kanser terapisidir. Kanser
tedavisinde tek baglarina ya da gesitli antikanser ilagla-
11 ile birlikte kullanilmaktadir. Bu amagla nano tastyici
olarak kullanilan nanopargaciklarin, ilag reaktivitesini,
dayanikliligini, elektriksel 6zelliklerini degistirme 6zel-
likleri bulunmaktadir (5).

Nanopargaciklarin antitiimoral etki mekanizmalari, re-
aktif oksijen tiirevlerinin (ROT) iiretimi, apoptoz ya da
nekroz yolu ile olabilir. Farkli metal oksit NP’lerinin
normal hiicrelerde herhangi bir etki gostermezken kan-
ser hiicrelerinde sitotoksisiteyi uyardigi gosterilmistir
(6). Caligmamizin amaci olduk¢a genis kullanim alani
olan titanyumdioksit nanoparcaciklarmimn (TiO,-NP)
YAC-1 lenfoma hiicre soyu iizerindeki olas1 sitotoksik
etkilerini arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda anataz/rutil kristal fazda ve 150 nm’den
kii¢lik boyutta nanoparcaciklar ve Moloney murine 16-
semi viriisii (Mo-MuLV, Manassas, Virginia, ABD) ile
uyarilmig mus musculus kokenli YAC-1 lenfoma hiic-
releri kullanildi. Bu ¢alismada uygulanan tiim prosediir-
ler, ulusal ve kurumsal komitelerin etik standartlarina
ve 2008 yilinda revize edilen Helsinki Deklarasyonu
1975 ile uyumludur.

Hiicre Kiiltiirii Calismasi

Hiicreler 75cm?’lik kiiltiir siselerinde DMEM medyumu
(Sigma, St. Louis, Missouri, ABD) ile siispansiyon hal-
de kiiltiire edilerek 37°C etiivde (Sanyo MCO-20AIC,
Osaka, Japonya), %5 CO, ortaminda inkiibe edildi.
Hiicreler 24°1ii kiiltiir kuyucuklaria mililitrede 100.000
hiicre olacak sekilde ekildi. TiO,-NP (Sigma Aldrich
Cas number 13463-67-7, St. Louis, Missouri, ABD) iki
farkli derisimde (0,Img/mL ve 0,5mg/mL) olacak se-
kilde deney gruplarinda kullanilacak medyuma eklendi
ve nanoparcaciklarin kiimelenmesini engellemek igin
30 dakika boyunca vorteks ile calkalandi. 24 ve 48 saat
sonrast hiicreler toplanarak canlilik ve elektron mikros-
kobu ¢alismasi i¢in hazirlandi. Canlilik ¢alismasi i¢in
hiicreler santrifiij ile g¢evrilerek sayma kamarasinda sa-
yim yapildi.

Elektron mikroskop ¢alismasi

Hiicreler santrifiij ile ¢evrildi, pellet halindeki hiicreler
%2,5’lik gluteraldehit ile 1 saat siireyle tespit edildi.
Fosfat tampon ile yikama sonrasi ozmik asit ile 1 saat
+4 derecede ikincil tespit gergeklestirildi. Yiikselen ase-
ton serilerinden gegirilen hiicreler kapsiil i¢inde epon
plastik ortamina (Fluka-45359, St. Louis, Missouri,
ABD) gomiildii. Kapsiiller epon polimerizasyonu i¢in
inkiibatorde (Heraeus B-5042, Hanau, Almanya) 60
derecede 18 saat inkiibe edildi. Ultramikrotom (Leica
EM UC7, Wetzlar, Almanya) ile alinan ince kesitler 100
meshlik bakir gridler iizerine alindi. Kesitler uranil ase-
tat ve kursun nitrat ile kontrastlama sonrast JEM Jeol
1011-B gegirimli elektron mikroskobu (Massachusetts,
Amerika Birlesik Devletleri) ile incelendi. Goriintiiler
Megaview III dijital kamera kullanilarak Soft Imaging
System (SIS) Analysis programu ile elde edildi.

istatistiksel Analiz
Canlilik testi igin gruplar arasi anlamlilik olup olmadigi-
n1 belirlemek iizere elde edilen verilen SPSS programin-
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Resim 1: *: p<0,05, 24 saat kontrol (K/24) ve 24
saat 0,Smg/mL (0,5/24) arasinda anlamh fark;
**%: p<0,001, 48 saat kontrol (K/48) ve 48 saat
0,Img/mL ve 0,5mg/mL (0,1/48, 0,5/48) arasinda
yiiksek seviyede anlamh fark

da (IBM, New York, Amerika Birlesik Devletleri) Tu-
key-Kramer ¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirildi.

BULGULAR

Yirmi dordiincii saatte kontrol ve 0,1 mg/mL gru-
bu arasinda ¢ogalma indeksinde fark bulunmazken
(p>0,05) kontrol ve 0,5mg/mL grubu arasinda anlam-
It fark (p<0,05) goriildii. Kirk sekizinci saatte, kontrol
grubu ile 0,1 ve 0,5 mg/mL’lik gruplar arasinda ¢ogal-
ma indeksindeki diisiis ¢ok yiiksek seviyede anlamli
(p<0,001) goriildii. Her iki deney grubu arasinda hem
24. saatte hem de 48. saatte istatistiksel olarak anlamli
bir fark (p>0,05) goriilmedi (Resim 1).

Elektron mikroskobik incelemede hem 24. hem de 48. saate
ait kontrol gruplarindaki hiicreler oval ya da yuvarlak se-
killiydi. Cekirdek zar1 ve niikleer porlar belirgindi. Kroma-
tin materyali kenarda heterokromatik alanlarin eslik ettigi
okromatik dzellikteydi. Cekirdekgik belirgindi. Sitoplazma

Resim 2 a-d. Kontrol grubuna ait hiicrelerin elektron mikroskobik goriintiileri; 24 saatte Yac-1 Lenfoma
hiicresi genel goriiniimii (a); 48 saatte sitoplazmada Moloney Murine losemi viriisii ve bol miktarda
mitokondri (b-c) ve GER ve mitokondri (d) belirgin olarak izleniyor.
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Resim 3 a-d. 0,1mg/mL TiO,-NP uygulanmis gruba ait hiicrelerin elektron mikroskop goriintiileri; 24 saat
TiO2-NP uygulanmus hiicre disinda plazma membranina yakin konumda ve sitoplazmasinda NP iceren
vakuoller izleniyor (a-b), 48 saat TiO,-NP uygulanmus hiicre sitoplazmasinda NP i¢eren vakuoller ve
perinuklear aralikta genisleme (yildiz) izleniyor (c), 48. saatte sitoplazma icerigi dejenere olmus nekrotik
hiicre goriintiisii (d).

icerisinde lenfositleri lenfoma hiicrelerine doniistirmek
ilizere uygulanan Moloney murine 16semi virusu izlendi.
Sitoplazmada mitokondri yogunlugu fazlayd: ve mitokond-
rinin kristasi belirgindi. (Resim 2 a-d).

0.Img/mL TiO,-NP uygulanan hiicrelerde 24 saatte
kromatin materyali ve ¢ekirdek zarinda herhangi bir de-
gisiklik izlenmedi. Sitoplazma igerisinde TiO,-NP bu-
lunan degisken boyutta vakuoller mevcuttu. Kirk sekiz
saatlik grupta bazi hiicrelerde genetik materyalin asir
yogun oldugu ve periniikleer aralikta agilmalarin bu-
lundugu izlendi. Sitoplazmada organeller belirgin izle-
nemiyordu. Ayrica sitoplazma igerisinde nanoparcacik
igeren vakuoller mevcuttu. Biitiinligiinii halen koruyan
hiicrelerin yani sira plazma zar1 pargalanmis, nekrotik
hiicrelere de rastlandi. Bu hiicrelerin sitoplazmasinda
TiO,-NP’lerini igeren biiyiik vakuoller vardi. Sitoplaz-

mada yapist bozulmus ve krista kaybina ugramis mito-
kondri ve TiO,-NP igeren gesitli boyutlarda vakuollere
rastlandi (Resim 3 a-d).

0.5mg/mL TiO, NP uygulanan hiicreler incelendiginde
sitoplazmada TiO,-NP birikimi igeren otofajik vakuoller
mevcuttu. Mitokondri zarlarinda ayrilma ve krista kaybi
izlendi. Hiicrelerde biiziisme mevcuttu. Bazi hiicrelerde
niikleer kondansasyon, mitokondri dejenerasyonu ve si-
toplazmada kabarcik olusumu ile ayirt edilen apoptotik
hiicre 6liimiiniin tetiklenmis oldugu goriildii. Sitoplazma-
da ¢evresinde nanopargacik birikimine ayrica NP igeren
otofajik vakuollere de rastlandi (Resim 4 a-f).

TARTISMA
TiO,-NP’leri hiicreye 6zgiin toksisite gosterir. TiO,-NP’le-
rinin insan keratinosit HaCat hiicreleri tizerindeki etkileri
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- A 2um.

Resim 4 a-f. 0,5mg/mL TiO2-NP uygulanmis gruba ait hiicrelerin elektron mikroskop goriintiileri;24.
saatte sitoplazmada NP iceren vakuoller ve mitokondri hasar (yildiz) izlenmekte (a-b), kondanse ve
periferik genetik materyali ve bleb olusumlari ile apoptotik hiicre morfolojisi izleniyor (c), 48. saatte
hiicre yiizeyinde ve sitoplazmasinda NP birikimleri izleniyor (d-e), 48 saat TiO2-NP uygulanmasi
sonrasi biiziismiis hiicre goriiniimii (f). N: nukleus, m: mitokondri, ER: endoplazma retikulumu, ok:
nanoparcacik iceren otofajik vakuol, kesikli ok: sitoplazma disindaki nanoparcacik kiimesi, vir: viriis,
yildiz: dejenere alanlar.
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incelendiginde hiicre canliligmnin doza bagh olarak diistii-
gii ve ROT {iretiminin arttig1 bildirilmistir (7).

Thevenot ve ark. (8) farkli konsantrasyonlarda
TiO,-NP’leri ile gesitli tipte hiicreler lizerindeki etkile-
rini inceledikleri caligmada TiO,-NP’leri en yiiksek doz
olan 10mg/mL’de 3T3 fibroblast hiicrelerinde sitotoksik
etki gdstermemistir. Fakat prostat tiimor hiicresi (JHU)
ve Lewis akciger karsinom (LLC) hiicrelerinde 10mg/
ml konsantrasyonda %50 ve %75 oraninda hiicre 6lii-
miine sebep oldugu bildirilmistir. Insan monoblastoid
hiicrelerinde TiO,-NP’lerinin yiiksek konsantrasyonlar-
da 24. ve diisiik konsantrasyonlarda 48. saatte nekrozu
tetikledigi bildirilmistir (9). Calisgmamizda hiicre can-
lilig1 iizerine elde ettigimiz bulgular dnceki ¢aligmalar
ile uyumludur. TiO,-NP’lerinin fibrosarkom hiicreleri
lizerinde Bax/Bak aracili apoptotik yolaga bagli olma-
yarak hiicre 6liimiinii tetikledigi bildirilmistir (10). Gii-
miis nanopargaciklarinin Dalton lenfoma hiicrelerinde
kaspaz 3 aktivasyonunu tetikleyerek antitumoral aktivi-
te gosterdigi bilinmektedir (11). TiO,-NP’lerinin hiicre
sitoplazmasina klatrin ve kaveolin aracili endositoz ile
girdigi ¢esitli caligmalarla gosterilmistir (12). Sarhan ve
Hussein’in yaptiklari ¢alismada (13) Ag-NP’lerinin en-
dositoz ile karaciger Kupffer hiicreleri igerisine alindig1
endozom ve lizozomlardaki elektron mikroskobik go-
rlintiileri ile bildirilmigtir. Titanyum dioksit gibi metal
oksit nanopargaciklarinin diger nanopargaciklara gore
otofaji olusturmada daha etkili olduklar1 bilinmektedir.
Bunun nedeni hiicrelerde oksidatif stres ve katyonik ha-
sar1 arttirma Ozelliklerine baghdir. Lopes ve ark. (14)
yaptiklar1 ¢aligmada TiO,-NP’leri ile muamele edilen
HaCat hiicrelerinde filopod olusumu ve 24. saat ve son-
rasinda ise sitoplazmanin her yerinde ve periniikleer
alanin ¢evresinde otofagozomlar ile sarilt NP birikim-
lerine rastladiklarini bildirmislerdir. Gegirimli elektron
mikroskobu ile yapilan incelemede TiO,-NP’lerinin be-
yin endotel hiicrelerinde sitoplazma icerisinde kii¢iik ve
biiylik endozom ve lizozomlarda biriktigi ve otofajiyi
tetikledikleri bildirilmigtir (15). Calismamizda literatiir
ile uyumlu olarak TiO,-NP’leri uygulanmis olan grup-
larda hiicrelerin sitoplazmalarinda otofajik vakuollerin
igerisinde TiO,-NP’lerinin birikmis oldugunu gordiik.
Otofaji, duruma bagl olarak hiicrenin yagamina devam
etmesini saglayabilecegi gibi hiicreyi dliime de gotii-
rebilen bir siiregtir. Otofaji ¢ift zarli otofagozomlarin
olusmasi ve sonrasinda lizozomlar ile birleserek olus-
turulan otofagolizozomlarda igerigin asit hidrolazlar ile
pargalanmasidir. Oksidatif stres, aglik, DNA hasari, mi-
tokondri hasar1 gibi stres durumlarinda otofaji hiicrenin

canliligint siirdiirebilmesi i¢in girdigi bir siiregtir. Bu
durumda otofaji ile elde edilen amino asit ve yag asitleri
yeni protein ve ATP tiretimi igin kullanilir ve hiicre ya-
samaya devam etmeye calisir (16,17,18). Otofaji, hiic-
renin kendisini strese karsi savunma mekanizmasi ola-
rak goriinse de stresin fazla miktarda olmasi veya uzun
siire devam etmesi durumunda hiicre Sliimiine sebep
olabilir ve ayrica uyariya ve hiicre tipine bagli olarak
apoptoz ya da nekroz gibi hiicre 6liim tiplerini tetikleye-
bilir (19). Otofaji hiicrelerin yagadiklari mikro ¢evreye
gelen ve bir stres unsuru olan nanoparcaciklar: ortadan
kaldirmak iizere verdikleri bir tepki olabilir. Bununla
birlikte ortamda asir1 nanopargacik varligi hiicreyi asiri
zorlayarak otofaji kaynakli hiicre 6liimiinii tetikleyebi-
lir (16,20). Biz calismamizda hiicrelerde nanopargacik
igeren otofajik vakuol birikimlerinin yaninda doza bagh
olarak hiicrelerde nekrotik ve apoptotik hiicre 6liimleri-
ne ait bulgulara rastladik. Calismamizda kullandigimiz
TiO,-NP’leri immiin sisteme ait olan lenfoma hiicrele-
rinde hiicre savunma siireci olan otofaji iizerinden farkli
cesitlilikte hiicre dliimleri tetikliyor olabilir. Wang ve
ark. (21) A549 hiicrelerinde in vitro TiO,-NP uygula-
masinin hiicre canlilifini azalttigin1 ve apoptotik cisim
olusumunu tetiklendigini bildirmislerdir. Yapilan diger
cesitli galismalarda da TiO,-NP’lerinin BEAS-2B hiic-
relerinde (22), kemirgen mikroglia N9 hiicrelerinde (23)
ve fare epidermal JB6 hiicre soyunda (24) konsantras-
yon ve zamana bagli olarak hiicre canliligini azaltt1g1 ve
apoptozu tetikledigi bildirilmistir. Vamanu ve ark. (9)
TiO,-NP’lerinin U937 hiicreleri lizerindeki olas1 toksik
etkilerini incelerken niikleer fragmantasyon, zarlarda
kabarcik olusumu, kromatin kondansasyonu gibi apop-
totik modifikasyonlarin yani sira en diisiik doz uygu-
lamalarinda hiicre sismesi, niikleer dekondansasyon ve
hiicre pargalanmasi gibi nekrotik hiicre dliimii bulgula-
rina rastladiklarii da bildirmislerdir. Bulgularimiz bu
caligmalarda elde edilmis sonuglar ile uyumludur.

SONUC

TiO,-NP’leri giinliik hayatimizda yaygin olarak kulla-
nilmakta ve ¢evremizi ve bizi dolayli ve dogrudan et-
kilemektedir. Lenfoma hiicreleri {izerinde ¢alismamiz-
da hiicre diizeyinde toksik etki gosteren diisiik dozlarin
hiicre doéngiisii tizerindeki etkilerini hangi mekanizma
ile gergeklestirdigi yeni ¢aligmalarla aydinlatilmasi ge-
reken bir soru olarak kabul edilebilir.

Etik Komite Onay1: Yazarlar ¢aligmanin World Medical
Association Declaration of Helsinki “Ethical Principles

Istanbul Tip Fakiiltesi Dergisi Cilt / Volume: 81 * Say1 / Number: 1 + Yil/Year: 2018

22



Effects of titanium dioxide nanoparticles’ on YAC-1 lymphoma cell line

for Medical Research Involving Human Subjects”) pren-
siplerine uygun olarak yapildigini beyan etmislerdir.

Hasta Onami: Calismamiz deney hayvani ya da klinik in-
san ¢alismasi olmadig1 ve in vitro kiiltiir ortaminda YAC-1
lenfoma hiicre soyu kullanilarak yapildigi i¢in hasta onami
gerekmemektedir.
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