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OZET

Nikel oksit (NIO), endiistride yaygin olarak kullanilan, sert ve korozyona kars1 dayanikli
ozellikte bir metal oksittir. Bu ¢alismada, NIO oral (150 mg/kg), NiO intraperitoneal (20
mg/kg), NIO intravendz (1mg/kg), nikel oksit nanopartikiil (NIO-NP) oral (150 mg/kg),
NIO-NP intraperitoneal (20 mg/kg) ve NIO-NP intravenoz (1 mg/kg) olmak iizere Wistar
erkek ratlara uygulandi. 4 haftalik uygulanmadan sonra ratlarin akciger dokusu
histopatolojik olarak incelendi. Rat akciger dokusunda malondialdehit (MDA) diizeyleri ve
antioksidan enzim aktiviteleri siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve glutatyon-S-transferaz (GST) ve ilaveten apoptotik belirte¢ p53 gen
ekspresyonu arastirildi. Histopatolojik olarak, NIO ve NIO-NP gruplarinda uygulama
yollaria gore (oral, intraperitoneal ve intravendz) degisikliklere neden oldu. MDA diizeyi
kontrol grubu ile diger gruplar karsilastirildiginda kontrole gore tiim gruplarda anlamli bir
artis saptandi (p<0,05). Bu artis, NiO-NP grubunda NiO uygulamali gruba gore daha
fazlaydi. Ayrica intravendz uygulamali gruplardaki MDA diizeyi, oral ve intraperitoneal
uygulamali gruplara gére daha fazla bulundu. Antioksidan enzim aktivitelerinde (SOD,
CAT, GPx, GST) ise kontrol grubuna gore karsilastirildiginda biitiin gruplarda anlamli bir
azalma gozlemlendi. NiO-NP grubundaki azalma, NiO uygulamali gruba gore daha fazla
bulundu. Ayrica intravendéz uygulamali gruplardaki azalma, oral ve intraperitoneal
uygulamali gruplara gore daha fazlaydi. Apoptotik belirte¢ p53 gen ekspresyonu diizeyinde
ise NiO ve NiO-NP gruplarinda en yiiksek artisin yine intravendz gruplarinda oldugu tespit
edildi. Sonug olarak, akciger hiicrelerinde NiO-NP intravendz grubu oksidatif stresi ve p53
gen aktivasyonunu diger gruplara gore en yliksek oranda arttirmakta ve histopatalojik
degisikliklere yol agmaktadir. Bu yiizden, NiO-NP intravendz uygulamasi rat akciger
hiicrelerinde yiiksek karsinojenite ve apoptotik yolaklarin indiiksiyonuna neden olabilir.
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ABSTRACT

Nickel oxide (NIO) is a hard and corrosion resistant metal oxide widely used in industry.
In this study, NIO oral (150 mg/kg), NIO intraperitoneal (20 mg/kg), NIO intravenous (1
mg/kg), nickel oxide nanoparticles (NIO-NP) oral (150 mg/kg), NIO-NP intraperitoneal
(20 mg/kg) and NIO-NP intravenous (1 mg/kg) were administered to male Wistar rats.
After 4 weeks of administration, the lung tissues of the rats were examined
histopathologically. Malondialdehyde (MDA) levels and antioxidant enzyme activities
including superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and
glutathione-S-transferase (GST) and apoptotic marker p53 gene expression were
investigated. Histopathologically, changes were observed in the NIO and NIO-NP groups
according to the route of administration (oral, intraperitoneal and intravenous). When the
MDA level was compared between the control group and the other groups, a significant
increase was found in all groups compared to the control (p<0,05). This increase was
higher in the NiO-NP group than in the NiO-treated group. Additinally, MDA levels in the
intravenously administered groups were higher than those in the oral and intraperitoneally
administered groups. A significant decrease in antioxidant enzyme activities (SOD, CAT,
GPx, GST) was observed in all groups compared to the control. The decrease in the NiO-
NP group was also found to be higher than the NiO-administered group. Moreover, the
decrease in the intravenously administered groups was higher than the oral and
intraperitoneal administered groups. At the level of apoptotic marker p53 gene expression,
the highest increase in NiO and NiO-NP groups was found in the intravenous groups. In
conclusion, NiO-NP intravenous group increases oxidative stress and p53 gene activation
in lung cells at the highest rate compared to other groups and leads to histopathologic
changes. Therefore, NiO-NP intravenous administration may cause high carcinogenicity
and induction of apoptotic pathways in rat lung cells.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar
°C Santigrat

cm’ Santimetrekiip
g Gram

kg Kilogram

LD Letal doz

mg Miligram
mm Milimetre
mmol Milimol

nm Nanometre
nmol Nanomol

U Unit

n Mikron

ng Mikrogram
pL Mikrolitre
pmol Mikromol
Kisaltmalar Aciklamalar
CAT Katalaz

CB Karbon karasi

Ct Dongii esigi



Kisaltmalar

ACBT
CuO
Fe203
GPx
GST
H20:
MDA
MO
Ni
Nio
NO
NP

0))
PCR
qRT-PCR
RNase
ROS
SEM
SF
SiO2
SOD

T-AOC

xiii

Aciklamalar

Actin Beta

Kobalt oksit

Demir oksit

Glutatyon peroksidaz
Glutatsyon-S-transferaz
Hidrojen peroksit
Malondialdehit

Metal oksit

Nikel

Nikel oksit

Nitrik oksit
Nanopartikiil

Oksijen

Polimeraz zincir reaksiyonu
Gergek zamanli PCR
Niikleaz icermeyen
Reaktif oksijen tiirleri
Taramal1 elektron mikroskobu
Serum fizyolojik
Silikon dioksit
Stiperoksit dismutaz

Toplam antioksidan kapasitesi



Kisaltmalar

.M.
i.P
|AY
V.A.
WHO

7ZnO

Aciklamalar

Intramuskular
Intraperitonal
Intravendz

Viicut Agirhig
Diinya saglik orgiitii

Cinko oksit
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1. GIRIS

Giliniimlizde sanayilesme ile birlikte insanlarin yasam standartlart her gecen giin
gelismektedir. Ancak sanayilesmenin getirdigi tehlikelerin g6z ardi1 edilmesi ve
yararlarmin zararlarindan fazla olmasi nedeniyle diinyamizda ¢ok biiyiik dlgekte kirlilik
sorunlar1 ortaya cikmistir. Bunlar; yiizey sulari, yeralti sulart ve topragin agir metal

kirlenmesidir (Altin, 2004).

Agir metaller, biyolojik yapiya dahil edilme derecelerine gore esansiyel agir metaller ve
esansiyel olmayan agir metaller olarak siniflandirilir. Onemli agir metaller, biyolojik
reaksiyonlarda yer aldiklar1 icin diizenli olarak gida ile alinmasi gereken temel
maddelerdir. Temel olmayanlar ise biyolojik yapiy1 bozarak ¢ok kii¢iik miktarlarda da olsa

hastaliga neden olurlar, biyolojik reaksiyonu engellemektedir (Dékmeci, 2005).

Agir metaller, yiiksek yogunluklarda toksik veya diisiik konsantrasyonlarda toksik olan
metallerdir. Yerkabugunun dogal bilesenleri olan agir metaller parcalanmadan yok olurlar.
Nikel, kursun, kadmiyum, krom, demir, bakir, arsenik, civa birgok metal bu gruba aittir:
Bu elementler viicuda yiyecek, icme suyu ve hava yoluyla kii¢iik miktarlarda girdikleri ve

viicutta birikme egiliminde olduklari i¢in tehlikelidirler (www.lenntech.com).

Agir metallerin organizmalar lizerindeki etkileri de organizmanin tiiriine gore farklilik
gostermektedir. Ornegin, nikel hayvanlar igin bir eser elementtir, ancak bitkiler i¢in toksik
olabilir. Bu etki agir metal konsantrasyonu ile artabilmektedir (Kahvecioglu ve digerleri,

2009).

Insanlar giinliik olarak ksenobiyotiklere, ilaglara ve cesitli toksik iiriinlere maruz
kalmaktadir (Lakshmi ve digerleri, 2006) Agir metaller, hem insanlarda (Nemmiche, 2017)
hem de karasal biyotada bir dizi rahatsizliga neden olabilen antropojenik faaliyetler
nedeniyle c¢evrede esas olarak birikir. Agir metal kirliligi insan saglig1 i¢in potansiyel
zararl bir risk haline gelmektedir (Kumar ve digerleri, 2021). Bu ksenobiyotikler tiim
organlarda toksik etki ve hasara yol agmaktadir. Agir metallere maruz kalma lipid ve

protein oksidasyonuna ve oksidatif DNA hasarina neden olmaktadir (Nemmiche, 2017).



Nikel, hayvan ve bitki, hava, toprak, igcme suyu, okyanuslar, gdller, nehir ve canl
organizmalar dahil olmak {lizere ¢evrenin her yerinde bulunan dogal olarak olusan giimiisi

bir metaldir (Singh, Verma ve Rana, 2022).

Nikelin (Ni) metalik bilesikleri, kimyasal ve fiziksel 0Ozelliklerinden dolay1 birgok
endiistriyel uygulamaya sahiptir. Konsantrasyonlari, metal kullanimi ve endiistriyel
gelisimin bir sonucu olarak artmistir (Nabinger ve digerleri, 2018). Nikel bilesiklerinin
elektronik, kimyasallar, havacilik ekipmani, ulagim {riinleri, tibbi uygulamalar, yiyecek ve
icecek iiretimi ve diger bir¢cok kullanimdaki 6nemli uygulamalari, nikel metaline, nikel
iceren kompozitlere ve nikel bilesiklerine potansiyel maruz kalmanin yaygin oldugunu

gostermektedir (Buxton ve digerleri, 2019; Khan ve digerleri, 2022).

Nikel ve nikel bilesikleri endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir. Nikel iirlinlerinin
yiiksek tiiketimi kaginilmaz olarak mesleki ve ¢evre kirliligine yol agmaktadir. Mesleki
ortamlarda, nikel ve nikel bilesiklerine maruz kalma, oncelikle nikel aritma, galvanik
kaplama ve kaynaklama sirasinda ortaya ¢ikar. Isyerinde nikele en yaygin hava yoluyla
maruz kalma, metalik nikel, nikel siilfiir, toz ve dumanlardan kaynaklanan nikel oksitler
gibi ¢oziinmeyen nikel tiirlerinden dolayidir (Zhao ve digerleri, 2009). Endiistriyel atik,
cevredeki Ni Kkirleticilerin ana kaynagidir. Insanlarda cevresel Ni maruziyetinin ve

bilesiklerinin ¢esitli zararli etkileri rapor edilmistir (Song ve digerleri, 2017).

Cevresel nikel seviyeleri oOzellikle dogal kaynaklara, nikel iiretim endistrilerinden
kaynaklanan kirlilige ve fosil yakitlarin yakilmasindan kaynaklanan havadaki parcaciklara
baglidir. Nikelin atmosferde olusturdugu kirlilik en az endise kaynagidir. Ilging bir sekilde,
sebzeler genellikle diger gida maddelerinden daha fazla nikel igerir; baklagiller, 1spanak,
marul ve findikta yiiksek diizeyde nikel bulunmustur. Kabartma tozu ve kakao tozu gibi
bazi iirlinlerin de muhtemelen iiretim siirecinde nikel sizintisiyla ilgili olarak asir1 miktarda
nikel icerdigi bulunmustur. Alkolsiiz igme suyu ve asitli igecekler, borulardan ve kaplardan
nikeli ¢ozebilir. Sizdirma veya korozyon siiregleri, bazen giinde 1 mg'a kadar ¢ikan, oral

nikel alimina 6nemli 6l¢iide katkida bulunabilir (Grandjean, 1984).



Diisiik nikel seviyelerinin ¢evresel kaynaklari arasinda tiitiin, dis veya ortopedik
implantlar, paslanmaz c¢elik mutfak geregleri ve ucuz miicevherler yer alir
(www.eaglemin2017). Tiitiin igmek, mesleki olmayan nikele maruz kalmanin baska bir
kaynagidir. Her bir sigaranin 1,1-3,1 pg nikel i¢erdigi ve solunan nikelin yaklasik %10—
20'sinin gaz fazinda bulundugu gozlemlenmistir. Bazi arastirmalara gore, tiitiin
dumanindaki nikel, insan saglig1 i¢in son derece tehlikeli olan nikel karbonil formunda
bulunabilir. Pipo tiitiinli, sigara ve diger tiitlin trlnleri nikel igerigi bakimindan

birbirlerinden ¢ok farkli degildir (Cempel, Nikel, 2006).

Suda nikel olusumu dogal ve antropojenik ajanlardan kaynaklanmaktadir. Kumtag1 ve kil
minerallerinde bulunan nikel, su ortamlarinda erozyon ve toprak erozyonu yoluyla dogal
olarak olusur. Termik santrallerden, atik yakma tesislerinden ve metal endiistrisinden gelen
atiklarin  suya atilmasiyla antropojenik bir sekilde suya eklenir (www.lenntech.com;

Demiralay, 2007).

Besinden nikel alimi, hayvansal gidalardan veya bitkilerden alima dayanir. Giinliik nikel
alimmizin yaklagik yarisi ekmek, igcecekler ve tahillardan gelir. Gidalarda nikelin glinde
150 gr'dan az tutulmasi tavsiye edilir. Birlesik Krallik'ta giinliik deger; yetiskinler 140-150
gr, cocuklar 14-250 gr, ABD 69-162 gr, Danimarka ortalama 130 (60-260) gr (World
Health Organization, 1996).

Diinya Saglik Orgiitii'ne gore cesitli bitki ve hayvan tiirleri i¢in 6nemli bir eser element
olan nikel eksikliginin semptomlarini artirdigina dair net bir bilgi yoktur. Nikelin biyolojik
yar1 Omrii 17-53 saattir. Nikel viicuttan idrar yoluyla ve ayrica ter ve tiikiiriik yoluyla atilir.

(Dogan, 2002).

Eser metal toksisitesinden kaynaklanan saglik sorunlari, mesleki olarak maruz kalan
popiilasyonlardaki isle 1ilgili saglik sorunlar1 anlayistmizi arka plana itilmistir.
Sanayilesme, kentlesme, ulasim ve tarimda kimyasallarin asir1 kullanimi nedeniyle hava,
su ve toprakta meydana gelen kapsamli ¢evresel degisiklikler, beslenme yoluyla bireylerin
fiziksel sagligini tehdit etmekte ve bazi iz metallere maruz kalma konusunda ciddi

endiseler yaratmaktadir (Sabbioni ve digerleri, 1983).



Nikel gibi agir metallerden kaynaklanan tehlikeler kesinlikle insan yapimidir ve mesleki
olarak buna maruz kalan belirli gruplar toksisitelerin esas kurbanlaridir (Browning, 1969).
Nikelin toksisitesinde, nikelin kanserojen, solunum yolu ve dermatolojik (alerjik) etkileri

onem tagimaktadir (Emre, 2000).

Nikele maruz kalma yollari, akut (01 giin), subkronik (10-100 giin) ve kronik (>100 giin).
Maruz kalma sonrast etkiler Oncelikle sistem biyolojisi, immiinoloji, néroloji, lireme
sistemi, gelisim ve kanserojenliktir. Nikel toksisitesinin en yaygin nedenlerinden biri,
alerjik cilt reaksiyonlarina egilimli kisilerde goriiliir. Nikelin potansiyel bir
immiinomodiilatér ve immiinotoksik oldugu bildirilmis olup ve ayrica insanlarda alerjenik

etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Das ve Buchner, 2007).

Calismalar, nikel ve nikel bilesiklerinin teratojenik, kanserojen ve iireme ig¢in toksik
etkilere sahip oldugunu dogrulamustir. insanlarda yapilan epidemiyolojik calismalar ve
deney hayvanlarinda yapilan testler suda ¢oziinen nikel bilesiklerinin burun, akciger ve
karaciger kanserlerinin gelisiminde etkili oldugunu gostermistir (Vural, 2005). Uluslararasi
Kanser Arastirma Merkezi (IARC), nikel bilesiklerini "Grup 1 insan kanserojenleri" olarak
siniflandirmistir. Nikel metali "muhtemelen bir Grup 2B insanlar i¢in kanserojen" olarak

derecelendirilmistir (IARC, 1990).

Nikelin organik formu, inorganik formundan daha toksiktir ve cildi tahris edici olmasinin
yan1 sira, kardiyovaskiiler sistem i¢in oldukea toksik ve kanserojen bir metaldir. Nikel ve
tuzlarmin zararli etkilerine ragmen zehirlenme nadirdir. Nikel yakitlarinin yanmasi,
madencilik ve aritma stiregleri ve evsel kati atiklarin yakilmasindan atmosfere salinir.
Camur karisimi ayrica toprakta ve tiitiinde de bulunur (sigara basina 0-0,51 g). Nikel igeren
takilar kullanmak cildinizle etkilesime girebilir. Mesleki maruziyet, nikel madenciligi ve
eritme endiistrisinde meydana gelir. Kimya endiistrisinde nikel, elektrolitik kaplamalarda

kullanilir (Kahvecioglu ve digerleri, 2009).

Nikel ve nikel bilesiklerinin kimyasal ve fiziksel Ozellikleri, biyoyararlanimlarini ve
toksisitelerini biiyiik 6l¢iide etkiler. Akcigerler ve cilt, mesleki radyasyon maruziyeti i¢in
onemli hedef organlardir. Soluma maruziyeti, nikelden igyeri toksisitesinin birincil

yoludur.



Mesleki nikel ve bilesiklerine maruz kalmanin baslica olumsuz saglik etkileri cilt alerjileri,
pulmoner fibroz ve akciger kanseridir. Nikelin karsinojenez mekanizmasi tam olarak

bilinmemektedir (Zhao ve digerleri, 2009).

Nikel alagimlarinin iiretiminde hammadde olarak kullanilan nikel, sitokiyometrik degilse
siyah, sitokiyometrik ise yesil bilesik olan nikel oksit olarak kullanilir. Nikel oksit; metal
sanayinde, seramik iiretiminde, fritli porselen sirlarinda ve celik alasimlarinda kullanilir.
Normal sartlar altinda nikel metali hava ile reaksiyona girmez. Yiiksek sicakliklarda nikel

ve oksijen reaksiyona girerek nikel oksit olusturur (Lascelles ve digerleri, 2005).

Resim 1.1. Nikel Oksit tozu (Wikipedia)

Nikel oksit (NiO), nikelin iyi karakterize edilmis tek oksit bilesigi olmasiyla dikkate
degerdir. Insanlara yonelik kanserojen risklerin degerlendirilmesine iliskin Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansi (IARC Monographs), nikel (Ni) bilesiklerini 1. Sinif kanserojen
madde olarak gruplandirmistir (Cancer, [.LA. ve  WHO 1990). Ayrica NiO, diger Ni
bilesiklerine kiyasla nispeten diisiik toksisiteye sahip bir bilesik olarak kategorize edilir

(Dunnick ve digerleri, 1995).



Nanoteknolojideki son gelismeler, miihendislik iirlinii nanopartikiiller (NP'ler) cesitli
tiiketici iiriinlerine, endiistriyel uygulamalara ve biyomedikal uygulamalara getirilmistir.
Metalik, bimetalik veya alagim, metal oksit ve manyetik nanopartikiiller olmak tizere dort
gruba ayrilmistir (Namara ve Tofail, 2017). Istisnai fizikokimyasal o6zellikleri, yani
boyutlari, sekilleri, yiizey yiikleri ve kimyasal yapilar1 nedeniyle, insan viicudunda ve
hiicrelerde emilim, dagilim, metabolizma ve atilim bigimleri ilgili nanopartikiillerden

onemli Ol¢tide farklidir (Brohi ve digerleri 2017; Zahin ve digerleri 2020).

Nanopartikiiller (NP'ler), boyutlar1 100 nm'den kii¢lik olan pargaciklardir (Nakamura ve
Watano, 2018). Giivenli kullanimlariyla ilgili kamuoyunda endise uyandiran spesifik ve
benzersiz Ozellikleri nedeniyle bircok endiistriyel ve biyomedikal uygulamada yaygin

olarak kullanilmaktadirlar (Cao ve digerleri, 2016).

Nanoteknoloji giinlimiiziin en hizli gelisen bilimlerinden biridir. Nanopartikiiller, ¢esitli
morfolojik 6zelliklere sahip yaklagik 1-100 nm'lik ¢ubuk, kiibik prizma ve igne benzeri
koloidal yapilardir. Yapisal 6zellikleri, ekonomik olmasi ve az fire vermesi ile birlesince
kisisel ihtiyaclardan dayanikli sarf malzemelerine kadar pek ¢ok iirliniin ayrilmaz bir

parcast haline gelmistir (Lam ve digerleri, 2004).

Essiz ozellikleri ve atomik diizeni istendigi gibi degistirebilme yetenekleri nedeniyle,
nanopartikiiller hem bilimsel hem de endiistriyel uygulamalar i¢in idealdir ve giiniimiiziin
iiretim teknolojisi nanopartikiiller olmadan diistiniilmemektedir (Kokdemir, 2013). Nano
Olcekli parcaciklarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, biliyiik parcaciklardan farklidir. Bunun
nedeni, nano boyutlu par¢aciklarin, makro boyutlu parcaciklarla ayni1 atomlardan olusmasi,

ancak farkli sekillerde olusmasidir (Erkog, 2011).

Nanoteknoloji, bilimsel arastirmalarin en gelismekte olan alanlarindan biridir. Buna gore,
biyotip, elektronik, enerji ve kozmetik alanindaki son gelismeler, nanoteknolojinin gelisimi

ile eszamanlidir (Benavides ve digerleri, 2016).

Nanopartikiiller (NP'ler) kozmetik, elektronik, gida, ilag dagitimi1 ve ila¢ dahil olmak iizere

hayatimizin hemen hemen tiim alanlarinda yer almaktadir.



NP'lerin asir1 kullanimi, toplam ¢evrenin yani sira insan sagligi iizerinde olumsuz etkilere
yol agabilir (Hristozov ve Malsch, 2009). Bu tiir olumsuz etkiler, NP'lerin sekil, boyut ve
yiizey alani ile ilgili benzersiz 6zelliklerine baglanabilir. Sentez kolaylig1 nedeniyle metal
nanopartikiiller, 6zellikle tip alaninda olmak iizere tiiketici ve endiistriyel iirlinlerde yaygin

olarak kullanilmaktadir (Xie ve digerleri, 2011).

100 pm 1nm 10 nm 100 nm 1um 10 um 100 um 1mm
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Sekil 1.1. Nanometre boyutlarin1 biyolojik yapilarla karsilastiran bir 6lgek (Ozdogan,
2019)

Nanopartikiiller (NP'ler), belirli elektriksel, mekanik ve optik ozellikleri ve organ ve

hiicrelerin goriintiilenmesi ve ila¢ dagitimi, biyolojik tip, endiistriyel uygulamalar,

kozmetik ve seramik gibi farkli alanlarda yaygin kullanimi1 nedeniyle bilim adamlarinin

ilgisini giderek daha fazla ¢ekmektedir. Nanoteknolojinin ilerlemesiyle birlikte, NP'lerin

insan saglig1 ve cevre iizerindeki biyolojik etkilerine olan ilgi de artmaktadir (Capasso ve

digerleri, 2014; Cao ve digerleri, 2016; Kouhbanani ve digerleri, 2021).

Ozellikleri nedeniyle nanopartikiiller biyoteknoloji ve tip, gen tedavisi, ilag salimu,
biyosensor iiretimi, kozmetik, ¢evre ve enerji, ulasim ve gida giivenligi alanlarinda kanser
teshis ve tedavisinde etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Nanopartikiiller, tip alaninda
hastalik teshisini kolaylastiran, biyopsi ve cerrahi gibi teshis prosediirlerinde
uygulamalarin1 kolaylastiran bir yapiya sahiptir. Hastaliklarin erken teshisi ve teshisinde

kontrast madde olarak kullanilir (Kavaz, 2011).




Nanoteknoloji tabanli tiiketici {riinlerinin yaygin olarak uygulanmasi, nanopartikiiller
(NP'ler) cevre ve biyota lizerindeki etkisine iliskin endiseleri artirmistir; bu nedenle,

NP'lerin ¢evreye salinmast muhtemelen kaginilmazdir (Landa, 2012).

NP'ler biyolojik sistemlerle;

(1) (Cozlinme lizerine ¢ozeltide metal iyonlari olarak kimyasal etkiler;

(11) Sert kiireler ve tanimlanmig arayiizler nedeniyle mekanik etkiler;

(i11))  Yizeyler lizerinde katalitik etkiler;

(iv)  Kovalent olmayan veya kovalent mekanizmalarla makromolekiillerle baglanma; ve

(V) Hiicre ici oksidatif strese sebep olurlar (Dietz ve Herth, 2011).

Nanopartikiiller (NP'ler), ¢cok sayida uygulamalar1 ve olumsuz etkileri nedeniyle diinya
capinda istisnai bir ilgi topladi. Tiim diinyada nano bazli iirlinlerin iiretimi ve kullanimi,
bunlarin cevreye salimmasina, gida ve suyu kirletmesine ve sonugta insan viicuduna
girmesine yol agacaktir (Prabhakar ve digerleri, 2011). Uluslararas1 olarak, diizenli
depolama alanlarinin (%63-%91) ve topraklarin (%8-%28) NP emisyonlarinin en biiyiik
paymi aldigi, ardindan su ortami (%7) ve havanin (%1,5) geldigi tahmin edilmektedir
(Bundschuh ve digerleri, 2018). Nano 6l¢ekli malzemeler (<100 nm boyutlar1), biyolojik
bariyerleri asarak viicuttaki biyolojik sistemlerdeki hassas organlara ulagmalarini saglayan
ayirt edici 0zelliklerinden dolay1 insan sagligi {izerinde biiyiik bir etkiye sahiptir (Kong ve

digerleri, 2014).

Nanopartikiillerin boyutu, biyolojik sistemle etkilesimlerde 6nemli bir rol oynar.
Nanopartikiillerin boyutu 1 ila 100 nm arasinda degisirken, protein kiirecikleri 2 ila 10 nm
arasinda degisir ve DNA sarmalinin ¢apt 2 nm ve kalinligt 10 nm'dir. Bu farkliliklar,
nanopartikiillerin hiicre organellerine ve hiicre ylizeylerine kolaylikla girmesine olanak
saglar. Ornegin, 6 nm biiyiikliigiindeki altin NP'ler niikleer zar1 kolayca gecebilirken, 6
nm'den biiyiik olan NP'ler yalnizca hiicre zarin1 gecebilir. Bu nedenle, daha kii¢lik boyutlu
NP'ler, niikleer zar1 gegemeyen daha biiyiik nanopargaciklara kiyasla daha toksik etkilere
sahiptir (Huo ve digerleri, 2014).



Solunum sistemi, partikiil maddeye maruz kalmanin en yaygin yoludur. Nanomalzemelerin
artan liretimi ve kullanimi, solunum bozukluklari i¢in risk olusturmaktadir (Elbastawisy ve
Almasry, 2014). Bu, cap olarak <I ila <100 nm boyut aralifi olan nanopartikiil (NP)
malzemelerinin etkilerine iliskin epidemiyolojik ve toksikolojik arastirma verilerine ihtiyag
duyulmasina yol agmistir (Morimoto ve digerleri. 2010) nikel (Ni) gibi, Ni bilesiklerinin
toplu veya ince hallerinde solunum sistemi iizerinde toksik ve genotoksik etkilere sahip

olduguna dair kanitlar vardir (Lu ve digerleri, 2005).

Solunan kii¢iik (1-100 nm) nanoparcaciklar alt solunum yollarina ulasabilir ve alveolar
hava-kan bariyerini (0.1-0.2 pm) gegebilir. Nanopartikiiller boylece genis yiizey alani ve
akcigerdeki kapsamli anjiyogenez nedeniyle hizli absorpsiyon sayesinde hava-kan
bariyerini kolayca gegebilir (Sung ve digerleri, 2007). Nanopartikiiller (NP'ler), belirli
boyuta bagli 6zelliklere sahip tasarlanmis nanopartikiiller endiistrilerde kullanilsa da kiitle
formlariyla birlikte mevcut olabilen ultra ince parcaciklar olarak da adlandirilir (Topmiller

ve Dunn, 2013).

Arastirmada, nanoteknoloji endiistrilerinde istthdam edilen yaklasik is¢i sayisini
belirlemek icin 2 yil boyunca iki asamali bir ulusal anket gergeklestirdi. Yaklagik 288
is¢inin potansiyel olarak farkli tiirde nanoparcaciklara maruz kaldigini bildirdiler (Honnert
ve Vincet, 2007). Ulusal Mesleki Giivenlik ve Saglik Enstitiisti'ne gore isci sagligi ile ilgili
potansiyel mesleki tehlike, bu soruyu yanitlayacak kesin bir veriye sahip degildir. Bununla
birlikte, nanoteknoloji endiistrileriyle 1ilgili calisanlar, olas1 tehlikelerini ve etki
mekanizmalarint  degerlendirmek i¢cin daha fazla arastirma gerektiren standart
konsantrasyonlardan daha fazla cesitli sekillerde, kimyasal 6zelliklerde ve boyutlarda

farkl tasarlanmis nanopartikiillere maruz kalmaktadir (Yokel ve Macphail, 2011).

Toksikoloji ile ilgili arastirma, deney hayvanlarinin dozlanmasi sirasinda farkl
konsantrasyonlarda nanoparcaciklara maruz kalabilecek arastirmacilar1 igerir (Sauer,
2009). Laboratuar hayvanlar iizerinde yapilan deneyler, teknisyenlerin ve aragtirmacilarin
nanoparcacikla ilgili mesleki maruziyetini artirabilir. ABD Cevre Koruma Dairesi ve ABD
Gida ve Ilag Dairesi, hayvanlar iizerinde yapilan testler sirasinda iscilerin nanopartikiillere
maruz kalma potansiyelini azaltmak i¢in diizenleyici 6nlemlere odaklandi (FDA, 2018;

EPA, 2018).
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Nanoparcaciklarin yaygin kullanimi, faydayr optimize etmek ve riski azaltmak ig¢in
toksikolojik profillerinin anlasilmasin1 gerekli kilmaktadir (Carli ve digerleri, 2018). Son
zamanlarda, benzersiz Ozellikleri nedeniyle metal oksit nanopartikiillerine (MO-NP'ler)
biiyiik bir ilgi vardir. Demir oksit (Fe>O3), nikel oksit (NiO), ¢inko oksit (ZnO), bakir oksit
(CuO) ve kobalt oksitler (CoO ve Co304) dahil olmak iizere gecis metallerinin MO-NP'leri
yaygin olarak kullanilmaktadir (Ates ve digerleri, 2016). Ni iceren nanopartikiillerin artan
ticarilesmesi , arastirmacilar1 ileri teknikler kullanarak toksikolojik o6zelliklerini

degerlendirmeye tesvik etti (Latvala ve digerleri, 2016 ).

Giliniimiizde kullanilan bir¢ok metalik nanopartikiil arasinda nikel nanopartikiilleri (Ni-
NP'ler), korozyon direnci (Singh ve digerleri, 2022) ve yiiksek manyetizma gibi benzersiz
ozellikleri nedeniyle ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir (Kong ve digerleri, 2017) diistik
erime noktasidir. Bdylece plastikler, elektronik cihazlar (Ilyas ve digerleri, 2022), iletken
macun, biyolojik tip gibi bircok uygulamada kullanilmaktadir; katalizorler, giines enerjisi
cihazlar1 (Ajdari ve Ghahnavieh, 2014) ve manyetik malzemeler i¢in alagimlar (Takahashi
ve digerleri, 2012; Ali ve digerleri, 2021). Nanomalzemeler ayn1 anda yararli ve toksik

olabilir (Meena ve digerleri, 2015).

Icecek kaplari, fermuarlar, borular, takilar, diigmeler ve mutfak gerecleri gibi baz1 ev
kaynaklari, nanonikelin hayvan ve insanlara maruz kalmasinin ortak kaynagidir. Nikel
nanopartikiiller ayrica sebzelerde, koklerde, yulaf ezmesinde, hindistan cevizinde, soya
fasulyeli ¢ikolatalarda, tahillarda, kuruyemislerde ve bademlerde bulunur (Singh, Batra M
ve digerleri, 2022).

Nikel oksit NP'ler (NiO-NP'ler), kati oksit yakit hiicreleri, nanoteller, katalizorler,
elektrokromik kaplamalar, seramikler, sensorler, boyalar ve depolama pilleri gibi cesitli
tilketim mallarinda en ¢ok kullanilan NP'lerden biridir (Mu ve digerleri, 2011), (Siddiqui
ve digerleri, 2012). NiO NP'ler, katalizorler, 151k yayan diyotlar, lityum-iyon piller, giines
pilleri, elektrokimyasal sensorler ve biyosensorler gibi farkli uygulamalarda kullanilir (Rao
ve digerleri, 2008). NiO-NP'lerin artan uygulamasi, ¢evresel yiikiin artmasina ve insan ve

hayvan sagligi icin tehlikeli bir tehlikeye yol agmistir (Cao ve digerleri, 2016).
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Nikel nanopartikiiller, yararli manyetik 6zellikler ve yliksek termal iletkenlik gosterdikleri
icin (Sharma ve digerleri, 2017), en yaygin kullanilan nanomalzeme tiirleridir (Griffitt ve
digerleri, 2008). Ozellikle, nikel oksit nanopargaciklart (NiO NP'ler), katalizorler, sarj
edilebilir piller, giines pilleri ve biyosensdrler dahil bircok uygulamaya sahiptir (Ahamed
ve digerleri, 2013, Rao ve Sunandana, 2008, Salimi ve digerleri, 2007). Nikel oksit gibi
cesitli metal oksitlerin tretilmis NP'leri elektronik uygulamalar, pil, ekran, boya
formiilasyonu ve biyomedikal bilesenler i¢in kullanilir (Capasso ve digerleri, 2014). NiO-
NP'ler, piller ve yakit hiicreleri gibi optik ve elektronik cihazlarda ve ayrica iire ve glikoz

sensorlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Mishra ve digerleri 2018; Parsaee 2018).

Nikel oksit nanopartikiiller (NiONP'ler) son yillarda solunum sistemi {izerindeki olumsuz
etkilerine iliskin endiseler nedeniyle toksisite ve risklerinin degerlendirilmesiyle dikkat
cekmektedir (Cao ve digerleri, 2016; Yu ve digerleri, 2018). NiO NP'lerin hiicresel toksik
etkilerinin, tiiketici iiriinlerindeki uygulamalariyla ilgili giivenlik endiselerini artirdigini

belirtilmistir (Abudayyak, Guzel ve Ozhan, 2016).

NiONP'lerin biiyiik Olgiide mineral kullaniminda, kaynak dumaninda ve solunabilir
parcaciklar olarak egzoz emisyonunda bulunmasi nedeniyle, akcigerler NIONP'lere maruz
kaldiginda hedef organlar haline gelir (Chang ve digerleri, 2017). Ni ve bilesikleri baslica
kanserojenler olarak siniflandirilmis ve NiO NP'lerin artan kullanimi NP'leri, insan ve
cevre lizerinde negatif etkiye sahiptir. Tiim diinyada nano bazli iriinlerin iiretimi ve
kullanimi, bunlarin ¢evreye salinmasina, gida ve suyu kirletmesine ve sonugta insan

viicuduna girmesine yol acacaktir (Prabhakar ve digerleri, 2011).

NiO-NP'lerin istisnai kimyasal kararliligi, optik, katalitik, manyetik ve elektriksel
ozellikleri c¢ok dikkat c¢ekmigtir. NiO NP'ler giines pillerinde, lityum iyon pillerde,
diyotlarda ve biyosensorlerde kullanilmaktadir (Ates ve digerleri, 2016). Ayrica, NiO
NP'ler, dizel yakit katki maddesi ve pigment 6zellikleri nedeniyle ilgi konusu olmustur

(De Sousa Soares, 2018).
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Nikel nanopartikiiller, genis yiizey alani/hacim orani, diigiik erime noktasi, diisiik yanma
noktas1 ve yiiksek yiizey enerjisi gibi benzersiz Ozelliklerinden dolayr yaygin olarak
kullanilmaktadir Ni NP'lerin manyetik malzemeler, havacilik, seramik, katalizorler ve

biyomedikal alan gibi ¢esitli alanlarda uygulamalari vardir (Zhang, 2003).

NiO NP'lerin kullanimindaki artig, bunlarin insan ve cevre sagligi lizerindeki olasi
etkilerinin net bir sekilde anlasilmasini gerekli kilmaktadir. Wistar fareleri {izerinde NiO
NP'lerin akut oral doz toksisite ¢alismasi, Onemli genotoksisite ve biyokimyasal

degisiklikler gostermistir (Dumala ve digerleri, 2017; Dumala ve digerleri, 2018).

NiO, tehlikeli boyalarin ayrismasi i¢in bir katalizor olarak biiyiik ilgi gordi (Tarve ve
digerleri, 2016). NiO NP'lerin artan kullanimi, ¢evre ve insan saglig1 lizerindeki potansiyel
etkilerinin daha derinden anlagilmasii gerektirir. NiO NP'lerin nasil toksisite iirettigi
mekanizmalar hala belirsizdir. Son zamanlarda yapilan bir arastirma, yiiksek Ni
seviyelerine maruz kalmanin antioksidan seviyelerini 6nemli ol¢iide digiirdiiglinii ve

bunun da serum anti-oksidatif kapasitesini azalttigini bildirdi (Tsao ve digerleri, 2016).

Glimiis, altin, ¢inko oksit, bakir oksit, kursun oksit ve nikel oksit nanoparcaciklar1 (NiO
NP'ler) gibi ¢esitli metalik ve metal oksit nanopargaciklar1 gelistirilip kullanildikga, in vitro
ve in vivo toksisiteleri incelenmistir (Sutunkova ve digerleri, 2018) Tasarlanmis
nanopartikiillerin kaderi tam olarak degerlendirilmemistir. Nanopargaciklar ayn1 kimyasal
formiile sahip olmalarina ragmen boyut, sekil ve kristal yap1 gibi fizikokimyasal
ozelliklere bagh olarak farkli toksisite ve biyokinetik gosterirler (Shinohara ve digerleri,

2017).

Genis uygulamalar1 ile NiO NP'ler, 6zellikle atik su olmak iizere gevreye giderek daha
fazla salinir. Bu nedenle NiO NP'lerin insan ve hayvanlar tizerindeki etkileri biiytik ilgi
cekmistir. NiO NP'lerin toksisitesi potansiyel olarak 6liimciildiir ve ¢esitli sistemlere ulasir.
NiO NP'lerin neden oldugu hematolojik, genetik, sinirsel, hepatik, renal ve iireme

toksisitesi dahil olmak {izere bir¢ok toksik etki vardir (Sutunkova ve digerleri, 2019).
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Insan ve hayvanlar inhalasyon yoluyla NiO NP'lere maruz kalabilir. Sonug olarak, NiO
NP'lerin akciger toksisitesi, alveolar hiicreler iizerindeki enflamatuar, sitotoksisite ve
apoptotik etkilerini gostererek kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Morimoto ve digerleri,

2011 , Pietruska ve digerleri, 2011).

Diger calismalar, NiO NP'lerin gastrointestinal sisteme ulasabildigini ve ardindan NiO
NP'lerle kontamine olmus yiyecek ve suyun kazara yutulmasi yoluyla farkli organlara

dagilabilecegini vurgulamistir (Sharma ve digerleri, 2012).

Insan dokularinda biriken nikel igeriginin ¢ogunu i¢gme suyu ve gida kaynaklarmin
olusturdugunu bildirmistir. Tekrarlanan oral maruziyetten sonra, NiO NP'lerin erkek
Wistar si¢anlarmin bir¢gok dokusunu etkileyerek genotoksisiteye ve dengesiz enzim

aktivitesine neden oldugunu gostermistir (Saquib ve digerleri, 2017).

Nikel oksit NP'ler, insan hepatositlerinde oksidatif stresi ve apoptozu indiikledikleri i¢in
hepatotoksik maddeler olarak tanimlanmistir (Ahamed ve digerleri, 2013). Ayrica, oral
maruziyetten sonra, NiO NP'ler erkek sicanlarin testislerinde oksidatif dengesizligi
indiikleyerek DNA hasarina ve kisirliga yol agar (Singh ve digerleri, 2022). Insanlarin NiO
NP'lere maruz kalma seviyeleri mevcut degildir. Ancak insan viicudunda bulunan Ni
iceriginin ¢ogu igme suyu ve besin kaynaklarindan kaynaklanmaktadir (Boustani, Hojati,
Ebrahimzadeh, 2012). Ni'ye maruz kalma dermal temas, soluma ve oral yolla da olabilir.
ABD'de gidalardan giinliik ortalama Ni alim1 150-168 pg olarak bildirilmistir. Igme suyu
yoluyla, giinde tipik Ni alim1 2 pug ve havadan 0,1-1 ug idi (Ulusal Toksikoloji Programi,
2011).

NiO NP'lerin artan kullanimi, oral yoldan maruz kalma sansini artirabilir ve insanlarda Ni
iceriginin su ve gida kaynaklarma katkida bulunabilir. GIT yoluyla absorpsiyon, NiO
NP'lerin insan sistemlerine girisinin en olasi yoludur ve muhtemelen NP'lerin yiizey yiikdi,

bilesimi, hidrofobikligi ve boyutu tarafindan yonetilir (Beloqui ve digerleri, 2016).
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Kaynak dumani, degisken kimya ve kristallige sahip ¢esitli boyutlarda (0,11-2 pm kiitle
ortalama aerodinamik ¢ap) potansiyel bir metalik nikel parcaciklar1 kaynagidir. Isyerinde
metalik nikel ve bilesiklerine karisik maruz kalma, ayri1 ayri bilesenlerin kanserojenlik

degerlendirmesini zorlastirir (Sivulka, 2005).

Kemirgen inhalasyon ¢aligmalarinda, Ni*S? partikiilleri (2,0-2,2 um) ve NiO partikiilleri (
2,2-2,5 um), ¢oziiniir NiSO4 6H>'nin aksine akciger tiimorlerini indiiklerO akciger
timorlerini indiiklemeyen aerosoller (Dunnick ve digerleri, 1995). Metalik nikel
partikiilleri, siganlarda intratrakeal asilamayi takiben (IARC, 1990) akciger tiimorleri
uiretir, ancak metalik nikel tozunun (1,8 um kiitle ortalama aerodinamik cap) 24 ay

boyunca inhalasyonundan sonra olusmaz (Oller ve digerleri, 2008).

Nikel nanopartikiiller, katalizorler, biyosensorler ve enerji depolama cihazlar1 dahil birgok
uygulama i¢in tretilir (Zhang ve digerleri, 1998). Nikel ayn1 zamanda bazi karbon nanotiip
tiirlerinin sentezi i¢in bir bliylime katalizorii olarak da kullanilir ve bu katalizér kalintilar
karbon kabuklar1 i¢inde kapsiillenmis gibi goriinse de bir fraksiyon tipik olarak biyolojik
olarak temin edilebilir (Liu ve digerleri, 2007).

Nikel ve nikel oksit nanoparcaciklarina soluma yoluyla maruz kalma, nanoteknoloji
endiistrisi genisledik¢e dnemli bir mesleki tehlike olarak ortaya ¢ikabilir Metalik nikel ve
nikel oksit nanopargaciklarinin, siganlarda intratrakeal asilamay1 takiben 6nemli akciger
toksisitesi ve enflamasyonu indiikledigi gosterilmistir (Ogami ve digerleri, 2009; Zhang ve

digerleri, 1998).

Nikel kanserojenligi, hiicre i¢i mobilizasyon ve nikel (II) iyonlarinin hedef hiicrelere
iletilmesi ile iliskilendirilmistir (Goodman ve digerleri, 2011). Coziinlir nikel tuzlari
minimum alim gosterirken, zayif ¢oziiniir nikel bilesikleri partikiil formunda kalir ve
kiiltiirlenmis hiicrelerde fagositoz tarafindan daha kolay alinir. Hiicre i¢i nikel (II) iyonlari,
reaktif oksijen tilirlerinin olusumu ve kalsiyuma bagimli ve stres kaynakli sinyal
kaskadlarmin aktivasyonu dahil olmak {izere kanserojenlige katkida bulunabilecek ¢oklu

sinyal yollarim aktive etmektedir (Barchowsky ve O'Hara, 2003).
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Histon asetilasyonunda, kromatin organizasyonunda, DNA metilasyonunda ve DNA
onarim yollarina miidahalede epigenetik degisiklikler nikel kanserojenligine katkida

bulunabilir (Salnikow ve digerleri, 2000).

Nikel (II) iyonlari, hiicre i¢i askorbati tiiketebilir (Karaczyn ve digerleri, 2006; Salnikow
ve digerleri, 2004) ve prolil hidroksilazlar etkisiz hale getirir hipoksi ile indiiklenebilir
faktor (HIF-la) indiiklenmesine ve hipoksi ile indiiklenebilir genlerin ekspresyonuna yol
acar (Maxwell ve Salnikow, 2004). Nikel, hipoksiyi taklit ederek, enerji metabolizmasi
degismis, biiylime regiilasyonu degismis ve apoptoza direngli hiicrelerin biiylimesi ig¢in

secici basing saglayarak tiimor gelisimini tesvik edebilir (Salnikow ve Zhitkovich, 2008).

Ni NP'ler {izerine yapilan in vivo caligmalarin ¢ogu, ister trakeal damlatma (Ada ve
digerleri 2010) veya tiim viicut inhalasyon sistemleri (Ogami ve digerleri 2009 ; Oyabu)
olsun, pulmoner patolojiye odaklanmistir.Ni hidroksit ve NiO gibi Ni-NP bilesiklerinin,
sirastyla intra-trakeal damlatma ve tiim viicut inhalasyon maruziyetine iligkin hem uzun
hem de kisa siireli calismalarda akcigerlerde enflamatuar etkilere neden oldugu

gosterilmistir (Ahamed, 2011; Baek ve An 2011; Gillespie ve digerleri, 2010) .

Ni NP'lerin kas i¢i implantlarinin, tarafindan siganlarda rabdomiyosarkomlar1 indiikledigi
gosterilmistir. Ni NP'lerin (50 nm) SD farelere intravendz olarak enjekte edildiginde
karaciger ve dalak hasarina, akciger iltihabina ve kardiyak toksisiteye neden olabilecegini

gosterilmistir (Magaye ve digerleri, 2014).

Ni-NP'lere istenmeyen maruz kalma, insan sagligi lizerinde cilt alerjileri (Gu ve digerleri,
2016), akciger fibrozu gibi toksik etkiler liretme potansiyeline sahiptir kardiyak toksisite
ve DNA hasar1. Bu hastaliklarin arkasindaki olasit mekanizma, reaktif oksijen tiirlerinin

(ROS) yiiksek seviyeleri tarafindan baslatilabilir (Lou ve digerleri, 2013)

Ni-NP'ler ayrica hiicre apoptozunu, organlarda histopatolojik anormallikleri ve viicutta
fonksiyonel hasar1 indiikleyebilir (Takahashi ve digerleri, 2012) Ni-NP'lerin ROS
seviyelerini yiikselterek erkeklerde kisirliga neden oldugunu arastird: (Ajdary ve digerleri,

2018). Ni ve Ni-NP'lere maruz kalma, lipid peroksidasyonunu, testislerde apoptozu, DNA
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hasarin1 ve erkek kisirligia yol acan spermdeki morfolojik degisiklikleri artirabilir (Kong

ve digerleri, 2014; Balasubramani ve digerleri, 2020).

Sicanlarda nikel maruziyeti testis dokularinda antioksidan aktiviteleri azaltmis ve lipid
peroksidasyonunu arttirmistir Nikel, ireme i¢in toksik potansiyeli nedeniyle bir endokrin
bozucu olarak kabul edilir (Beshir ve digerleri, 2016). Luteinize edici uyarict hormon,
folikiil uyarici hormon ve testosteron ile etkilesimi gosterir (Wirth ve Mijal, 2010). Ni-
NP'lerin memelilerde testis dokular1 i¢in toksik oldugu aciktir. Memeliler arasinda
erkekler, iireme {lizerinde olumsuz etki gosteren cesitli toksik maddeler i¢in daha biiyiik

risk altindadir (Wirth ve Mijal, 2010).

NiO-NP'ler, insan akciger karsinomu hiicrelerinde oksidatif stres aracili hasari
indiiklemistir (Horie ve digerleri, 2011). Insan meme kanseri ve hava yolu epitel
hiicrelerinin canliligi, doza bagh bir sekilde NiO-NP'ler tarafindan baskilanmistir (Siddiqui
ve digerleri, 2012). Ayrica, NiO-NP'lerin 72 saatlik tek bir intratrakeal damlatilmasindan
sonra, sicanlarin akciger dokusunda ciddi hasar gelismistir. Ayrica erkek Wistar
farelerinde intratrakeal damlatma yoluyla viicut agirliginin kilogrami bagina 0,015, 0,06 ve
0,24 mg NiO-NP'lere 6 hafta tekrar tekrar maruz kaldiktan sonra hepatotoksisite
indiiklenmistir (Horie ve digerleri, 2011).

Nikel toksisitesi mesleki tehlikelerle iligskilendirilmistir ve Ni-NP maruziyetinin isyeri
kontakt dermatiti ve mesleki astima yol actigina dair ¢ok az kanit vardir (Arrandale ve
digerleri, 2012; Zhao ve digerleri, 2009). Bir vaka c¢alismasi, 26 yasindaki bir kadin
kimyagerin, ol¢iildiigiinde ve tedavi edildiginde nikel nanopartikiil tozuna maruz kaldiktan
sonra bogaz iltihabi, solunum tikanikligi, "geniz akintis1", yliz kizarmasi ve kiipelerinde ve
kemer tokasinda cilt alerjisi yasadigini gostermistir. Giivenlik onlemi olmayan bir test
tezgahinda. TRUE yama testinin ardindan, nikele pozitif reaksiyon gosterdigi bulundu.
Semptomlarin tekrarlamasi nedeniyle tesisin diger alanlarinda calisamadi. Bu olay, sirketi
gelecekte nikel nanopartikiilleri ile ugrasirken giivenlik prosediirleri yapmaya tesvik

etmistir (Journeay ve Goldman, 2014).
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Bir caligma, yetigkin bir saglikli erkegin, metal ark yontemiyle tlirbin yataklari i¢in ¢alilara
nikel piiskiirtme sirasinda Ni NP'leri soludugunu bildirdi. 13 giin maruz kaldiktan sonra
0ldii ve otopsi oliim nedeni olarak yetiskin solunum sikintisi sendromunu bildirilmistir.
Akciger makrofajlarinda 25 nm'den kii¢iik nikel nanoparcaciklar1 (Ni-NP'ler) ve maruz
kalan deneklerin bobreklerinde ve idrarinda akut tiibiiler nekroz belirtileri gosteren 6nemli

miktarlarda nikel tespit edilmistir (Philip ve digerleri, 2010).

Ni NP'lerin birincil kaynagi inhalasyondur. Nikel NP'lerin (Ni-NP'ler) toksik etkilerine
iliskin ¢ok az veri mevcuttur (Ahamed, 2011). Nikel nanopartikiillerin ¢evresel ve mesleki
ortamlardaki toksisitesi, NP'lerin boyutlar1 kadar konsantrasyonuyla da iliskilidir. Genel
olarak, NP'lerin toksisitesi boyut kiiciildiikkge artar. Ni NP'ler, nikel mikropartikiillerine
kiyasla daha toksik olabilir (Zhao ve Wang, 2012).

Insanlarin NiO NP'lere maruz kalma seviyeleri mevcut degildir. Ancak insan viicudunda
bulunan Ni igeriginin ¢ogu i¢cme suyu ve besin kaynaklarindan kaynaklanmaktadir
(Boustani, Hojati, & Ebrahimzadeh, 2012). Ni'ye maruz kalma dermal temas, soluma ve
oral yolla olabilir. ABD'de gidalardan giinliilk ortalama Ni alimi 150-168 pg olarak
bildirilmistir. Igme suyu yoluyla, giinde tipik Ni alim1 2 pg ve havadan 0,1-1 pg idir
(Ulusal Toksikoloji Programi, 2011).

NiO NP'lerin artan kullanimi, oral yoldan maruz kalma sansini artirabilir ve insanlarda Ni
iceriginin su ve gida kaynaklarma katkida bulunabilir. GIT yoluyla absorpsiyon, NiO
NP'lerin insan sistemlerine girisinin en olasi yoludur ve muhtemelen NP'lerin yiizey yiikdi,
bilesimi, hidrofobikligi ve boyutu tarafindan yonetilir (Beloqui ve digerleri, 2016; Fu ve
digerleri, 2013).

Gilinlimiizde sirketler, maruz kalma riskine ve muhtemelen miiteakip saglik etkilerine yol
acan nikel (Ni) ve nikel oksit (Ni1O) nanopargaciklar1 (NP'ler) iiretiyorlar (Journeay, W.S
ve digerleri, 2014). Tarihsel sanayiden Ni igeren toza maruz kalma, bu tiir maruziyetin

kanser dahil ¢esitli saglik etkilerine neden olabilecegi bilinmektedir (IARC, 2012).



18

Epidemiyolojik c¢aligmalarda akciger tiimorii riskinde artis gdzlenmistir. Coziiniir ve
coziinmez Ni partikiillerinde ise, sicanlarda yapilan ¢alismalar, maruz kalan sicanlarda
sadece c¢oOziinmeyen bilesiklerin (NiO, kristalin nikel siilfit) akciger tiimorlerini

indiikledigini gostermistir (Oller, 2002).

Bu, ¢6ziiniir nikelin hizli bir sekilde temizlenmesi ve sinirlt hiicre alimi ile agiklanmistir ve

ayrica tiimorleri indiikleme potansiyeli en yiiksek olan nikel tiirleri,

> Akcigerde parcaciklar halinde bulunabilecek kadar ¢6ziinmez olan,

A\

Fagositoz yoluyla epitel hiicrelerine verimli bir sekilde girebilen ve
> Fagozomlarda daha sonra DNA ve proteinlerle etkilesime girebilen Ni2+ iyonunu

serbest birakir (Goodman, 2010).

NiO NP'ler endiistriyel olarak fotoelektrik ve kayit malzemeleri, katalizorler, sensorler vb.
olarak kullanilir. Bu nedenle, endiistriyel toksikoloji ve is saghgi risk yonetiminde
onemlidirler (Sutunkova, 2019) Pulmoner NiO NP bazli toksikolojinin derecesi, maruz
kalma dozu ve akcigerlerdeki biyolojik kalicilik gibi ana faktorlere de baghidir (Oyabu,
2017). NiO NP'ler akcigerdeki diger nanopargaciklardan daha yiiksek bir biyo-kaliciliga
sahip olduklarindan, 1-3 ay boyunca kronik iltithaplanmaya neden olabilirler ve

akcigerlerde 6 aya kadar kalabilirler (Chang, 2018).

Memeli sistemlerinde, NiO NP'lerin toksik etkileri, 6zellikle hava yolu hiicreleri iizerinde
aragtirllmistir (Lu ve digerleri, 2009). Siganlarda NiO NP'lerin intratrakeal damlatilmasini
takiben enflamasyonun neden oldugu akciger toksisitesi iyi belirlenmistir (Morimoto,

Ogami, Todoroki, 2010).

Metallerin toksik olmasinin bir nedeni, oksidatif strese neden olmalaridir. Metal yiikleme
Askorbik asit, glutatyon gibi serbest radikal siipiirici molekiillerden ve bunlarin
biyosentezi ve indirgenmesinde yer alan enzimlerden olusan antioksidan sistemi aktive
eder. Agir metaller solunum sisteminde emilebilir, bitkilerde bazi fotosentetik siireglere
miidahale edebilir ve reaktif oksijen tiirevlerinin olusumuna neden olabilir (Noctor, Foyer,

1998).
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Metal oksit NP'lerin toksisitesini degerlendiren arastirmalarin ¢ogu, NP kaynakli olumsuz
etkiler i¢in ¢ekici bir mekanizma olduguna inanilan oksidatif stresin nedeni olarak reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu gostermistir (Nel ve digerleri, 2009). Degerlendirilen
toksikolojik son noktalar1 dogrulamak i¢in NP'lerin fizikokimyasal o6zellikleri igin
kapsamli karakterizasyonunu oOnerdi. Metal oksit NP'lerin toksisitesini degerlendiren
aragtirmalarin ¢ogu, NP kaynakli olumsuz etkiler i¢in ¢ekici bir mekanizma olduguna
inanilan oksidatif stresin nedeni olarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu

gostermistir (Nel ve digerleri, 2009).

Serbest radikaller veya ROS dis yoriingesinde eslesmemis bir elektron baglanti igerir.
Reaktif ve kisa omiirliidiirler. Serbest radikaller, normal metabolizmay1 ve hiicre i¢i enerji
iiretimini siirdiirmek i¢in gerekli olan bir¢ok reaksiyonla olusur. (Kiling ve Kiling 2002).
ROS, atmosferik oksijen, molekiiler oksijen (O2) veya dioksijen. Normal oksijenin kii¢lik
bir kismi birincil olarak mitokondriden olusur. Bu nedenle, hiicresel bolme igindeki
metabolizma, reaktif oksijen tiirlerine indirgenir. Onemli reaktif oksijen tiirleri, siiperoksit
radikallerine (O2--), hidroksil radikallerine (OH) ve hidrojen peroksite (H20»)
dontstiiriiliir. Bunlardan ilk ikisi serbest radikallerdir. Hidrojen peroksit bir pro-oksidandir

(Navarro, Boveris, 2004).

Oksidatif stres, serbest radikallerin ve antioksidanlarin biyolojik sistemlerde
uzaklastirilmasina neden olan bir dengesizliktir. Reaktif oksijen tiirleri, basta mitokondri
olmak {izere organellerdeki normal metabolizma veya iskemi-reperfiizyon, yaslanma,
radyasyon, hiperksi, inflamasyon, kimyasal maruziyet sonucu iiretilen oldukg¢a reaktif

tiirlerdir (Yan ve Sohal, 1998).

Serbest radikaller endojen ve eksojen olmak iizere iki gruba ayrilir. Dahili; mitokondri,
endoplazmik retikulum, sitokrom P-450, peroksizomlar, mikrozomlar, enflamatuar
hiicrelerin aktivasyonu. Dis kaynaklar arasinda endiistriyel kimyasallar, ilaglar, besinler,
iyonlastirict radyasyon, ultraviyole 151k, 151k, sigara dumani ve ksenobiyotikler bulunur.

(Glimiistas ve Atukeren, 2008).
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ROS, stiperoksit radikalini (O-), hidroksil radikalini (OH), hidroperoksil radikalini (HO>),
hidrojen peroksiti (H>0O2), alkoksi radikalini (RO), peroksi radikalini (ROO), singlet
oksijeni (10) igerir. Ve hepsi bitkiler i¢in sitotoksik olan uyarilmis karbonil (RO*) ROS
hemen hemen tiim makromolekiillere saldirabilir, bu da hiicresel bilesenlerde ciddi hasara,
DNA lezyonlarina ve mutasyonlara neden olur ve bu genellikle onarilamaz metabolik islev

bozukluguna ve hiicre 6liimiine yol acar (Karuppanapandian, 2011).

Dogas1 geregi kararsiz molekiiller olan serbest oksijen radikallerinin yikimi, kendiliginden
veya antioksidanlar tarafindan inaktivasyon yoluyla ger¢eklesir (Kumar, Abbas ve Aster,
2014). Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini ve bu maddelerin zarar gérmesini engeller

(Karabulut ve Giilay, 2016).
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Sekil 1.2. Oksidatif denge (Ozcan ve digerleri, 2015)

Antioksidan, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu 6nleyen, bu molekiillerin neden oldugu
hasar1 Onleyen ve detoksifikasyonu saglayan viicudun savunma sistemini ifade eder.
Biyolojik sistemlerde antioksidanlar enzimatik olmayan antioksidanlar ve enzimatik
antioksidanlar olmak iizere ikiye ayrilir. Glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) ve sliperoksit dismutaz (SOD), serbest radikal
olusumunu ve birikimini ve lipid peroksidasyonunu 6nleyen enzimatik antioksidanlardir. C
vitamini (askorbik asit), glutatyon (GSH), E vitamini (a-tokoferol) ve A vitamini
enzimatik olmayan antioksidanlardir (Uzun ve Kalender, 2013). “Oksidatif hasara neden
olan kimyasallara kars1 aktive olan en yaygin antioksidan enzimler SOD, CAT ve GPx'tir”

(Apaydin ve digerleri, 2016).

Antioksidan savunma sistemleri, hiicrelerin oksidatif stres durumlarna ve DNA
metabolizma  yolaklarina karst  yasamsal fonksiyonlarmmi  koruyabilmeleri ve
siirdiirebilmeleri i¢in gereklidir. Bu sistemler, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi ana antioksidan enzimlerden olusur. Ayrica, glutatyon
transferazlar (GST'ler), bilesikleri detoksifiye etmeye, suda ¢oziintirliiklerini artirmaya ve
idrar yoluyla atilimi basitlestirmeye yardimci olur (Kalender ve digerleri, 2015; Doukali ve

digerleri, 2017).
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Reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini engeller ve bu maddelerin zarar gérmesini engeller.
Enzimlerin ana rolii. Oksijen metabolize eden hiicrelerde siiperoksit seviyelerini diisiik
tutmanin lipid peroksidasyonunu engelledigi sdylenir. SOD, hiicreler oksidatif strese
maruz kaldiginda baskilanir. Ancak stres uzun siirdiiglinde ve ROS iiretimi arttiginda

enzimler tiikenir ve konsantrasyonlar1 diiser (Kasapgopur Ozel ve Birdan, 2014).

SOD bir siiperoksit radikal enzimidir ve siliperoksit radikallerinin CAT'de kullanilan
H>0Os'ye dismutasyonunu katalize eder. Bu nedenle SOD ve CAT, deneysel calismalarda
oksidatif stres ve toksisiteyi belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan parametrelerdir.

(Kasperczyk, 2012).

GPx, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan bir antioksidan selenoenzimdir. Bu enzimler ve
glutatyon (GSH), esas olarak substrat olarak ¢dziiniir hidrojen peroksit ve alkil ile islev
goriir. Peroksidaz azaltir (Bebe ve Panemangalore, 2003; Demir, Uzun, Durak, Kalender,
2011). GPx, oksidatif glutatyon ve GPx, lipitleri hiicre i¢i ortamda peroksidasyondan

korur. Onu koruyan ana enzimdir (Siileyman, Giil ve Erhan, 2018).

GST, elektrofilik ve hidrofobik bilesiklerin glutatyona baglanmasina izin verir.
Glutatyonun daha kolay temizlenen ve daha az toksik metabolitlere doniisiimiinii katalize
eder. GST Kkatalitik olabilir veya katalitik olmayabilir. Bircok gorev var. Hiicre ici
tastyicilar ve baglayici 6zellikler yoluyla detoksifiye eder (Mehana, Meki, Fazili, 2012;
Kasapcopur Ozel ve Birdane, 2014; Ashok ve digerleri, 2014).

Malondialdehit, hiicre i¢i oksidatif stres tarafindan tetiklenen stabil bir metabolit ve lipid
peroksidasyonudur MDA, lipit peroksidasyonunun en olasi biyobelirteclerden biridir
(Sener ve digerleri, 2007). ROS asir1 tiretildiginde, hiicre i¢i yapilarda DNA, protein ve
hiicresel antioksidan sistem modifikasyonlar1 ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin lipid
peroksidasyonu (LPO) meydana gelir. LPO'nun son {iriinii olmasi nedeniyle artan
malondialdehit (MDA) igerigi LPO'nun 6nemli bir gostergesidir (Apaydin ve digerleri,
2016).
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Ayrigma, bir ara {iriin olarak malondialdehit (MDA) iiretir. MDA, kimyasal veya fiziksel
oksidatif stresin neden oldugu peroksidatif hiicre zar1 hasarinin bir indeksi. Yiiksek MDA
seviyeleri, c¢esitli hastaliklarla iligkili olduklar1 i¢in tolere edilir. MDA, lipid
peroksidasyonunun bir gdstergesi olarak kullanilir ve MDA, serbest radikalleri 6lgmek i¢in
dolayl1 bir yontem olarak kullanilir. Lipit peroksidasyonu da reaktiftir. Enzimleri ve diger
hiicreleri engelleyen serbest radikalleri ve toksik aldehitleri serbest birakir. Bilesen

tamamen devre dig1 birakildi (Erdurmus ve digerleri, 2011)
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Sekil 1.3. Ros etki mekanizmasi (Awasthi, 2015)
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Hiicre zar1 yapilarinda gdzlenen baglica toksik etkiler, zar proteinlerinin ve lipitlerin
oksidasyonudur. Bu oksidasyonda lipit peroksidasyonu bilimsel aragtirmalarda énemli bir
parametre olarak kullanilmaktadir. MDA miktar1, toksin kaynakli hiicre hasarmin bir

indeksi olarak kullanilir (Pandir, 2018).

NP'lerle dogrudan interkalasyon veya fiziksel ve/veya elektrokimyasal etkilesim disinda,
ROS, DNA hasarina neden olan anahtar faktor olarak kabul edilir (Mehrabi, Wilson,
2007). ROS'un abiyotik ve biyotik strese dahil olan ¢ok dnemli ikinci haberciler olduguna
dair ¢ok sayida kanit vardir (Takahashi, 2011). Ve programli hiicre oliimiinii (PCD)

kontrol etmek i¢in 6nemli sinyal molekiilleri olarak yer alir (Gechev ve Hille, 2005).

DNA gibi hiicre bilesenlerine veya proteinlerin siilfhidril, karboksil veya imidazol
gruplarina baglanir ve aktivitelerini degistirir. Hiicresel islemlere miidahale, metale maruz
kalan siklikla redoks dengesizliklerine ve oksidatif strese neden olur (Sharma ve Dietz,

2009).

Cok sayida apoptozu indiikleyen ajan, ATP iiretimi i¢in elektron taginmasinin ayrilmasini
indiikleyebilir, bu da AYm'de bir azalmaya ve ardindan ROS olusumuna yol acar. ROS
ayni zamanda nanotoksikolojide hiicresel hasara ve sonunda hiicre 6liimiine neden olabilen
ikincil siireglere yol agan temel kimyasal siire¢ olarak kabul edilmektedir (Gou, Onnis-

Hayden, 2010).

NP'lerle dogrudan interkalasyon veya fiziksel ve/veya elektrokimyasal etkilesim disinda,
ROS, DNA hasarina neden olan anahtar faktor olarak kabul edilir (Mehrabi, Wilson,
2007). ROS'un bitkilerde abiyotik ve biyotik strese dahil olan ¢ok dnemli ikinci haberciler
olduguna dair ¢ok sayida kanit vardir (Takahashi, 2011). Ve ayrica programli hiicre
Olimiinii (PCD) kontrol etmek i¢in dnemli sinyal molekiilleri olarak yer alir (Gechev ve

Hille, 2005).

NP'lerin neden oldugu toksisitenin en yaygin nedeni, lipid peroksidasyon ve reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) seviyelerini arttirirken GSH seviyelerinde diislise yol agabilen oksidatif
strestir (Wang ve digerleri, 2009; Akhtar ve digerleri, 2010). NP'ler, daha genis yiizey

alanlar1 nedeniyle hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi ROS seviyesini arttirir.
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ROS iiretimi hem sitotoksisite hem de genotoksisite ile sonuglanir. Lipitlerin, proteinlerin
ve DNA'nin peroksidasyonu yoluyla makromolekiillerin oksidatif hasari, metabolik ve
mitojenik yollarin diizenlenmesine yol acan gen ekspresyonunun yani sira sinyal iletimini

de degistirmektedir (Ermak ve Davies, 2002).

Ni NP'ler 6nemli dl¢lide daha reaktiftir ve diger nikel bilesiklerine kiyasla daha fazla ROS
yayma potansiyeline sahiptir (Latvala ve digerleri, 2016). Su anda nanomalzeme toksisitesi
hakkinda yetersiz bilgi ve in vivo ¢alismalar vardir. Ni NP'lerin tam etki mekanizmasini

belirlemek i¢in aragtirma gereklidir (Tiwari ve digerleri, 2011).

NiONP'lere maruz kalmanm sican akcigerlerinde farkli akut ve kronik inflamatuar
yanitlara yol agtigin1 gostermistir (Jeong ve digerleri, 2022). Ayrica, sicanlarda NiONP'lere
maruz kalmanin, siganlarda oksidatif stres ve enflamatuar yanitla iligkili olabilecek
oksidanlar ve antioksidanlar arasinda dengesizlige neden oldugu da bildirilmistir (An ve

digerleri, 2017).

Apoptoz yolunun kuralsizlagtirilmasi, neoplazm gelisiminin indiiklenmesi dahil olmak
iizere cok sayida patolojik siirecin temelini olusturabilir (Zou ve digerleri 2016).
Apoptosisin olusmasina pek c¢ok faktor neden olabilir, normal fizyolojik tepki disinda,
enzimlerin ve proteinlerin yolundaki herhangi birinin bozulmasi zararli etkilere neden
olabilir. Apoptoz yolunun serbestlestirilmesine, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden

oldugu oksidatif stres neden olabilir (Liu ve digerleri, 2016; Yang ve digerleri, 2016).

Calismalar, oksidatif stresin NP'lerin sitotoksisitesini tetiklemede anahtar bir yol
olabilecegini gostermistir (Ahamed ve digerleri, 2011), Oksidatif stres mitokondri
disfonksiyonuna, DNA, protein ve lipid hasarina yol agabilecegi i¢in de biiyiik bir tehdit
olusturmaktadir (Dorighello ve digerleri, 2016).

Oksidatif stres, NP'lerin ROS seviyesi ve hiicre canliligi arasindaki olumsuz iligkiler
yoluyla sitotoksisiteyi uyardig1 anahtar bir mekanizma olarak rapor edilmistir. Oksidatif
stres, mitokondride elektron tagima zinciri yoluyla meydana gelen ROS olusumu ile kanser

ve damar sertligi gibi hastaliklar, sigara i¢gme, yaslanma ve belirli besinler tarafindan
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siddetlendirilebilen antioksidanlar arasindaki dengesizlik olarak bilinir (Horie ve digerleri,

2012; Ahmad ve digerleri, 2022).

Akciger dokusu hayati 6neme sahip organlardan birisidir. Solunum fonksiyonu,
organizmalarin hayatta kalmasi i¢in kritiktir ve molekiiler oksijen, yasam i¢in gerekli olan
enerji i¢in hayati 6neme sahiptir (Semenza, 2011). Bu birincil rolle ilgili olarak, akcigerin
fizyolojik modeli, gaz1 akcigerlerin i¢ine ve disina tasimak i¢in iletken hava yollarindan ve
alveollerden kilcal damarlara difiizyonla gaz degisiminin gerceklestigi alveoler zarlardan
olusur. Akciger icinde oksijen, sistemik kan akisi tarafindan nihai olarak dagitilmak iizere
alveolar septay1 olusturan hiicreler yoluyla pulmoner kapillerlere serbest¢e yayilir (Weibel

ve Bachofen, 1979).

Solunum sisteminin en temel organi olan akcigerler, gogiis kafesinde yer alan ve gogiis
boslugunu ¢evreleyen bir seroza (plevra) ile ¢evrilidir. Plevranin corpus cavernosum tarafi
diiz mezotelyal hiicrelerle kaplidir. Mezotel hiicrelerinin altinda subserozal doku adi
verilen gevsek bag dokusu bulunur. Akciger kapsiiliinli olusturan bu bag dokusu organ
istila eder ve akcigeri loblara ve lobiillere ayirir. Akcigerin yapisindaki olusum islevlerine
gore hava tasiyan tlipler ve solunum dokusu olmak lizere iki ana boliimde incelenirler

(Junqueria ve digerleri, 2009; Ozer, 2018; Ross ve digerleri, 2006).

Hava tasiyan tiip, trakeanin gogiis bosluguna ayrildigi yerden baslar ve solunum
dokularina devam eder. Trakeanin ikiye ayrildig1 noktaya catallanma denir. Catallanmadan
akcigerin disina kadar olan bronglar ekstrapulmoner bronglardir. Bronsun akcigere
girdikten sonra dallanan kismina intrapulmoner brons denir (Junqueria ve digerleri, 2009;

Ross ve digerleri, 2006).

Solunum dokusu, sistemin iglevlerini yerine getiren en dnemli pargasidir. Bu boliimiin 6zel
bir yapisi vardir. Akciger lobiillerinin icindeki islevsel birimler alveol adi verilen
yapilardan olusur. Bir¢ok alveol, alveol kesesi adi verilen torba benzeri bir yapi

olusturmak icin birlesir (Kierszenbaum, 2006; Ovalle ve digerleri, 2009; Ozer, 2018).

Interalveolar ve interkapsiiler septa elastik, kollajendz ve retikiiler ipliklere ve bol miktarda
kilcal damarlara sahiptir. Alveol dallari, kilcal damarlar, alveolleri kiire seklinde ¢evreler

(Junqueria ve digerleri, 2009; Ross ve digerleri, 2006).
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Alveoller, oksijen ve karbondioksit degisiminin gerceklestigi birimlerdir. Alveol
boslugunu ¢evreleyen epitel basittir (Ross ve digerleri, 2006). iceride, akciger hiicreleri,
alveolleri g¢evreleyen ince bir sitoplazmaya sahip epitel hiicreleridir. Gaz aligverisi bu
kisimlarda gergeklesir. Kandaki karbondioksit bu ¢ok ince duvardan alveollere taginir ve
alveollerden kana giden oksijen bu ¢ok ince duvardan akar. Tiim bu katmanlara "kan-hava
bariyerleri" denir. Alveol duvarindaki ikinci hiicre grubu, akciger hiicreleri II'dir. Bunlar,
yuvarlak ve liimene dogru cikinti yapan birka¢ hiicredir (Junqueria ve digerleri, 2009;

Kierszenbaum, 2006).
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Sekil 1.4. Hava kan bariyeri (Sheenan, 2003)

Apoptoz, organizma gelisimi sirasinda meydana gelen, programlanmis hiicre 6liimii olarak
bilinen, genetik olarak diizenlenen fizyolojik bir siiregtir. Hiicre homeostazini korumak,
hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liimii arasinda bir denge gerektirir. Bu denge bozuldugunda
kanser ve bircok otoimmiin veya dejeneratif hastalik ortaya ¢ikabilir. Apoptozun erken
evrelerinde, hiicreler apoptotik bir sinyal aldiginda, proteaz enzim ailesinin kaspazlari
salinir ve hiicredeki diger sindirim enzimlerini aktive ederek apoptozu tetikler. Apoptoz, ii¢
kaspaz bagimli sinyal yolu tarafindan tetiklenebilir. 1. Oliim Reseptér Yolu 2.

Mitokondriyal Yol 3. Endojen Endoplazmik Retikulum Yoludur (Duenas ve digerleri,
2020).
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Oliim reseptorii sinyali, tiimdr nekroz faktérii (TNF) ailesi iiyelerinin ve yag asidi sentaz
(FAS) ligand ailesi iiyelerinin ilgili reseptorlerine baglanmasi iizerine hiicre zarindan
aktive edilir. Ligand-reseptor etkilesimleri yoluyla prokaspazlar, apoptotik ilerlemenin
baslamasini tetikleyerek aktif kaspazlara doniistiiriiliir. Bu apoptotik yol, pro-kaspaz-3'i
aktive ederek kaspaz-8 aktivasyonunu uyarir. Alternatif olarak, TNF-a, kaspaz-2 21
aktivasyonuna yol acan reseptor etkilesimli proteine (RIP) baglanarak apoptozu

indiikleyebilir (Duenas ve digerleri, 2020).

Mitokondriyal yol, hiicre iginde meydana gelen 6liim uyaranlarina baglidir. Bu uyaranlar
arasinda DNA hasari, artan hiicre ici reaktif oksijen tiirleri (ROS), katlanmamis
proteinlerin varligt ve biiylime faktorlerinin eksikligi yer alir. Bu yola, membran
gecirgenligi lizerine mitokondri tarafindan sitoplazmaya salinan proteinler aracilik eder.
Bu proteinlerden biri olan sitokrom c, apoptotik proteaz aktivatoriine (Apaf-1) baglanir ve
dATP ile bir kompleks olusturur. Bu kompleks kaspaz 3, 6 ve 7'yi aktive eder ve

procaspase-9'un kaspaz-9'a doniistimiinii indiikler (Duenas ve digerleri, 2020).

Mitokondriyal i¢ yolak, Bcl-2 ailesine ait proteinler tarafindan diizenlenir. Bcl-2 ailesi
proteinleri iki protein grubundan olusur. Pro-apoptotik proteinler: Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs,
Bid, Bik, Bim, Anti-apoptotik proteinler: Bel-2, Bel-XL, Bel-W, Bfl-1, Mcl-1 Sitokrom c
salmmmini indiikler anti-apoptotik proteinler ise sitokrom c¢ salinimini bloke ederek

apoptozu kontrol eder (Duenas ve digerleri, 2020).

Endoplazmik retikulum yolu, hidrofobik etkilesimler yoluyla protein kiimelerinin olusumu
ile aktive edilir. Kalsiyum homeostaz1 dengesizligi, hipoksi, oksidatif stres veya ER'deki
kontrolsiiz protein artislarindan agregatlar olugabilir. Bu durumda ER kaspaz 12'yi uyarir,

apoptozu indiikler ve hiicre 6liimiinii baslatir (Duenas ve digerleri, 2020).

Apoptoz ile iliskili genlerden biri, bir tiimdr baskilayicit gen olan p53'tiir. Bu gen birgok
kanser tiirtiyle iliskilidir. Apoptoz ve hiicre dongiisii kontroliinde rol oynar ve bu gendeki
mutasyonlar apoptozu engelleyerek kansere neden olabilir (Scott, 2000). Apoptoz
proteinlerinin (IAP'ler) inhibitorleri, kaspazlarin endojen inhibitorleridir. Kaspaz aktif

bolgesine baglanarak kaspaz aktivitesini inhibe edebilirler.



29

Bu proteinlerin kanserde diizensiz olarak ifade edildigi bilinmektedir (LaCasse, 2008).
Apoptotik mekanizmanin islev bozuklugu, hiicre birikimine neden olarak karsinojeneze

yol agar.

p33 proteini 393 amino asitten olusur ve bu protein DNA tamiri, hiicre donglisiiniin
denetlenmesi, hiicrenin genomik olarak diizenlenmesi, genetik materyalin hiicre boliinmesi
sirasinda dagilimi ve sonrasinda ifade edilmesi gibi bir¢ok hiicrenin olusumundan
yaslanmasina ve programli olarak oliimiine gibi olayda 6nemli rol almaktadir. p53 ayrica
DNA replikasyonunda islevsel oldugu bdlgeyle etkilesime gegerek replikasyonun
olusumunu engeller. Bu mekanizma ile transkripsiyondan bagimsiz bir sekilde

replikasyonu diizenlemektedir (Harris, 1996).

p33, gorevlerini transkripsiyon faktorii olarak islem gorerek genlerin transkripsiyonlarini
denetleme veya proteinler vasitast ile DNA ile fiziksel olarak etkilesime girerek
gerceklestirmektedir (Harris, 1996). p53 hiicrenin soy devamliliginda gdrevli 6énemli bir
tiimor supresor gendir. TUmor supresor genler hiicrenin boliinmesinde negatif yonde olarak
gorevli olan genlerdir. Hiicre donglslinii denetler ve p53 DNA’da meydana gelen
mutasyonlar sonucu tamir sistemlerinin etkin hale gelmesini saglayarak, DNA’nin stabil
kalmasimi saglar. DNA hasarinin tamir olmadigi durumlarda hasar bulunan hiicreleri

apoptoza yonlendirebilmektedir (Ho ve digerleri, 2006).

p33 proteini; telomer erozyonu, onkojenik stres, hipoksi, ribozomal stres ve DNA hasar1
dahil olmak iizere c¢oklu hiicresel stres sinyallerinin alimmasiyla etkinlesir. Aktivasyon
iizerine, p53, coklu gen yapilarmi tesvik eder ve DNA onarimi, hiicre dongiisiini
durdurma, apoptoz, otofaji ve yaslanma islevlerini yerine getirmektedir (Khan ve digerleri,
2021). p53, Bcl-2 gibi genlerin RNA’nin diizenlenmesini saglamaktadir. Insanlarda p53
geni, 17. kromozomun kisa kolunda yer alir ve 20 kb'lik bir bolgeyi kapsayan 11 ekzon

iceren bir gen tarafindan kodlanir (Ho ve digerleri, 2006).

p33, hiicre igerisinde dortlii bag yapmis (tetramer) sekilde islevseldir (Kogak, Yildirim ve
Yildirim, 2011). istatistiksel olarak bakildiginda, insanlarda ortaya ¢ikan kanserlerlerde

p53 mutasyonlar1 bu kanserlerin %50’sinde goriilmektedir.
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Bu mutasyonlarin %95'i, p53 proteininin DNA'ya baglandigi DNA baglanma bdolgesinde
meydana gelir. Meydana gelen mutasyonlarin %75'1, tek niikleotid baz degisikliklerinin

neden oldugu mutasyonlardir (Bunz 1998, Schulz, 2007).

p33, genomun koruyucusu (gardiyani) olarak kabul edilir ve kanserin baglamasi ve
ilerlemesi arasindaki temel olaylara katilarak kanser biyolojisinde kritik bir rol oynar.
Cogunlukla p53 geninde sadece bir niikleotid mutasyona ugrayarak p53 proteininde tek bir

amino asit degisikligine yol agar (Mirgayazova ve digerleri, 2020).

Hiicre igerisinde meydana gelen hasara gore kararli yapida olan p53, tamir
mekanizmalarinin ¢alismast i¢in dongliyli durdurabilecegi gibi, tamir imkaansizsa,
programli hiicre 6liimiine hiicreyi yonlendirebilmektedir (Schulz, 2007). Bir transkripsiyon
faktori olarak p353 proteini, ¢ift sarmal kopmalar1 ve telomer hasar1 gibi durumlarda dortlii

yapilar (homotetramerler) seklinde dogrudan DNA'ya baglanir (Ho ve digerleri, 2006).

Bu yapilarin olusmamasi durumunda DNA ile iliski kuramadigindan DNA ile dogrudan
baglantili olan gorevlerini yapamaz. (Gasco, Shami, Crook, 2002). p53’iin transkripsiyon
faktorii olarak ve transkripsiyondan bagimsiz mekanizmalarla islevlerinde bu bolge

oldukca 6nemlidir (Prives ve Manfredi, 1993).

Onkogenlerde olusan mutasyonlar cogunlukla p53 geninin DNA’ya baglanmasini saglayan
bélgeyi kodlayan dizilerden olusmaktadir (Prives ve Manfredi, 1993). Istatistiksel olarak;
pS53 mutasyonlar1 insan kanserlerinin %50'sinde bulunur. Mutasyonlarin %95'1, p53
proteininin DNA'ya baglandigi DNA baglanma bolgesinde meydana gelir. Mutasyonlarin
%75'ine tek baz mutasyonlar1 denilmektedir (Ho ve Fitzgerald, 2006).

p33 proteini kristal yap1 degerlendirmeleri 7p353 proteinin yapisal olarak durumu ve DNA
ile olan iliskisini ortaya ¢ikardig1 gibi 7p53 geninde gerceklesen mutasyonlarin gorevlerini
de ortaya cikarmistir. Calismalar, 7p53 proteinindeki bilinen mutasyonlarin %20'sinin,
protein yapisinin DNA ile etkilesime girdigi iki arginin amino asidini degistirerek meydana
geldigini gostermistir. DNA ve p53 proteininin kristal yapilari iizerine yapilan arastirmalar,
bu argininlerin, p53 proteini ve DNA arasindaki bag olusumunda ¢ok dnemli oldugunu

gostermistir (Ho ve Fitzgerald, 2006).



31

Bu tezin amact NiO ve NiONP'lerin ratlarin akciger dokusu iizerindeki etkilerini
histopatolojik, oksidatif stres parametreleri ve molekiiler diizeyde arastirmaktir. Bu amagla
bu ¢alismada NiO ve NiONP'lerin ratlarin akciger dokusunda olusturdugu patolojik etki
151k mikroskobu ile incelenmistir. Arastirmada akciger dokusundaki antioksidan enzim
aktiviteleri (SOD, CAT, GPx, GST) ve lipid peroksidasyonun 6nemli bir belirleyicisi olan
MDA seviyesindeki degisiklikler degerlendirilmistir. Ayrica NiO ve NiO NP’lerin rat

akciger dokusunda apoptozu indiikleme yetenegi pS3 mRNA seviyeleri arastirildi.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Hayvanlar

Hayvanin deney protokolleri, Gazi Universitesi Yerel Hayvan Etik Kurulu tarafindan
onaylanan ve laboratuvar hayvanlarinin bakim ve kullanim kilavuzuna (Etik numarasi:
G.U.ET-23.036) uygun olarak gergeklestirildi. Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi'nde agirliklar1 ortalama 250-300 g olan 42
adet albino erkek Wistar cinsi rat temin edildi. Sicanlar %40 nem, 22 °C + 2 sicaklikta, 12-
12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde plastik kafeslerde bakildi ve ad libitum standart pelet

yem ve musluk suyu ile beslendi.
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Resim 2.1. Deney grubundaki ratlar ve bulundugu kafesler
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2.2. Kimyasallar

Nikel Oksit Nanopartikiilii (NiO-NP) (yiiksek saflikta: 99.55+%, boyut: 10-40 nm) ve
Nikel Oksit (NiO) Mikropartikiilii (saflik: 95 %, boyut: 325 mesh, siyah) Nanografi’den
temin edilmistir. Suda ¢Oziiniir partikiiller olmasi nedeniyle deney hayvanlarina

verilmeden once distile suda ¢oziinmiistlir (Dumala ve digerleri, 2017).

2. Nikel Oksit nanopartikiillerinin karakterizasyonu

Nanopartikiillerin yiizey alanini, boyutunu, dagilim durumunu degerlendirmek igin
taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak karakterize edilmistir. Nikel oksit
nanopartikiillerinin morfolojisini ve biiyiikliigiinii incelemek i¢in distile su i¢indeki nikel
oksit nanopartikiil ¢ozeltisi 0,01 mg/kg’lik bir konsantrasyonda hazirlanarak bir damla
siispansiyon lamelin iizerine damlatilarak, SEM stublarina ¢ift tarafli bant ile
tutturulmustur. Ornekler Polaron SC502 marka kaplama cihazinda vakum altinda altin ile
kaplanmistir. Nanopartikiiller SEM’de goriintiilenerek fotograflari ¢ekilmistir (Dumala ve

digerleri, 2017).

2.3. Hayvanlara Uygulama Plam

Ratlar kontrol grubu (n=6) ve NIO toz uygulama grubu (n=18) ve NIO NP (n=18) olarak
iic gruba ayrilmigtir. Uygulama gruplar1 da kendi igerisinde {i¢ gruba ayrilmistir. Tim
deney gruplari ve gruplardaki hayvanlara verilen madde miktarlar1 ¢izelge 1.1°de

verilmistir.



Cizelge 1.1. Tiim deney gruplar1 ve uygulanan madde miktarlari
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Grup Gruplar Hayvan Uygulanacak madde Uygulam
No sayisi miktari a stiresi
I Kontrol Grubu 6 (v.a) distile su 21 giin
IT | Nikel oksit oral uygulama 6 150 mg/kg (v.a) 21 giin
grubu (1/50 LD50)

IIT | Nikel oksit intraperitonal 6 20 mg/kg (v.a) 21 giin
uygulama grubu

IV | Nikel  oksit intravenoz 6 1 mg/kg (v.a) 21 giin
uygulama grubu

V | Nikel oksit nanopartikiilii 6 150 mg/kg (v.a) 21 giin
oral uygulama grubu

VI | Nikel oksit nanopartikiilii 6 20 mg/kg (v.a) 21 giin
intraperitonal uygulama
grubu

VII | Nikel oksit nanopartikiilii 6 1 mg/kg (v.a) 21 giin
intaravendz uygulama grubu

(v.a): viicut agirhig

Bu calismada her grupta 6 rat olacak sekilde toplam 42 rat kullanildi. Ratlara sabah 9:00-

11:00 saatleri arasinda uygulama yapildi. Uygulanan maddeler, deneyin ilk giliniiniin 0.

giniinde alimmistir. Deney 21 giin slirmiis ve nikel oksit tozu ve nikel oksit

nanopartikiilleri seklindeki maddeler siganlara giinde bir kez oral (gavaj), intraperitoneal

ve intravenodz (kuyruk veninden) olarak uygulanmstir.

2.3.1. Grup: Kontrol grubu

Kontrol grubunda biitiin ratlara her biri giinliik viicut agirligi (v.a.) serbest su verilmistir.

2.3.2. Grup: NiO oral uygulama grubu

Ratlara her biri giinliikk 150 mg/kg viicut agirligi (v.a) nikel oksit dozu serum fizyolojik

(Sf) (1 ml/kg v.a.) icinde ¢ozlinerek gavaj olarak verilmistir.
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Resim 2.2. Ratlara oral(gavaj) uygulamasi

2.3.3. Grup: NiO intraperitoneal uygulama grubu

Ratlara her biri i¢in giinliik 20 mg/kg viicut agirligr (v.a) nikel oksit dozu serum fizyolojik

(Sf) (1 ml/kg v.a.) icinde ¢ozilinerek intraperitoneal olarak verilmistir.

Resim 2.3. Ratlara intraperitoneal uygulamasi

2.3.4. Grup: NiO intravenéz uygulama grubu

Ratlara her biri i¢in giinliik 1 mg/kg viicut agirlig1 (v.a) nikel oksit dozu serum fizyolojik
(Sf) (1 ml/kg v.a.) i¢inde ¢oziinerek intravendz olarak verilmistir. Intravendz uygulama

deney hayvanlarinin kuyruk veninden yapilmistir.
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Resim 2.4. Ratlara intraven6z uygulamasi

2.3.5. Grup: NiO-NP oral uygulama grubu

Ratlara her biri i¢in giinliik 150 mg/kg viicut agirlig1 (v.a) nikel oksit nanopartikiilii dozu

serum fizyolojik (Sf) (1 ml/kg v.a.) i¢inde ¢oziinerek gavaj olarak verilmistir.

2.3.6. Grup: NiO-NP intraperitoneal uygulama grubu

Ratlara her biri i¢in giinliik 20 mg/kg viicut agirlig: (v.a) nikel oksit nanopartikiilii dozu

serum fizyolojik (Sf) (1 ml/kg v.a.) i¢inde ¢6ziinerek intraperitoneal olarak verilmistir.

2.3.7. Grup: NiO-NP intraven6z uygulama grubu

Ratlara her biri i¢in gilinlilk 1 mg/kg viicut agirligr (v.a) nikel oksit nanopartikiilii dozu
serum fizyolojik (Sf) (1 ml/kg v.a.) i¢inde c¢oziinerek intravendz olarak verilmistir.

Intravendz uygulama deney hayvanlarinin kuyruk veninden yapilmistir.



38

-

- e 8
bk&

v Grup II: NiO oral
(150 mg/kg) (n=6)

Grup IV: NiO intravenoz
(1 mgkg) (n=6)

y A‘ﬂa

»

. -~ .‘.

Grup I: Kontrol (n=6)

"~ ",,cﬁﬂ
r.k;

Grup V: N1O NP oral
(150 mg’kg) (n=6)

v

Nikel Oksit
Nikel Oksit (N10) Nanopartikiil (N1O NP)
? o ) .
v G
e, ‘» . “ ¢
i e «
Grup I11: NiO intraperitoneal ~ Grup VI: N1O NP mtrapentoneal (20
(20 mg/kg) (n=6) mg’kg) (n=6)
) - . o N Ve
» »
e - oF .

Grup VII: N1O NP intravendz
(1 mg’kg) (n=6)

Sekil 2.1. NiO-NP uygulama gruplari

21 giiniin sonunda biitiin gruplarda bulunan ratlar, ketamin ve ksilazin (45 mg/kg - 5
mg/kg) maddeleri araciligiyla intramuskular (i.m.) yoldan anestezi edildikten sonra her bir
gruptan 6 rat disekte edilmistir. Disekte olan ratlarin akciger dokular1 antioksidan enzim
(SOD, CAT, GPx ve GST) aktiviteleri ve MDA diizeyleri, histopatolojik olarak

incelemeler ile gen ekspresyonu ¢alismalari i¢in dokular temizlenerek alinmistir.

Disekte ratlardan alinan akciger dokular1 151k mikroskobunda incelemek i¢in tamponda
yikanarak Formaldehit fiksatifine alinmistir. MDA diizeyi ve antioksidan enzim
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in ayrilan akciger dokular1 da daha sonra ¢alisilmak {izere -
80°C’de muhafaza edilmistir. Gen ekspresyonu g¢aligmasi icin disekte sirasinda akciger

dokular1 trizol i¢ine alinmis ve ¢alisilana kadar 80°C’de muhafaza edilmistir.
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2.4. Biyokimyasal Incelemeler

2.4.1. Malondialdehit miktarinin belirlenmesi

MDA tayini i¢in akciger dokular1 fosfat tamponu igerisinde homojenize edilerek +4°C'de
santrifiij i¢cin 12000 rpm’de 15 dakika dondiiriildii. Elde edilen homojenatlardan MDA
miktar tayini i¢in, lireticinin protokoliine gore ratlarda MDA miktarin1 6lgen Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) BT LAB (Bioassay) Technology Laboratory
(Cat.No: EO0156Ra) ticari kiti kullanildi. Bu yontemin temeli, lipid peroksidasyonunun
iiriinii MDA ’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyonu ile sonucu olusan renk degisimine
dayanmaktadir. Absorbansi, 96 kuyucuklu plaka (mikroplaka) okuyucuda (HEALES
Multimode Plate Reader 12V DC 8" Touch Screen MB-580) 532 nm'de okundu ve miktar1

nmol/mg protein olarak verildi. Numunelerdeki MDA miktar1 standart egriden hesaplandi.

2.4.2. Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesinin belirlenmesi

SOD aktivitesini belirlemek i¢in Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) BT LAB
(Bioassay) Technology Laboratory (Cat.No: E1444Ra) ticari kiti kullanildi. Mevcut kitin
iiretici protokolii takip edilerek akciger dokularinda SOD aktivitesi analiz edildi. Deney
icin akciger dokular1 tamponda homojenize edildi ve homojenatlar santriflij i¢in
12000 rpm'de 4°C'de 15 dakika dondiiriildii. Kit protokolii takip edilerek absorbansi, 96
kuyucuklu plaka (mikroplaka) okuyucuda (HEALES Multimode Plate Reader 12V DC 8"
Touch Screen MB-580) 450 nm'de okundu ve SOD enzim aktivitesi U/mg protein olarak

verildi.

Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin belirlenmesi

CAT aktivitesini belirlemek i¢cin Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) BT LAB
(Bioassay) Technology Laboratory (Cat.No: EO869Ra) ticari kiti kullanildi. Mevcut kitin
iiretici protokolii takip edilerek akciger dokularinda CAT aktivitesi analiz edildi. Deney
icin akciger dokusu tamponda homojenize edildi ve homojenatlar santrifiij ig¢in

12000 rpm'de 4°C'de 15 dakika dondiiriildii. Uretici protokoliinii takiben homojenatlar,
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CAT aktivitesi i¢in absorbansi, 96 kuyucuklu plaka (mikroplaka) okuyucuda (HEALES
Multimode Plate Reader 12V DC 8" Touch Screen MB-580) 450 nm'de okundu.

Hesaplamalar yapildiktan sonra enzimin aktivitesi mmol/mg protein olarak verildi.

Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesinin belirlenmesi

GPx aktivitesini belirlemek i¢in Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) BT LAB
(Bioassay) Technology Laboratory (Cat.No: E1172Ra) ticari kiti kullanildi. Mevcut kitler
kullanilarak akciger dokularinda GPx aktivitesi iiretici talimalatlarina gore analiz edildi.
Deney icin akciger dokularn1 tamponda homojenize edilerek santrifiij i¢in
12000 rpm'de 4°C'de 15 dakika déndiiriildii. Uretici protokoliinii takiben homojenatlar,
GPx aktivite tayini i¢in absorbanslar1 96 kuyucuklu plaka (mikroplaka) okuyucuda
(HEALES Multimode Plate Reader 12V DC 8" Touch Screen MB-580) 450 nm'de

okundu. Enzimin aktivitesi nmol/mg protein olarak verildi.

Glutatyon-S-transferaz (GST) enzim aktivitesinin belirlenmesi

GST aktivite tayini i¢in Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) BT LAB
(Bioassay) Technology Laboratory (Cat.No: E0513Ra) ticari kiti kullanildi. Mevcut
kitlerin tretici protokolil takip edilerek akciger dokularinda GST aktivitesi analiz edildi.
Deney i¢in akciger dokular1 tamponda homojenize edildi. Homojenatlar santrifiij icin
12000 rpm'de 4°C'de 15 dakika dondiirtildii. GST aktivitesi i¢in absorbanslar, 96
kuyucuklu plaka (mikroplaka) okuyucuda (HEALES Multimode Plate Reader 12V DC 8"
Touch Screen MB-580) 450 nm'de okundu. GST enzim aktivitesi hesaplandi aktivite

nmol/mg protein olarak verildi.

2.5. Gen Ekspresyon Analizleri

Total RNA, QIAzol Lysis Reagent (Qiagen, Almanya) kullanilarak doku 6rneklerinden
ekstrakte edildi. Total RNA'dan cDNA Sentezi yapilirken RT? First Strand Kit (Qiagen,
Almanya) kullanildi. Seyreltik cDNA Orneklerinden 7p53rk transkriptlerine ait primerler
(Qiagen, Almanya) ve RT? SYBR Green ROX FAST Mastermix (Qiagen, Almanya)
kullanilarak {ireticinin talimatlarina uygun sekilde qRT-PCR reaksiyonlar1 hazirlandi.

House-keeping gen olarak Actin-beta (ACTB) geni kullanildi.
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Manipiilasyondan kaynaklanan hatalar1 onlemek igin tiim Ornekler iki kopya halinde

calisildi. Elde edilen Ct degerleri kullanilarak delta delta Ct analizi yapildi ve veriler,

Kontrol grubunun ortalamasinda elde edilen degerler kullanilarak normalize edildi.

2.5.1. Total RNA izolasyonu

Akciger dokusundan total RNA izole edilirken asagidaki protokol uygulanmastir.

1. Rat akciger dokular1 (100 mg), 1 mL QIAzol Lysis Reagent (Qiagen, Almanya) i¢eren
ependorf tliplere alindi.

2. Dokular ultrasonik homojenizator (Bandelin SONOPULS ultrasonic homogenizer HD
2070, Berlin, Germany) kullanilarak parcalandi.

3. Tiplere 200 pL kloroform eklenip iyice vortekslendi.

4. Tipler 12,000 x g‘de 4°C’de 15 dakika santrifiij edildi.

5. Akoz faz 1,5 mL’lik yeni ependorf tiipe alindi.

6. Akodz faza 500 pL izopropanol eklenip alt-iist edildi ve tiipler -20 °C*de 10 dk inkiibe
edildi.

7. Tipler 12,000 x g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi
atildi.

8. Pelletin tizerine %75’lik etanol 1 ml alinarak eklenip pellet dipten kalkincaya kadar
vortekslendi.

9. Tiipler 7500 x g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi atildi.

10. 7. ve 8. basamak tekrarlanarak agzi acik sekilde tiipler oda sicakliginda kurutuldu.

11. Pellet kism1 100 pL niikleaz icermeyen su ile resiispanse edilip tiipler buza alindu.

12. Orneklerin saflif1 ve konsantrasyonu NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, United States of America) cihazinda 6l¢iildii.

2.5.2. cDNA Sentezi

RT? First Strand Kit (Qiagen, Almanya) ile toplam RNA’dan c¢DNA kullanilarak

sentezlendi. Her 6rnek 25 ng-5 pg RNA igeren niikleaz igermeyen su ile seyreltildi. PCR
tiiplerine 6 pL Buffer GE2 (gDNA elimination buffer) ve 8 uL total RNA eklenip 5 dakika

37 °C’de inkiibe edildi. Daha sonra 6 ul. BC4 (Reverse transcriptase primer) eklenerek, 15
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dakika 42 °C’de, 5 dakika 95°C’de inkiibe edildi. En son elde edilen cDNA &rnekleri -20
°C’de sakland.

2.5.3. Kantitatif gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR)

Real-time PCR ile ilgili ¢calismalar Rotor-Gene Q (QIAGEN's Real-time PCR cycler)
cihazinda gergeklestirildi. Elde edilen cDNA o6rnekleri, 91 puL niikleaz icermeyen su
eklenerek seyreltildi. p53 genlerine ait primer assay’ler (Qiagen, Almanya) kullanilarak

her bir 6rnek i¢in asagidaki tabloda belirtilen sekilde reaksiyon hazirlandi (Cizelge2).

Cizelge2.1: mRNA gPCR reaksiyonu kurabilmek icin gerekli malzemeler ve miktarlari.

2x RT? SYBR Green ROX FAST Mastermix 12,5 uL
RNase icermeyen su 10,5 uL
Primer 1 uL
cDNA oOrnegi 1 uL
Toplam reaksiyon hacmi 25 uL

Hazirlanan PCR tiipleri 10 dakika 95 °C’de, 95 °C’de 15 saniye, 60 °C’de 1 dakika ve 60-
95 °C’de dongii sayist 40 olarak melting curve programi kurulu Rotor-Gene Q (Qiagen,
Almanya) Real-Time PCR cihazi ile ¢alisma baslatildi. Actin-beta (Actb) geni house-
keeping gen olarak kullanildi. Tiim 6rnekler ¢ift tekrarli olacak sekilde ¢alisildi. Elde

edilen Ct degerleri kullanilarak delta delta Ct analizi yapildi ve veriler normalize edildi.

2.6. Histopatolojik incelemeler

Akcigerin doku kesiti %10'luk ndétral formal fiksatifte fikse edildikten sonra histolojik
doku prosediirii uygulandi. Parafine gomiilmiis doku 6rnekleri 6-7 um kalinliginda kesitler
halinde kesildi ve ardindan rutin hematoksilen/eozin (H&E) ile boyandi. Dokular 1s1k
mikroskobu (Olympus BXS51, Tokyo, Japonya) ile incelendi ve goriintiiler bir kamera
(Olympus E-330, Olympus Optical, Japonya) ile fotograflandi.
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Her doku blogundan 10'dan fazla preparat incelendi ve her iki doku i¢in mikroskopta
incelendi. Dokularda olusan patolojilere gore yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++)

hasar olarak patoloji derecelendirme tablosu olusturuldu.

2.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen veriler istatistiksel analizleri kullanilarak SPSS IBM Statistics 22 versiyonu ile
yapildi. (ANOVA) Tek yonlii varyans analizi ve Tukey testi ile kullanilarak
degerlendirildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Nikel Oksit nanopartikiillerinin karakterizasyonu

Nanografiden alinan Nikel Oksit (NiO) Nano Tozu, NiO NP’lerin SEM goriintiileri Gazi
Universitesi Fen Fakiiltesinde bulunan SEM (taramali elektron mikroskobunda) ¢ekilmistir
(JEOL JEM 1400 marka). NiO NP'lerin kiire seklinde oldugu gozlenmistir. Boyut dagilimi
cap olarak 10 ila 40 nm arasinda degisiyordu, NiO NP'lerin ortalama boyutu 30 nm idi.

GUFF

Resim 3.1. NiO NP’lerin SEM goriintiileri
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3.2. Malondialdehit Miktarinin Degerlendirilmesi

MDA seviyesi kontrol grubu ve diger gruplarla karsilastirildiginda diger gruplarin
tamaminda kontrole goére anlamli artis oldugu goriildii. NiO-NP grubundaki artis, NiO

uygulanan gruptan daha fazlaydi. Ayrica IV uygulanan gruplardaki artisin oral ve IP
uygulanan gruplara gore daha yliksek oldugu belirlendi. (Sekil 1).
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Sekil 3.1. NiO ve NiONP'ye maruz kalmanin ratlarin akciger dokularindaki MDA
seviyeleri lizerindeki etkileri.

NiO: Nikel oksit, NiONP: Nikel oksit nanopartikiil. *Kontrol grubu ile diger gruplar
arasinda anlamli fark. ®NiO oral grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. <NiO IP
grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. ¢{NiO IV grubu ile diger gruplar arasinda
anlaml fark. °NiONP oral grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. 'NiONP IP grubu

ile diger gruplar arasinda anlamli fark. INiIONP IV grubu ile diger gruplar arasinda anlamli
fark.

Ortalama + standart sapma (p<0.05)
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3.3. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Degerlendirilmesi
Antioksidan enzim aktivitelerinde (SOD, CAT, GPx, GST) tiim gruplarda kontrol grubuna
gore anlamli azalma gozlendi. NiO-NP grubundaki azalma, NiO uygulanan gruptan daha

fazlaydi. Ayrica IV uygulanan gruplardaki diisiisiin oral ve IP uygulanan gruplara gore
daha fazla oldugu belirlendi. (Sekil 2-5).

SOD (U/mg protein)
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Sekil 3.2. NiO ve NiONP'ye maruz kalmanin ratlarin akciger dokularindaki SOD seviyeleri
tizerindeki etkileri.

NiO: Nikel oksit, NiIONP: Nikel oksit nanopartikiil. Kontrol grubu ile diger gruplar
arasinda anlamli fark. ®NiO oral grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. °NiO IP
grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. ¢{NiO IV grubu ile diger gruplar arasinda
anlaml fark. NiONP oral grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. ‘INiONP IP grubu
ile diger gruplar arasinda anlamli fark. INiIONP IV grubu ile diger gruplar arasinda anlamli
fark.

Ortalama =+ standart sapma (p<0.05)
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Sekil 3.3. NiO ve NiONP'ye maruz kalmanin ratlarin akciger dokularindaki CAT seviyeleri
iizerindeki etkileri.

NiO: Nikel oksit, NiONP: Nikel oksit nanopartikiil. *Kontrol grubu ile diger gruplar
arasinda anlamli fark. ®NiO oral grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. °NiO IP
grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. INiO IV grubu ile diger gruplar arasinda
anlaml fark. NiONP oral grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. ‘INiONP IP grubu
ile diger gruplar arasinda anlamli fark. INiIONP IV grubu ile diger gruplar arasinda anlaml
fark.

Ortalama + standart sapma (p<0.05)
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GPx (nmol/ mg protein)
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Sekil 3.4. NiO ve NiONP'ye maruz kalmanin ratlarin akciger dokularindaki GPX seviyeleri
iizerindeki etkileri.

NiO: Nikel oksit, NiONP: Nikel oksit nanopartikiil. *Kontrol grubu ile diger gruplar
arasinda anlamli fark. ®NiO oral grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. °NiO IP
grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. INiO IV grubu ile diger gruplar arasinda
anlaml fark. NiONP oral grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. ‘INiONP IP grubu
ile diger gruplar arasinda anlamli fark. INiIONP IV grubu ile diger gruplar arasinda anlaml

fark. Ortalama + standart sapma (p<0.05)
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GST(nmol/ mg protein)
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Sekil 3.5. NiO ve NiONP'ye maruz kalmanin ratlarin akciger dokularindaki GST seviyeleri
tizerindeki etkileri.

NiO: Nikel oksit, NiONP: Nikel oksit nanopartiikiil. *Kontrol grubu ile diger gruplar
arasinda anlaml fark. ®NiO oral grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. °NiO IP
grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. ¢{NiO IV grubu ile diger gruplar arasinda
anlaml fark. NiONP oral grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. ‘INiONP IP grubu
ile diger gruplar arasinda anlamli1 fark. INiIONP IV grubu ile diger gruplar arasinda anlamli
fark.

Ortalama =+ standart sapma (p<0.05)

3.4. P53 Gen ekspresyonu

NiO ve NiONP'ye maruz kalma, akciger dokusunda p53'in mRNA ekspresyon diizeyi
kontrol grubuyla karsilagtirildi. NiO uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda
p53 mRNA diizeyindeki artisin en yiiksek NiO IV grubunda oldugu, NiOP uygulanan
gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiginda ise en yiiksek artisin NiOP IV grubunda
oldugu goriildii. p53 mRNA diizeyinde en fazla artisa neden olan grubun NiONP IV grubu
oldugu belirlendi. (p < 0,05) (Sekil 6).
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Sekil 3.6. p53'tin mRNA ekspresyon seviyesinin ger¢ek zamanli PCR 6l¢iimii

NiO ve NiONP'ye maruz kalmanin sicanlarin akciger dokularindaki P53 seviyeleri
iizerindeki etkileri. NiO: Nikel oksit, NiIONP: Nikel oksit nanopartikiil. ®Kontrol grubu ile
diger gruplar arasinda anlamli fark. ®NiO oral grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark.
°NiO IP grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. {NiO IV grubu ile diger gruplar
arasinda anlamli fark. “NiONP oral grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. 'NiONP
IP grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark. INiONP IV grubu ile diger gruplar
arasinda anlaml fark.

Ortalama =+ standart sapma (p<0.05)



52
3.5. Histopatolojik Degerlendirme

Kontrol grubunda normal akciger alveol yapilar1 izlendi (Sekil 3.1.). NiO gavaj gruplari ile
tedavi edilen siganlarin akciger dokusunda amfizematéz degisiklikler ve mononiikleer
hiicre infiltrasyonu saptand1 (Sekil 3.2.). NiO IP uygulanan gruplardaki si¢canlarin akciger
dokusunda alveolar septada kalinlasma ve artmis bag dokusu, hemoraji gozlendi (Sekil
3.3.). NiO IV gruplann ile tedavi edilen sicanlarin akciger dokusunda hemoraji,
amfizematoz degisiklikler, monontikleer hiicre infiltrasyonu tespit edildi (Sekil 3.4.). NiO-
NP-oral gruplart ile tedavi edilen hemoraji, amfizematdz degisiklikler gozlendi (Sekil
3.5.). NiONP IP uygulanan gruplardaki si¢anlarin akciger dokusunda alveolar septada
kalinlasma ve artmis bag dokusu, hemoraji gozlendi (Sekil 3.6.). NiIONP IV gruplarinda
alveolar septada kalinlasmis ve artmis bag dokusu, amfizematdz degisiklikler saptandi

(Sekil 3.7.).

Resim 3.1. Kontrol grubu ratlarin akciger dokusunun histolojik yapisi, H&E. X400.
Normal alveol (a), normal interalveolar septa(+* )
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Resim 3.2. Nikel oksit gavaj uygulama grubu ratlarin akcigerinin histolojik yapisi, H&E,
X400. Amfizematoz degisiklikler (#), mononiikleer hiicre infiltrasyonu (%)

Resim 3.3. Nikel oksit intraperitonal uygulama grubu ratlarin akcigerinin histolojik yapisi,
H&E. X200. Hemoraji (=), alveoler septada kalinlasmis ve artmis bag dokusu
(V), amfizematoz degisiklikler (#)



Resim 3.4. Nikel oksit intravendz uygulama grubundaki ratlarin akcigerinin histolojik yapist,
H&E, X200. Hemoraji (=), amfizematoz degisiklikler (4), mononiikleer
hiicre infiltrasyonu (%)
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Resim 3.5. Nikel oksit nanopartikiilii gavaj uygulama grubundaki ratlarin akcigerinin
histolojik yapis1t H&E, X200. Hemoraji (=), amfizematoz degisiklikler (4)



55

SRR
) el o e A

Resim 3.6. Nikel oksit nanopartikiilii intraperitonal uygulama grubundaki ratlarin akcigerinin
histolojik yapist H&E, X200. Alveolar septada kalinlagmis ve artmis bag (=)
dokusu (V)hemoraji

Resim 3.7. Nikel oksit nanopartikiilii intravendz uygulama grubundaki ratlarin akcigerinin
histolojik yapist H&E, X400. alveolar septada kalinlagmis ve artmis bag
dokusu (V), amfizematdz degisiklikler (+)
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Cizelge 3.1 Akciger dokusunda histopatolojik bulgularin degerlendirilmesi
Amfizematd Mononiikleer Alveolar Artmis Hemoraji

z hiicre septada bag doku
degisiklikler infiltrasyonu  kalinlagma

Patoloji

Kontrol - - - - -
NIO Oral  ++ ++ + + +
NiO IP ++ ++ ++ ++ ++
Nio 1Iv ++ o + + ++
NIONP +++ + + + +
Oral

NIONPIP + 4o ++ ++ e
NIONP IV ++ 4o o+ -+ e

Skorlama dereceleri: (-) yok, (+) az, (++) orta, (+++) siddetli
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4. SONUC VE ONERILER

Sanayilesme, kentlesme, ulasim ve tarimda kimyasallarin asir1 kullanimi nedeniyle hava,
su ve toprakta meydana gelen kapsamli ¢evresel degisiklikler, beslenme yoluyla insanin
fiziksel sagliginmi tehdit etmekte ve kimyasallara maruz kalma konusunda ciddi endiseler
yaratmaktadir (Sabbioni ve digerleri, 1983). Diinya ¢apinda, nanopartikiil (NP)’lerin artan
kullanimi, insanligin yasam alanlarina, karasal ve suda yasayan organizmalara karsi
giivenlikleri konusunda endiselere neden olmustur. 2005 yilinda, Ekonomik Isbirligi ve
Kalkinma Orgiitii (OECD), insan saghigmin giivenligi ile ilgili endiseleri dile getirmis ve
NP'lerin giivenlik konularini1 ele almak icin bir komite olusturmustur (Srivastav ve

digerleri, 2017).

Gelismekte olan nanoteknoloji ve nanopartikiil alani, malzeme arastirmasi i¢in ¢ok
onemlidir. Son yillarda nanopartikiil teknolojisinin siirekli gelismesiyle birlikte
nanopartikiillerin biyolojik etkinligi ve giivenligi dikkat ¢ekmeye baslamistir (Cai ve
digerleri, 2012; Luo ve digerleri, 2012). Bu tez calismasinda da nikel oksit (NiO) ve
NiONP’nin toksik etkisi, akciger dokusunda antioksidan enzim aktiviteleri, lipit
peroksidasyonu ve histopatolojik degisimler ile biyokimyasal ve gen ekspresyon

degisimleri dikkate alinarak aragtirilmistir.

Nikel zehirlenmesi, viicut agirliginin kaybolmasina ve solunum bozukluklarina, bobrek
yetmezligini isaret eden bobrek fonksiyonu biyobelirteclerinin serum diizeylerinde artigina
neden olur (Hfaiedh ve digerleri, 2005). Havadaki nikel bilesiklerinin solunmasi ile
baglantil1 trakeal tahris, immiinolojik degisiklikler, artmis alveoler makrofajlar ve azalmis
immiinsupresyon gibi semptomlar ortaya c¢ikabilir (Fort ve digerleri, 1998). Nikel veya
bilesiklerine insanlarin maruziyet sonucunda, inflamasyon gibi ¢esitli patolojik etkiler
olusarak ciltte sislik, kizariklik, egzama ve kasmti gibi alerji reaksiyonlari ve insan
viicudunda teratojenik etki olusur. Nikele maruz kalmanin saglik iizerindeki en 6nemli

olumsuz etkileri, akciger fibrozu ve akciger kanseridir (Zhao ve digerleri, 2017).
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Metal oksitlere maruziyet sonrasinda, metal oksitlerin insan saglii iizerine ¢esitli akut
etkileri gozlemlenmistir. Semptomlar arasinda gogiis agrisi, nefes almada giicliikler ve grip
vb. yer almaktadir (Antonini ve digerleri, 2003). Cinko, kadmiyum, bakir, magnezyum ve
kalay oksitler metal dumanindan dolayr bireylerde atese neden olabilir (Antonini ve
digerleri, 2003). Nikel oksit ve krom oksit, akciger kanserojenleri olarak kabul edilirken
(IARC, 1990), bakir oksit, magnezyum oksit ve baryum oksitin solunmasi solunum yolu
tahrisine neden olabilir (Antonini ve digerleri, 2003). Nanopartikiillerle yapilan
caligmalarda ise, giimiis nanoparcaciklar (Ag NP'ler) gibi bazi nanopartikiillerin ¢ok diisiik
dozlarda bile toksik oldugu ve ¢evre igin potansiyel bir risk olusturdugu gosterilmistir

(Gavins ve digerleri, 2011; Gubbins ve digerleri, 2011).

Nikele maruz kalma cilt temasi, soluma ve agiz yoluyla olabilir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde, yiyeceklerden giinliik ortalama Ni alim1 150-168 pg'dir. NiO NP'lerin artan
kullanimi, oral maruz kalma potansiyelini artirabilir. Bu durumda gastrointestinal (GIT)
sistem aracili absorpsiyon, NiO NP'lerinin insan sistemine girmesinin en olas1 yoludur ve
NP'lerin yiizey yiikii, bilesimi, hidrofobikligi ve boyutu ile NP’ler tespit edilebilir (Beloqui
ve digerleri, 2013). NP'ler biyolojik sistemlere zayiflamis dokular, enjeksiyon, bagirsak
yollari, solunum ve koku alma yoluyla girebilir. NP maruziyet yollar1 kazara veya kasith

olabilir ve olumsuz etkilere neden olabilir (Yah ve digerleri, 2012).

Nikel toksisitesine giden en yaygin yollardan biri, alerjik cilt reaksiyonuna duyarli bir
popiilasyondur. Nikelin insanlarda bir alerjen olarak etkisinin yani1 sira potansiyel bir
immiinomodiilator ve immiinotoksik ajan oldugunu gosterilmistir (Das ve digerleri, 2007).
NiO NP'lerin akciger toksisitesi , alveolar hiicreler iizerindeki enflamatuar, sitotoksisite ve
apoptotik etkilerini gdsteren kapsamli calismalar mevcuttur (Morimoto ve digerleri,

2011 , Pietruska ve digerleri, 2011).

Aragtirmalar, NP'lerin gastrointestinal sistem boyunca hareket ederken emildigini ve
dolagim sistemi yoluyla karaciger de dahil olmak iizere farkli organlara dagildigin1 ortaya
koymustur. Calismalar, NP'lerin farelere oral yoldan verilmesi iizerine karacigerde
biriktiklerini ve toksisiteye neden olduklarimi gostermistir (Wang ve digerleri, 2007).
NP'ler, iiretimleri sirasinda yutularak veya NP'lerle kontamine su veya gida tiiketimi

yoluyla kazara insan gastrointestinal sistemine girebilmistir (Ahamed, Alsalhi, M. ve



59

Siddiqui, 2010). Oral maruziyetten sonra, NiO NP'lerin erkek Wistar sicanlarinin birgok
dokusunu etkileyerek genotoksisiteye ve dengesiz enzim aktivitesine
neden oldugunu gosterilmistir. (Morimoto ve digerleri, 2011, Pietruska ve digerleri,

2011).

NiO NP'leri 14 giin boyunca oral yolla alindiginda, erkek Wistar sicanlarinda apoptozu
tetikleyen genotoksisite ve enzimatik dengesizligi indiikledigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma
ayrica, NiO NP'lerin oral maruziyetten sonra c¢oklu organ toksisitesini indiikleme
potansiyeline sahip oldugunu gostermistir (Saquib ve digerleri, 2017). Wistar fareleri
iizerinde NiO NP'lerin akut oral doz toksisite calismasi, Onemli genotoksisite ve
biyokimyasal degisiklikler gdstermistir (Dumala ve digerleri, 2017 ; Dumala, ve digerleri,
2018). Bu tez ¢alismasinda, NiO-NiONP’nin LD50 dozunun 1/50’si 28 giin boyunca erkek
ratlara oral olarak gavaj yoluyla verilmistir. Uygulama siiresince ratlarin higbirinde 6liim
meydana gelmemistir. Ancak NP uygulanan ratlarin bazilarinda aksirma, kasinma gibi
alerjik reaksiyonlar gozlenmistir. Bunun yanisira, NiO ve NiONP uygulanan ratlarin
akciger dokusunda kontrole gére MDA seviyelerinde artis, antioksidan enzim
aktivitelerinde azalma, p53 gen ekspresyonunda artis ve NiO ve NiONPYe maruz kalan
akciger dokularinda histopatolojik degisiklikler gézlenmistir. Bu sonuglar yapilan diger
caligmalarla paralellik gostermektedir (Dumala ve digerleri, 2017; 2018; Saquib ve
digerleri, 2017 ).

Toksisite olusturmak i¢in 20 giin boyunca intraperitoneal olarak nikel stilfat (20 mg/kg
viicut agirligl) uygulanan naringin, intraperitoneal nikel siilfat uygulamasiyla 20 giin
boyunca oral olarak (20, 40 ve 80 mg/kg viicut agirlig1) ratlara uygulanmistir. Calismada,
maruziyet sonrasi karaciger hasar1 olarak, total bilirubin gibi serum hepatik enzimlerinin
artan aktiviteleri ile lipid peroksidasyon belirtecleri, tiyobarbitiirik reaktif asit maddeleri,
lipid hidroperoksitleri ve protein karbonilde artis tespit edilmistir (Pari, 2010). Bagka bir
caligmada, ratlar 1 hafta boyunca giinliik olarak 0, 5, 10, 20 ve 40 mg/kg dozlarinda
intraperitoneal enjeksiyon yoluyla Fe;O4-NP’lere maruz birakilmistir. Karaciger ve bobrek
dokular1  fizyolojik gozlem icin  dilimlenmigtir. Kontrol grubuyla (0 mg/kg)
karsilastirildiginda yiiksek doz gruplarinda (20 ve 40 mg/kg) yaralanmalar gézlenmistir
(Ma ve digerleri, 2012).
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Diger bir arastirmada, her iki cinsiyetten bes haftalik albino farelere, 14 giin boyunca 20
mg (disik doz) veya 50 mg/mL salin/kg viicut agirhigr (yiikksek doz) NiO NP'ler
intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. 14 giin boyunca intraperitoneal NiO NP
enjeksiyonlarinin, albino farelerin hayati organlarindan kan serum parametrelerini ve
oksidatif stres biyobelirteclerini biiyiik ol¢iide etkiledigi tespit edilmistir (Hussain ve
digerleri, 2020). Bu tez ¢alismasinda ise intraperitoneal olarak uygulanan NiO ve NiONP
gruplarinda da onceki ¢alismalarla benzer sonuclar elde edilmistir. NP gruplarinda daha
yiiksek etkili biyokimyasal ve histopatolojik degisimler gdzlemlenmistir. Intraperitoneal
enjeksiyonla uygulanan kimyasallar, subkutan enjeksiyon ve oral uygulamaya gore daha

hizl1 yayilmaktadir (Silverman, 2012; Pekow, 2012).

Baska bir ¢alismada, AgNP’leri intravendz (iv) olarak uygulandiginda AgNP'nin bagisiklik
sistemi organlarinda biriktigi ve AgNP'nin akut iv dozundan en ¢ok etkilenen organlarin
karaciger ve bobrekler oldugu bulunmustur (Wen, 2017). Sicanlarda ise intravendz olarak
enjekte edilen nikel (Ni) nanopartikiillerinin (50 nm) akut toksisitesi bu calismada
degerlendirildiginde, enjeksiyondan 14 giin sonra, Ni nanopargaciklar1 karaciger ve dalak
hasarina, akciger iltithabina ve kardiyak toksisiteye neden olmustur. Bu sonuglar, nanotipta
Ni nanoparcaciklarmin veya Ni bilesiklerinin kullanimina iligkin ihtiyati tedbirlerin
alinmasi gerektigini gostermektedir (Mayage ve digerleri, 2014). Bu tez ¢aligmasinda diger
caligmalarla benzer destekleyici sonuglar bulunmustur. Oral, ip ve iv uygulamalari
kiyaslandiginda en ¢ok degisimin hem NiO hemde NiONP grubu iv uygulamasinda oldugu
goriilmiistiir. Biyokimyasal parametreler, p53 gen ekspresyonu ve histolopatolojik
sonuglarda birbirini desteklemekte ve en etkili uygulama grubunun iv yolla oldugunu
gostermektedir. Bunun sebebi ise iv uygulamanin direkt venden dolasima katilmasi ve bu

yilizden diger uygulamalara gore daha kisa stirede etkili olmasidir.

Nikel  oksit ~ NP'leri, insan  karaciger  hiicrelerinde  oksidatif  stres ve
apoptozu indiiklemesinden dolay1 hepatotoksik ajan olarak rapor edilmistir (Ahamed ve
digerleri, 2013 ). NiO NP'ler ayrica oral maruziyetten sonra erkek sicanlarin testislerinde
oksidatif dengesizlige neden olarak DNA hasarina ve kisirliga yol agmaktadir (Singh ve

digerleri, 2022 ).

Nikele (Ni) en ¢ok maruz kalan organlar karaciger, bobrekler, beyin, akcigerler ve testistir

(Dumala ve digerleri, 2018). NiO-NP'lerin sitotoksisiteyi indiiklemek i¢in Onerilen ana
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mekanizmalari, hiicre dejenerasyonunu ve iltihaplanmayr uyarmanin yam sira reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) seviyelerini arttirmaktir (Yu ve digerleri, 2018). Ni, enzimlerin
katalitik merkezindeki metallere (6zellikle cinko) etki ederek protein fonksiyonunu
degistirir (Chen ve digerleri, 2017). In vitro ve in vivo calismalar, Ni'nin lipid
peroksidasyonunu, protein oksidasyonunu ve DNA hasarini arttirdigini ortaya ¢ikarmistir

(Zambelli, Uversky, Ciurli, 2016).

NiO-NP'lerin sitogenetik degisiklikleri, oksidatif stresi ve apoptozu indiikledigi
saptanmistir (Abudayyak ve digerleri, 2017; Magaye ve digerleri, 2014). Nikel
nanoparcaciklarinin siganlarin karacigerinde iltihaba neden oldugu belirlenmistir. Ilaveten
sicanlarda NiO-NP uygulamasinin, sicanlarin karaciger dokularinda nikel birikimine,
artmis Kupffer hiicrelerine ve akaryotik ve iki ¢ekirdekli hepatositlere yol agtigi
bildirilmistir (Katsnelson ve digerleri, 2015; Zhang ve Sun, 2015).

NiO NP'lerin artan kullanimi, ¢evre ve insan saglig: tizerindeki potansiyel etkilerinin daha
derinden anlagilmasini gerektirir. NiO NP'lerin toksisite {trettigi mekanizma hala
bilinmemektedir. Son zamanlarda yapilan bir arastirma, yiiksek Ni seviyelerine maruz
kalmanin antioksidan seviyelerini énemli Ol¢lide diisiirdiigiinii ve bunun da serum anti-

oksidatif kapasitesini azalttigini bildirmistir (Zhao ve digerleri 2017,).

NiO NP'lerin toksisitesi potansiyel olarak oOliimciildiir ve bir¢ok sistemleri olumsuz
etkiler. NiO NP'lerin neden oldugu hematolojik, genetik, sinirsel, hepatik, renal ve lireme
toksisitesi dahil olmak iizere birgok toksik etkisi vardir (Sutunkova ve digerleri, 2019 ).
Sonug olarak, NiO NP'lerin pulmoner toksisitesi, alveolar hiicreler {izerinde enflamatuvar,
sitotoksik ve apoptotik etkiler gostererek kapsamli bir sekilde incelenmistir (Morimoto ve
digerleri, 2011; Pietruska ve digerleri, 2011). Ni i¢eren nanopargaciklarin
artan ticarilesmesi, arastirmacilari ileri teknikler kullanarak toksikolojik 6zelliklerini

degerlendirmeye tesvik etmistir (Latvala ve digerleri, 2016).

In vitro ¢alismalar, NP bilesiklerinin ve NP'lerin, apoptoz yolaklarinin diizensizlesmesine
yol agan oksidatif stres gibi faktorler yoluyla sitotoksisite ve genotoksisiteye neden
olabilecegini de gostermistir (Ahamed 2011; Ahamed ve digerleri, 2011 ; Ahamed ve
Alhadlaq 2014). 1.4 nm'lik nanopartikiil boyutunun makrofajlara, epitelyal hiicrelere ve
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fibroblastlara kars1 60 kat daha toksik oldugu ve hiicre kiiltiiriine 2 saat maruz kaldiktan
sonra 15 nm boyutunda nanopartikiillere gore nekroza neden oldugu bulunmustur (Pan ve

digerleri, 2007).

In vivo c¢aligmalarda ise, NiONP'lere maruz kalmanin si¢an akcigerlerinde farkli akut ve
kronik inflamatuvar yanitlara yol agtigin1 gosterilmistir (Jeong ve digerleri, 2022). Ayrica,
sicanlarda NiONP'lere maruz kalmanin, sicanlarda oksidatif stres ve enflamatuar yanitla
iligkili olabilecek oksidanlar ve antioksidanlar arasinda dengesizlige neden oldugu da
bildirilmistir (An ve digerleri, 2017). NiONP'ye maruz kalmanin, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olusumu ve oksidatif stres ile iligkili oldugu da saptanmistir (Capasso ve digerleri,
2014; Jung ve digerleri, 2022). Oksidatif stres mitokondri disfonksiyonuna, DNA, protein
ve lipid hasarma yol agabilecegi i¢in de biiyiik bir tehdit olusturmaktadir (Dorighello ve
digerleri, 2016 ; Ryter ve digerleri, 2007).

Lipit peroksidasyonu, biyolojik zarlarin yapisim1 ve islevini bozabilen kimyasal bir
mekanizmadir (Vijayaprakash ve digerleri, 2013). Serbest radikal aracili bir mekanizma
olan lipid peroksidasyonu, hiicre zarlarini olusturan c¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidatif pargalanmasina neden olur (Farina ve digerleri, 2003). Lipit peroksidasyonu,
membran yapisinin ve biitlinliigliniin bozulmasina ve enzimlerin devre dig1 kalmasina yol
acarak hiicre oliimiine yol acar. Lipid membranlarin artan peroksidasyonuna bagli olarak
yiikselen malonildialdehit (MDA) konsantrasyonlari, oksidatif stresin yaygin olarak
kullanilan gdstergelerinden biridir (Patkova ve digerleri, 2012). Bu tez g¢alismasinda
yapilan biyokimyasal incelemelere gére NIO, NIONP ve kontrol grubu karsilastirildiginda
NIO ve NIONP uygulanan gruplarda ratlarn MDA seviyelerinde anlamli bir artis
gozlenmistir. Bu durum hem NIO hemde NIONP’nin akciger dokusunda serbest radikal
olusumuna sebep oldugu seklinde yorumlanabilir

Hiicreler, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar yoluyla oksidatif stresi azaltmak
icin c¢esitli mekanizmalara sahiptir. Antioksidanlarin reaktif oksijen tiirlerini temizledigi
bilinmektedir (Gendy, Aly, Mahmoud, Kenawy, El-Sebae, 2010; Eraslan ve digerleri,
2007). GPx, GST, SOD ve CAT gibi antioksidan enzimlerin, hiicreleri oksidatif stresten
korumada 6nemli rol oynadigi diisiintilmektedir (Messarah ve digerleri, 2012; Sarkar,

Mukherjee, Chattopadhyay, Bhattacharya, 2014).
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SOD, siiperoksit anyonlarmin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniigiimiinii
katalize ederek, hiicrelerin serbest radikal hasarindan korunmasinda énemli bir rol oynar.
(Kumagai ve digerleri, 1997). Bu enzimin fizyolojik islevi, hiicre i¢i siiperoksit radikal
diizeylerini azaltmak ve lipid peroksidasyonunu onlemektir (Kasapcopur ve Birdane,
2014). Oksidatif stres altinda, hiicreler SOD'yi baskilayarak islev goriir. Bununla birlikte,
uzun siireli stres ve artan ROS iiretimi ile enzimler tiikkenir ve seviyeleri diiser (Berrahal ve
digerleri, 2007). Ancak GPx, CAT ve SOD enzimlerinin uygun molekiiler yapis1 ve

aktivitesi i¢in ¢esitli temel eser elementler gereklidir (Liu ve digerleri, 2010).

CAT, hidrojen peroksidin H»>0 ve O:'ye ayrismasimi katalize eden enzimatik bir
katalizordiir ve hidrojen peroksit hiicrelerde biriktiginde giiclii bir LPO inhibitoriidiir
(Vijayaprakash ve digerleri, 2013). SOD ve CAT, reaktif oksijen tiirlerine kars1 ilk
savunma hattin1 olusturur ve azalmis aktiviteleri doku oksidatif stresine katkida bulunur
(Xia ve digerleri, 2010). SOD ve CAT, karaciger dokusunda ksenobiyotik biyoaktivasyonu
sirasinda tiretilen ROS'un temizlenmesinde anahtar enzimlerdir (Saidi ve digerleri, 2013).
CAT faaliyetleri genellikle SOD faaliyetleri ile iliskilendirilir (Apaydin ve digerleri, 2016).
Antioksidan enzimler, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif stresten hiicreleri
korumada 6nemli bir rol oynamaktadir (Apaydin, Kalender, Demir ve Bas, 2014).
Ozellikle SOD ve CAT, serbest radikalleri temizleyen iki dnemli hiicresel antioksidan

enzimdir (Messerah ve digerleri, 2013).

SOD, serbest radikal siiperoksiti daha az zararli hidrojen peroksite doniistiirerek yok
ederken (Stinghen ve digerleri, 2014), CAT hidrojen peroksidin molekiiler oksijene ve
suya indirgenmesini katalize eder (Safhi ve digerleri, 2016). GPx ise glutatyonu kullanarak
hidrojen peroksitin suya indirgenmesini katalize eder (Bhattacharjee ve digerleri, 2014).
GST, ¢esitli elektrofilik substratlarin glutatyonun tiol grubuna konjugasyonunu katalize
ederek toksinlerin detoksifikasyonunda ve atilmasinda énemli bir rol oynar (Abdel-Daim
ve digerleri, 2015). Hiicre icinde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan ve
lipidlerin peroksidasyondan korunmasindan sorumlu bir diger 6nemli antioksidan enzimdir
(Siileyman ve digerleri, 2018). GPx, hidroperoksit detoksifikasyonu i¢in en Snemli
peroksidazdir (Kalender ve digerleri, 2014). Cesitli hidroperoksitlerin indirgenmesini

katalize etmek icin GSH kullanarak memeli hiicrelerini oksidatif hasardan korur (Berrahal
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ve digerleri, 2007). GPx, substrat olarak glutatyon kullanarak H>O-'yi H>O'ya indirger
(Caylak, 2011).

GST'ler, bir¢ok ksenobiyotik bilesigin GSH'ye baglanarak detoksifikasyonunda yer alan ve
normal fizyolojik siireglerin siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan sitozolik enzimlerdir (Ashok ve
digerleri, 2014; Mehana, Meki, Fazili, 2012). GST, toksik maddeleri glutatyonun
sisteininin -SH grubuna baglayarak noétralize eder, boylece glutatyonu cesitli elektrofillere
aktarir ve suda ¢oziinlirliglinii arttirir. Ayrica LPO'ya karsi selenyumdan bagimsiz GSH
peroksidaz aktivitesi sergileyerek bir savunma mekanizmasi saglar (Stileyman ve digerleri,
2018). Bu tez calismasinda yapilan incelemelerde kontrol grubu ile NiO ve NiONP
uygulanan gruplar karsilastirildiginda, hem NiO hemde NiONP uygulanan grupta SOD,
CAT, GPx ve GST enzimlerinin 6nemli miktarda azaldig1 gozlemlenmistir. Bu enzimlerin,
NiO ve NiONP maruziyetinden sonraki aktivitelerinin azaltilmasi ile ilgili olarak bildirilen

degisiklikler, artan serbest radikal olusumundan kaynaklanmis olabilir.

AgNP'ye maruz kalan hayvanlarda, reaktif oksijen tiirleri (ROS), lipid peroksidasyon
(MDA) ve glutatyon seviyesiperoksidaz (GPx) aktivitesinin, salin alan kontrol grubuna
gore beyinde anlamli olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur. Her iki dokuda da ROS ve
MDA seviyeleri artmigtir. AgNP'ye maruz kalan hayvanlarin karacigerinde siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi beyindeki GPx aktiviteleri de yiikselmistir (Joanna,
2016). Baska bir arastirmada, altin NP'lerin intraperitonal olarak verilmesi, karaciger,
akciger ve kalpte 3. veya 7. glinde GSH seviyelerinde anlamli bir degisiklige neden
olmamustir. Altin NP'lerin akciger ve kalpteki MDA seviyeleri lizerinde anlamli bir etkisi
olmazken, MDA seviyelerinde 6nemli artiglar bulunmustur (Khan ve digerleri 2012).

Bizim c¢alismamiz da bu ¢alisma sonuglariyla uyumluluk gostermektedir.

Kursun siilfiir (PbS) NP'lerinin sicanlarda SOD ve toplam antioksidan kapasitenin T-
AOC'nin canliligini azalttig1 gosterilmistir. Serum ve akciger dokusu ve artmig MDA, lipid
peroksidasyonu PbS NP'lerin akciger dokusunda oksidatif hasari indiikledigini gostermistir
(Shvedova ve digerleri, 2009). Karbon karasi (CB), silikon dioksit (SiO2) ve ¢inko dioksit
(ZnO) nanoparcaciklart oksidatif stres ile sitotoksisiteye neden olabilmektedir (Yang ve

digerleri, 2009).
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Akciger, NP'lerin toksik etkilerine en agik ve hassas organdir. Nanopartikiillere karsi
akciger savunmasi, nanopartikiil gibi kiigiik graniilleri tanimlamak ve fagositozunu
gerceklestirmek icin zayiftir. Bronglarin endotel hiicreleri tarafindan alindiktan sonra,
nanopartikiiller brons epitelinde, akciger interstisyumunda ve alveol duvarlarinda birikir ve
burada daha hizli bir sekilde hiicrelere alinabilir ve dolagim sistemi, karaciger ve diger
organlara ulasilabilir (Oberdorster ve digerleri, 2002, 2005; Forbe ve digerleri, 2011). Bu
tez ¢alismasi dahilinde yapilan 151k mikroskobu incelemelerinde, kontrol grubuna kiyasla
NIO uygulanan ratlarin akciger dokularmda ratlarin akcigerlerinde amfizematoz
degisiklikler, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, hemoraji, artmis bag doku, alveolar septada
kalinlasma, bronsiyol ve alveol epitelinde dejenerasyon gibi patolojik bulgular
goriilmiistlir. Bu patolojik bulgular lipid peroksidasyon iirlinii olan MDA miktarinin artisi
ve antioksidan enzim (SOD, CAT, GPx ve GST) aktivitelerinin azalmasiyla paralellik
gostermektedir. Bu durum NIO ve NIONP’lerin akciger dokusunda serbest radikal
olusumuna sebep olarak oksidatif hasar1 indiikledigi ve akciger dokularinda histopatolojik

degisimlere neden oldugu yoniinde yorumlanabilir.

Oksidatif stres, apoptoz yolunun ve neoplazm gelisiminin indiiklenmesi dahil olmak iizere
cok sayida patolojik silirecin temelini olusturabilir (Zou ve digerleri, 2016 ). Apoptosisin
olusmasina pek ¢ok faktoér neden olabilir. Normal fizyolojik tepki diginda, enzimlerin ve
proteinlerin herhangi birinin bozulmasi dokularda zararli etkilere yol agabilir (Liu ve

digerleri, 2016 ; Yang ve digerleri, 2016).

NiONP'ler DNA hasarmi, enzimatik dengesizligi, apoptozu ve oksidatif stresi
indiikleyebilir. NiONP'lere maruz kalan farelerde, p53 gen aktivasyonunun artarak
apoptotik yollarin indiiklendigi tespit edilmistir. NiO-NP'lere oral maruziyetin NP’lerin
coklu organ toksisitesine neden olma potansiyeli ortaya ¢ikarilmistir (Saquib ve digerleri,
2017). Ayrica NiO NP'ler, ROS yoluyla sitotoksisiteye neden oldugu ve muhtemelen
bax/bcl-2 yolu aracilifiyla NiO NP'lerin HepG 2 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi tespit
edilmistir (Ahamed, Alhadlag, Akhtar, 2013). In vitro calismalar, NP bilesiklerinin ve
NP'lerin, apoptoz yolaklarinin diizensizlesmesine yol acan oksidatif stres gibi faktorler
yoluyla sito ve genotoksisiteye neden olabilecegini de gostermistir (Ahamed 2011,

Ahamed ve digerleri, 2011; Ahamed ve Alhadlaq 2014).
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Sonug olarak Nikel oksit ve nanopartikiilleri lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan
MDA diizeylerinde ve serbest oksijen radikallerinde artisa ve antioksidan enzim
aktivitelerinde azalmaya neden olarak oksidatif strese neden olmustur. Reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu akciger dokusuna zarar vermis olabilir. Bu calismadan elde edilen
veriler dikkate alindiginda; NiO ve NiONP oksidatif stres yoluyla ratlarda akciger hasarina
neden oldugunu sdyleyebiliriz. Bulgularimiz, nikel oksidin uygulama sekillerine gére hem
toz hem de nanopartikiil gruplarinda toksisiteye neden oldugu, ayrica intravendz
gruplarinda diger gavaj ve intraperitonel gruplara gore daha fazla etki ettigi sonucu
bulunmustur. Verilerimiz, NiO-NP’nin akciger hiicrelerinde oksidatif stres ve p53 sinyal

yollariin aktivasyonu yoluyla hasar ve apoptozu indiikledigini de gostermistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1.NiO ve NiO-NP’lerin uygulama sonuglarina genel bakis
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