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DEMIiR OKSIiT NANOPARTIKULLERININ
Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae)’min BIYOLOJISINE ve
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OZET

Bu ¢alismada, manyetik demir oksit nanopartikiilii (Fe3O4 NP)’niin bir deney model hayvan
olan biiyiik kovan giivesi Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) tizerindeki toksik
etkileri arastirildi. Calismada, G. mellonella larvalarina zorla besleme uygulamasi yapilarak
demir oksit NP’nin (0,4, 2, 10, 50, 250 ug /10 ul) konsantrasyonlart son donem larvalara
verildikten sonra bocegin biyolojisine, hemosit sayisina, hemositlerde meydana gelen apoptotik,
nekrotik ve mitotik indekslere, hemosit canliligina ve mikroniikleus olusumuna etkileri
aragtirtldi. Sonuglara gore; pupa gelisim siiresinin ortalamasi, 250 pg/10 pl demir oksit NP
konsantrasyonuna maruz kalan larvalarda 2 ug/10 ul demir oksit NP konsantrasyonuna maruz
kalan larvalara gore uzama gostermistir. Artan FesO4 NP konsantrasyonun etkisiyle pupa agirligi
ortalamas1 250 pg/10 pl FesOs NP konsantrasyonunda artig gostererek kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak onemli bulunmustur. 10 pg/10 pl FesO4 NP konsantrasyonuna maruz kalan
bireylerin ortalama ergin gelisim siiresi kontrol grubuna gore dnemli diizeyde artis gostermistir.
Hemosit sayisi ortalamalari, 10, 50 ve 250 pug/10 pl FesOs NP konsantrasyonlarina maruz kalan
larvalarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma gdstermistir.

Canli hiicre ylizdesi 10, 50 ve 250 pg/10 pl FesOs NP konsantrasyonlarina maruz kalan
larvalarda kontrol grubuna gore onemli diizeyde azalma gostermistir. Ayn1 konsantrasyonlarda
(10, 50 ve 250 ug/10 ul Fe3Os NP) apoptotik hiicrelerin % durumlar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, apototik hiicre %’leri kontrol grubuna gore artis gostermistir. 50 ve 250
ng/10 ul FesOs4 NP konsantrasyonuna maruz kalan larvalardaki nekrotik hemosit hiicre %’si

artis1 kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde ger¢eklesmistir.



Son olarak, 10 ve 50 pug/10 ul FesOs NP konsantrasyonlarinda mikroniikleus iceren hemositlerin

%/’leri kontrol grubuna gore artis gostererek istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Biyoloji, Demiroksit nanopartikiil, Galleria mellonella, Hemosit,
Mikroniikleus.

Tez Damismani: Prof. Dr. Sahlan OZTURK
Sayfa Adedi: 61
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(Master Science Thesis)
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ABSTRACT

In this study, the toxic effects of magnetic iron oxide nanoparticles (FezOs NP) on the Greater
Wax Moth Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae), an experimental model animal,
were investigated. In the study, the concentrations of iron oxide NP (0.4, 2, 10, 50, 250 pg /10
ul) were administered to the last instar of G. mellonella larvae by force-feeding method and their
effects on mitotic indices, hemocyte viability and micronuclei formations were investigated.
According to the results; the mean pupal development time was prolonged in larvae exposed to
250 pg/10 pl iron oxide NP concentration when compared to larvae exposed to 2 pg/10 pl iron
oxide NP concentration. With increasing FesO4 NP concentration, the mean pupal weight
increased at 250 pg/10 pl Fe3Os4 NP concentration and was statistically significant compared to
the control group. The mean adult development time of individuals exposed to 10 pg/10 pl FesO4

NP concentration increased significantly when compared to the control group.

The mean number of hemocytes showed a statistically significant decrease in larvae exposed to
10, 50 and 250 pg/10 pl FesOs NP concentrations compared to the control group.

The percentage of viable cells showed a significant decrease in larvae exposed to 10, 50 and 250
ug/10 ul FesO4 NP concentrations when compared to the control group. When the % conditions
of apoptotic cells were compared with the control group at the same concentrations (10, 50 and

250 pg/10 ul FesO4 NP), the % of apoptotic cells increased according to the control group.

VI



The percentage of necrotic hemocyte cells in larvae exposed to the concentrations of 50 and 250
ug/10 ul FesO4 NP increased significantly compared to the control group. Finally, the percentage
of hemocytes containing micronuclei increased at concentrations of 10 and 50 pg/10 ul Fe3O4

NP compared to the control group and was found to be statistically significant.

Key words: Biology, Galleria mellonella, Hemocyte, Iron oxide nanoparticle, Micronucleus.
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1. BOLUM
GIRIS

Iginde bulundugumuz yiizyilda, teknolojik ve bilimsel gelismelerin hizla artmasindan dolayz,
hayatimiza degisik kavramlar girmistir. Bu kavramlardan nanopartikiil (NP) ve nanoteknoloji
son giinlerde yasgamimizin 6nemli noktalarinda yer almaktadir.
Giliniimiizde, bilim ve teknolojideki hizli gelismelerin ilgi uyandiran kismi1 olan nanoteknolojinin
yapitasi olan NP’ler, hayatimizin her alanina yerlesmis durumdadir. Nanoteknoloji yeni bir alan
ve bir¢cok gelismis iilke tarafindan 6nemli ve kritik oldugundan, biiyiik yatirimlar yapilmakta,
arastirma merkezleri kurulmakta, konu iizerinde yapilan projeler desteklenmekte ve bu alanda
uzman yetistirilmeye ¢alisilmaktadir.
Diinya’da NP’lerin, insan ve ¢evre iizerindeki olumsuz etkileri bilinmemekte ve bundan dolay1
sinirli kullanilmaktadir. Kullanim alanlar1 incelendiginde genel olarak saglik alaninda, yer altt
suyu ve hava temizliginde, kozmetik sektoriinde, tarim ilaglarinda, beyaz esya sektoriindedir. Bu
kadar genis yelpazede kullanimi1 mevcut olan NP’lerin 6nemi daha da artmistir.
NP’ler igerisinde, bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda kullanmis oldugumuz, siipermanyetik NP
olan demiroksit nanopartikiilii (Fe2O3 NP); biyomedikal, g¢evresel ve tarimsal alanlarda
kullanilmakta olup, 6zellikle siiper paramanyetik 6zelliginden de yararlanilmaktadir. Demir
oksit NP’nin; manyetik sogutma, anti kanser ilaglarinin manyetik kontrollii taginmasinda,
manyetik kaplamalarda, optik cihazlarda, dedektorlerde, mikrodalga gibi cihazlarda kullanimi
mevcuttur. Her zaman karsilastigimiz s6z konusu bu NP’ler ile ilgili ger¢eklestirilen toksikoloji
caligmalart 6onem arz etmektedir. Model deney organizmasi olarak kabul edilen Galleria
mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) kullanilarak yapilan bu arastirmanin, gelecekte bu
alanda ¢alisacak olan arastirmacilarin s6z konusu NP ile gergeklestirecekleri aragtirmalara yon
verebilecegi Ongoriisiindeyiz. Ayrica manyetik demir oksit NP’nin, G. mellonella’nin baz
biyolojik parametrelere etkisine, hemosit sayisina, hemositlerinde neden oldugu; apoptotik,
nekrotik ve mitotik indekslerine ve mikroniikleus olusumuna etkilerinin aragtirtldigi herhangi
bir ¢aligmaya iilkemizde rastlanmamistir. Bu sebepten dolayi, ger¢eklestirmis oldugumuz bu
caligma bilimsel literatiire katki saglamak acisindan, gelecekteki arastirmalara ve arastirmacilara

yararli olacagi diislincesindeyiz.



2.BOLUM
Genel Bilgiler

2.1. Nanopartikiillerin Tarihi

Yunancada ‘nano’ kelimesi, Tiirk¢e olarak ciice anlamina gelmektedir [1]. Nanometre kelimesi
metrenin milyarda biri anlamina gelmekte olup, “nm” kisaltmasiyla gosterilir [2].
Nanoteknolojinin kelime anlami, tanecik boyutu 0,1 nm-100 nm arasindaki, kii¢iik tanecik
yapilar1 inceleyen teknoloji alanina verilen isimdir [3]. Richard Adolf Zsigmondy 1914 [4]
yilinda yaptigi c¢aligmada, karanlik alan ultramikroskopisini kullanarak, tek renkli 11k
boyutundan daha ufak parcaciklari (1/1.000.000 mm) gordii ve bu pargaciklara “nanopartikiil”
admni verdi.

Nanoteknolojinin kavramsal temelleri ilk kez 1960 yilinda fizik¢i Richard Feynman [5]
tarafindan “Dipte bol miktarda yer var” dersinde agiklanmistir. Feynman’in agiklamasindan 15
yil sonra Japon bilim insan1 Norio Taniguchi, nanoteknoloji terimini agiklamis ve adini bilim
diinyasina kazandirmistir. Nanoteknolojinin bilim diinyasinda iin kazanmas1 Massachusetts
Teknoloji Enstitiisii'nden (MIT) Eric Drexler’in, 1986 [6] yilinda yazdigi "Yaratilis Motorlart:

S

Nanoteknolojinin Gelen Cagi" baslikli kitabiyla miimkiin olmustur. Gelisen teknolojiyle birlikte
1991 yilinda bir bagka Japon bilim insant olan Sumio lijima’nin [7] karbon nanotiipleri
bulmasiyla, nanoteknoloji baska bir boyuta taginmustir.

NP’lerin, 1914 yilinda ismi konulsa bile, gezegenimizin atmosferinde her zaman var oldugu
bilinmektedir. NP’ler gezegende hazir olarak kendiliginden veya dogal siireglerle de
olusabilecegi gibi insan kaynakli kimyasal siiregler ve biyosentez sonucunda da olusmaktadir.

Kimyasal kaynakli NP’ler sonsuz ¢esitliliktedir [4].

2.2. Nanopartikiillerin Sitmiflandiriimasi
Kimyasal, biyosentez ve dogal yollarla olusan NP’ler, morfolojilerine, boyutlarina ve kimyasal
ozelliklerine gore kategorilere ayrilir [8]. Bunlar asagida alt basliklar halinde agiklamalari ile

birlikte verilmistir.
2.2.1. Karbon Bazh Nanopartikiiller

Karbon bazli NP’ler; fullerenler ve karbon nanotiipler (CNT'ler)’dir. Fullerenler, kiiresel yapida
olup, elektrik iletkenlikleri yiiksek oldugundan ticari anlamda énemlidir [9]. Karbon nanotiipler
(CNT) tiip seklinde olup, tek duvarli (SWNT), ¢ift duvarli (DWNT) ve ¢ok duvarli (MWNT)
olarak siniflandirilmaktadir [7-10].



Doga, kendi biinyesinde yiiksek miktarda cesitli metaller barindirmaktadir. Metal NP’lerin
tiretilmesindeki ana amag, toksik yapida olan metallerin toksik etkisini azaltmaktir [11-12].
Metal NP’ler; altin (Au), giimiis (Ag), bakir (Cu), ¢inko (Zn), demir (Fe), titanyum (Ti),
aliminyum (Al), kobalt (Co), paladyum (Pd), kadminyum (Cd)’dur. Metal NP’lerin farkl
ozellikleri olmas1 nedeniyle, tarim, tip, tekstil, elektrik sanayinde, kozmatik sanayinde, ilag
sanayinde ve biyokimyasal sensorlerde kullanigli ve g¢evre dostudur [12-13]. Her NP’nin
kullanim alan1 oldukca farklidir. Ornek verecek olursak, platinum, selenium ve demir NP’ler:
kanser miicadelesinde, giimiis ve bakir NP’ler: mikrop miicadelesinde, ¢inko oksit NP’ler:

kozmetik sektoriinde, altin NP’ler ise biyosentezde kullanilmaktadir [14].
2.2.2. Seramik Nanopartikiiller

Seramik NP’ler, bircok farkli yontemle {iretilmektedir. Bunlar; sol-jel kimyasi, mikto-
emiilsiyon, hidrotermal, solvo-termal, sablon, biyomimetik, sentez vb. yontemlerdir [15-16].
Seramik NP’ler, yiiksek 1s1 ve kimyasal dirence sahip oldugundan, fotokataliz, boyalarin

fotodegradasyonu ve goriintiileme uygulamalarinda kullaniimaktadir [8].

2.2.3. Yan Iletken Nanopartikiiller

Yar iletken nanokristaller, boyuta gore ayrilabilen optik o6zelliklere sahip olup, elektronik
gecislere sahiptir. Yar iletken nanokristaller polorize edilerek, optik ve elektronik cihazlarda
kullanilmaktadir [8, 17-18].

2.2.4. Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik NP’ler, literatiirde polimer nanopartikiil (PNP) olarak da kullanilmaktadir. Organik

bazli NP’ler olup, nano-kiire ve nano-kapsiil seklindedirler [8].

2.2.5. Lipid Bazh Nanopartikiiller

Lipid bazli NP’ler, 10 ile 1000 nm arasinda degismektedir. ilag tasiyic1 ve dagitiminda ve kanser
tedavisinde kullanilmaktadir [8].

2.3. Nanopartikiiller ile Gerceklestirilen Biyolojik Calismalar

Rajawat ve Qureshi (2012) [19], giimiis NP’lerini, iki standart antibiyotik olan ampilin ve
gentamisin ile kombine ederek Salmonella typhi iizerinde denemislerdir. Antibiyotiklerin bakteri

iizerindeki antibiyotik aktiviteleri giimiis NP varliginda artmistir. Gentamisin ile
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karsilagtirildiginda ise test suslarina karsi en yiiksek etki ampisilinde gézlenmistir.

Armstrong ve ark. (2013) [20], Drosophila melanogaster iizerinde giimiis NP’nii uygulayarak
bocek iizerindeki etkilerini gozlemlemislerdir. Bu bocek tiirtiniin kiitikiillerinde, NP toksisitesi
nedeniyle melanin pigmentinin azaldig1 tespit edilmistir. Ayrica bocegin dokusunda Cu-Zn SOD

(Stipersokit Dismutaz) gibi bakir bagimli enzimlerin aktivitesinin azaldigi da bulunmustur.

Ciftci ve ark. (2013) [21], MCF-7-hiicrelerinde (insan gogiis adenokarsinoma hiicre hatti) giimiis
NP’iiniin, sitotoksik, apoptotik ve nekrotik etkilere neden oldugunu tespit etmislerdir. Giimiis
NP’niin doza bagimli olmak iizere, yiiksek konsantrasyonlarda daha az apoptotik daha fazla

nekrotik etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Hassani ve ark (2015) [22], nane bitkisi (Mentha piperita L.) iizerinde demir, potasyum ve ¢inko
nano giibrelerini uygulamislardir. Uygulama sonucunda nano giibrelerin nane (Mentha piperita

L.) bitkisinin boyu, dal sayisi, yaprak ve govde yas agirliginda artisa neden oldugu saptanmustir.

Madhiyazhagan ve ark. (2015) [23], Sargassum muticum (su yosunu) kullanarak giimiis NP elde
etmisler ve giimlis NP’{linlin diisiik dozlarinin sivrisek kontroliinde etkisini aragtirmislardir.
Arastirma sonucuna gore glimiis NP’linilin diisiik dozlarinin sivrisinekler iizerinde etkili oldugu

gozlemlenmistir.

Zorlu (2016) [24], farkli konsantrasyonlarda (100, 500, 1000, 3000 ve 5000 ppm) titanyum
dioksit NP igeren besin ile beslenen G. mellonella iizerine etkilerini arastirmistir. Aragtirma
sonucunda maruziyetle dogru orantili olarak deney gruplar ile kontrol gruplar arasinda larval
ve pupal gelisme siiresinin, pup ve ergin agirliklarinin, erkek ergin yasam siiresinin uzunlugu ile
ilgili olarak o6nemli toksik etkiler saptanmis, son olarak erginde morfolojik anormallik

ylizdesinin arttigini da belirlemistir.

Meng ve ark. (2017) [25], Bombyx mori bocegini farkli konsantrasyonlarda giimiis NP ile
besleyerek, biiyiime ve yag proteinlerine etkisini arastirmistir. NP’lerin  disik
konsantrasyonlarinin (<400 mg/L) biiylime ve kokon agirliginda artisa neden oldugu, yiiksek
konsantrasyonlarinin (=800 mg/L) ise bocegin agirligint arttirmasina ragmen oliimlere neden
oldugunu bildirmislerdir. Calismada, giimiis NP oksidatif strese karsi bocegin direncini
diisiirerek, hiicre apoptozuna karsi etkili oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica, hiicre nekrozunu

da tetikledigini bildirmislerdir.

Eskin ve ark. (2019) [26], ¢inko oksit NP kullanarak G. mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)



iizerinde iki farkli sayim yontemiyle (otomatik hiicre sayar ve 151k mikroskobunu ayri ayri
kullanmak suretiyle) bocegin hemolenf hiicre sayisina olan etkilerini aragtirmigladir. Aragtirma
sonucuna gore, denenen nanopartikiil konsantrasyonlar1 (0,5, 1, 2,5, 5 ug/10 pl) toplam hiicre
sayisin1 onemli diizeyde etki etmemistir. Ancak 6lii hiicre yiizdesi kontrol grubuna gére 6nemli

Olclide artmustir.

Durular (2019) [27], farkli konsantrasyonlarda (10000, 25000, 50000 ve 100000 ppm)
aliminyum kloriir ile beslenen G. mellonella‘da, apoptotik indeks, mitotik indeks,
mikroniikleus, enkapsiilasyon, melanizasyon ve nodiilasyon durumlarini incelemistir. Inceleme
sonucunda doza bagli olarak apoptotik ve nekrotik hiicrelerin sayisinda artis bulmustur. Ayrica
larvalarin hemositlerinde mikroniikleus olusumu ve mitotik indeks oranlar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel agidan fark olmadigini tespit etmistir. G. mellonella larvalarinda

enkapsiilasyon, melanizasyon ve nodiilasyon davranislarinda artis oldugunu bulmustur.

Eskin ve ark. (2020) [28], Bakir oksit NP’yi farkli konsantrasyonlarda (10, 50, 100, 150
ug/10ul/larva) G. mellonella larvasina zorla besleme yoluyla vermislerdir. 72 saat sonra bakir
oksit nanopartikiiliiniin apoptotik, nekrotik ve mitotik hiicre sayisinda artisa neden oldugu

gozlemlenmistir.

Tastan ve ark. (2020) [29] demir oksit (y-Fe203, a- Fe;O3) NP’nin suda yasayan tiirler igin
oldukga toksik oldugunu bildirmislerdir. Calismalarinda sucul tiirler olan Chlorella sp. ve
Daphnia magna iizerinde demir oksit NP’leri olan y-Fe2Oz ve o- FexOs ‘lin farkli
konsantrasyonlarda (0, 50, 100, 250, 500 ve 1000 mg/L) etkilerini aragtirmiglardir. Calisma
sonucunda (y-Fe203, a- Fe203) konsantrasyonlarinin, artan konsantrasyonu ile mikroalgal

biiylimesinin azaldig1, ancak 6nemli bir toksik etki gdzlenmemistir.

2.4. Demir Oksit Nanopartikiilii

Manyetik partikiiller arasinda en ¢ok tercih edilen NP, manyetik demir oksittir. Nano boyuttaki
demir oksit, manyetik Ozelliklerinden dolayr kataliz ve biyotip gibi bircok alanda
kullanildigindan, son donemde kullanimi alani arttirilmigtir [30]. Nano boyuttaki demir oksitin,
pargacik boyutu genel olarak 1-100 nm arasinda olup, 40 yildir in-vitro tani ¢aligsmalarinda yer
almaktadir [31-32]. Ozellikle manyetik dzellikleri arasinda ufak farkliliklar1 olan, maghemit (y-
Fe>03) ve manyetit (Fe203) nano boyuttaki demir oksitin, bilimsel ¢alismalarda daha ¢ok yer
aldig1 bilinmektedir [33-32].



2.4.1. Demir Oksit Nanopartikiilii ile Gerceklestirilen Calismalar

2012 yilinda Behera ve arkadaslar [34] sentezledikleri demir oksit NP’yi (FesOs NP)’nii bazi
gram negatif ve gram pozitif bakterileri iizerinde denemislerdir. Yapilan ¢alismada kontrol
grubuna standart antibiyotik neomycin (30 pg/disc) uygulanmis, deney grubuna ise demir oksit
NP 50 mg/ml dozunda uygulanmistir. Shigella flexneri ve Pseudomonas aeruginosa
bakterilerinin demir oksit NP’nin uygulandig1 suslarda inhibisyon zonu kiigiilmistiir (18 +
0.35’ten 0 + 0.0’a). Staphylococcus aureus, Bacillus brevis, Vibrio cholerae, Streptococcus
aureus, S.epidermidis, Escherichia coli bakterilerinin yerlestigi suslarin inhibisyon zonlarinin
demir oksit NP uygulamasi yapilan deney gruplarinda kontrol grubuna gore azaldigi tespit
edilmisgtir.

Tang ve Lo’nun 2013 [35], ¢evre kirliligine neden olan bazi etmenlerin, demir oksit NP
kullanilarak atik sulardan arindirildigini belirtmislerdir.

Askary ve ark (2016) [36], bitkilerin topraktan demir elementini zor aldigindan yola ¢ikarak
yaptigi bir ¢aligmada demir oksit NP kullanmistir. Catharanthus roseus L. bitkisine, nano demir
oksit giibresini farkli konsantrasyonlarda (0, 5, 10, 20, 30 ve 40uM), 70 giin siiresince
vermislerdir. 70 giiniin sonunda bitkide fotosentetik pigment ve toplam protein igeriginin arttig1
gorilmiuistir.

Murugan ve arkadaslarinin 2018 [37] yilinda yaptig1 bir ¢alismada, Ficus natalensis bitkisinden
Fe® NP, kimyasal yontemlerle de Fe;Os3 NP’yi sentezlemislerdir. Sentezlenen NP’ler bir
sivrisinek tiirli olan Culex quinquefasciatus ve bir lepistes tiirii Poecilia reticulata’nin yer aldigi
5 L klorsuz su igerisine ilave edilmislerdir. P. reticulata ¢ozelti igerisine ilave edilmeden once
24 saat ag¢ birakilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda P. reticulata’nin avlanma yetenegi artmus,
C. quinquefasciatus’a ait larva ve pupa sayilar1 not edilmis olup, denenen NP’lerin larvasidal ve
pupasidal etkisini arttirdig: tespit edilmistir. Bu yiizden Fe ve Fe;O3 NP’leri ile yeni ve etkili
pestisit gelistirilebilecegi kanisina varilmstir.

Sankaralingam ve Kadirvelu 2017 [39] yilinda Su Kabagi (Lagenaria siceraria) bitkisi
kullanarak, demir oksit NP’lerini (FesO4 NP) sentezlemislerdir. Sentezlenen FesOs NP’ler, S.
aureus ve Eschesheria coli bakterileri lizerinde denenmistir. Calisma sonucunda S. aureus’un
inhibisyon zonunun 14mm’den 8 mm’ye azaldigi, E. coli’nin inhibisyon zonunun 17 mm’den
10 mm’ye diistiigli goriilmiistiir. Boylece, demir oksit NP’lerin antimikrobiyel 6zelligi tespit
edilmistir [38].

Gaharwar ve arkadaslar1 2017 yilinda Fe2O3 NP’leri’ni si¢anlar iizerinde denemislerdir. Deney

sonucunda sicanlarin dalak lenfositleri {izerindeki sitotoksisiye, oksidatif strese ve DNA
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hasarina neden oldugu tespit edilmistir.

Praveen ve arkadaslarinin 2018 yilinda [40] Hardal Otu (Brassica juncea L.) iizerinde yaptig
bir ¢aligmada, demir oksit NP (Fe3O4) ve arsenik (As) birlikte kullanildiginda, kok-siirglin
biliytimesi, klorofil, karotenoid ve protein igerigini arttirdigini, antioksidan, enzim ve stres
modiilatorlerinin miktarlarin1 da azalttigimi tespit etmislerdir. Ayrica Hardal Otu’nun metal
stresinin iistesinden geldigini de ortaya koymuslardir.

Uysal ve ark. (2019) [41], su ortaminda ksenojen ve Ostrojenik mikro kirleticiler olusturan
Nonifenol Etoksilatlarin (NFE) pektin ile kaplanmis demir oksit NP kullanarak su ortamindan
giderilimini aragtirmigladir. Arastirma sonucunda optimum kosullarda (pH 7.0, 4 g/L Pektin-
FesO4 derisimi) pektin ile kaplanmis demir oksit NP kullanarak %62 oraninda NFE giderim

verimi elde etmislerdir.

2.5. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

NP’lerin, yilizey ozelliklerinin tespit edilmesinde yiizey morfolojisi, kimyasal bilesimi ve

uzamsal dagilimi gibi ylizey karakterizasyon teknikleri kullanilir. Bu teknikler sirasiyla;

2.5.1. Ultraviyole (Mor Otesi) ve Gériiniir Bolge Spektroskopisi (UV-VIS)

Ultraviyole ve goriiniir bdlgede meydana gelen absorbsiyon, bag elektronlariin uyarilmasindan
dolay1 olmaktadir. Absorpsiyon piklerinin dalga boylari, baglarin sekilleriyle ilgilidir. Bu teknik,
esas olarak hazirlanan ¢ozelti tarafindan emilen ve sagilan 15181 6lgmek amagh kullanilan
tekniktir. NP’ler, optik 6zellige sahiptir. NP’lerin, boyut, sekil, konsantrasyon, aglomerasyon ve
nanopartikiillerin ylizeye yakin kirtlma indeksi UV-VIS ile karakterize edilip, incelenmektedir
[42].

2.5.2. Zeta Potansiyeli Analizi

Esas olarak zeta potansiyeli net yiikiin ol¢iisiidiir [42-43]. Nano-pargacik ile s1vi arasindaki itme-
cekme kuvvetidir. Ayn1 yiikteki parcaciklar iter, farkli ylikteki pargaciklar birbirine cekmektedir.
Zeta potansiyel analizi ile taneciklerin yiik durumlarmma gore birbirlerine olan ilgisi test

edilmektedir.



2.5.3. XRD (X-Isinmm Kirimim) Analizi

Kristallerin atomlarmin geometrik diizeni, aralarindaki mesafe, kristalografik yapisi ve
elemental bilesimleri hakkinda bilgi edinmek i¢in dalga boyu sabit X 1sinlar1 ve X 1ginlari tiipleri
kullanilan teknige XRD (X-Isinimi Kirmimi) teknigi denilmektedir. Kristallerin atom dizilimleri
arasindaki uzaklig1 belirleyen bir tekniktir [42-43].

2.5.4. BET (Yiizey Alami) Analizi

The Brunauer-Emmett-Teller (Bet) yiizey alani teorisi olarak da adlandirilmaktadir. Bu analiz

yonteminde; graniil ve toz halindeki katilarin gaz adsorpsiyonu yardimi ile yiizey alanim

belirlemektedir [42-43].

2.5.5. Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)

Numune yiizeyine odaklanan, yliksek enerjili elektron demetiyle yiizeyin taranmasidir. Taranma
islemi elektron mikroskobu ile gergeklestirilmektedir. Elektronlar numune igerisindeki atomlarla

etkilesime girerek sinyaller iiretir. Olusan sinyaller bilgisayar ekranina aktarilir ve goriintii elde

edilir [42].

2.5.6. Infrared (Kizilotesi) Spektroskopisi

Kizil6tesi spektroskopisine titresim spektroskopisi adi verilmektedir. Infrared spektroskopisi ile
kizilGtesi 1s1nlart molekiillerin titresim hareketleri tarafindan absorblanir. Molekiillerin arasinda

donme ve titresim diizeyleri arasindaki gegisleri saglanmaktadir [42].

2.6. Boceklerde Hemolenf ve Hemositler

Cok hiicreli hayvanlar dogal ve edinsel bagisikliga sahip olurken, bocekler sadece dogal
bagisiklik sistemine sahiptir [44]. Boceklerde bulunan dogal bagisiklik sistemi, hiicresel ve
humoral olarak ikiye ayrilmaktadir. Humoral efektif molekiiller arasinda anti-mikrobiyel
peptitler bulunmaktadir. Bu peptitler bakteriyel ve fungal patojenleri yok etmektedir. Humoral
efektif molekiiller yag cisimcigi, hemositler, orta bagirsak, epidermis ve c¢esitli dokular

tarafindan tretilmektedir [44-45-46].



Bakteri ve fungus gibi patojenler ¢esitli hemositler tarafindan fagosite edilirken, biiyiik
organizmalar (parazitoit, metazoan parazit) enkapsiile edilir. Boceklerin irettikleri c¢esitli

hemositlerin farkli gorevleri vardir. Bu hemositler agagida alt bagliklar halinde verilmistir.

2.6.1. Prohemosit

Hemolenfteki temel hiicreye verilen isimdir. Hiicrede tiim hiicreyi kaplayan ¢ekirdek ve kii¢lik

bir stoplazmik bélge bulundurmaktadir [44].

2.6.2. Plazmotosit

Genel olarak kiiciik hiicreler olup, kiiresel veya ince-uzun stoplazmik genislemeler sahip oval
sekildedir. Ince-uzun stoplazmik genislemelere sahip prohemosit tipine pseudopodia adi
verilmektedir. Hemolenfte tek-tek veya grup halinde bulunmaktadir. Hemolenf igerisinde en
fazla bulunan hiicre tipidir. Plazmotositler, yabanci ylizeylere yapisarak fagosite eder ve kapsiil

olusturur [44-47].

2.6.3. Graniilositler

Hemolenf prepatlarinda sayica fazla olup, toplam hemosit popiilasyonun %30-65 arasindadir
[48-49]. Graniilositler yuvarlak, kiigiik bir ¢ekirdege ve asidofilik bir sitoplazmaya sahiptir [49].
Stoplazmalar1 graniilli endoplazmik retikulum, golgi aygiti, vezikiilleri ve organeller
barindirmaktadir [50]. Graniilositleri ayirt ederken, graniillerim membrana bagli olmasiyla ayirt
edilmektedir. Graniilositler yabanci yiizeylere yapisarak, fagosite etme 6zelligi vardir [47-51].
Yabanci cismi fagozite eden graniilositler, plazmatosit yayan peptid (PSP) salgilamakta,
plazmatositleri harekete gegirerek sitokin salgilamakta, plazmatositler iist iiste binerek kapsiilleri

olusturur [52].
2.6.4. Sferiilosit
Sferiil hiicreler (sferiilositler); biiytiklikkleri 12-18 um boyutunda, hareketsiz hiicreler olup,

yuvarlak veya oval sekillidir. Kiiresel yapilar1 sayesinde taninmaktadir [53]. Sferiilositlerin

bagisiklik sistemindeki gorevleri heniiz bilinmemektedir [54-55].



2.6.5. Onositoidler

Onositoidler; biiyiiklikkleri 54 pm’yi bulan yuvarlak veya oval sekilli hiicreler olup,
sitoplazmalarinda ¢ok sayida ribozom bulunurken, diger organelleri az gelismistir [56-57-58].
Lepidopterlerde bulunan hemositler igerisinde en biiyiigii olmakla birlikte, G. mellonella harig

hemen lizize ugrayan hiicrelerdir [44, 59-60].

2.7. Ulkemizde Bocek Hemositleri ile Yapilan Cahsmalar

Kurt (2013) [61], gergeklestirdigi bir ¢calismada farkli deltamethrin konsantrasyonlarini (5, 20,
50, 100 ve 150 ul) G. mellonella’nin 24, 48, 72 ve 96 saatlik periyotlarla hemositleri tizerine
etkilerini arastirmigtir. Arastirma sonucunda ilk 72 saatlik periyotlarinda toplam hemosit
sayisinda 50, 100 ve 150 pl konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore azalma gozlemlenirken,
96. saatte ayni konsantrasyonlarin sadece 100 ve 150 ul’de artisa neden oldugu gézlemlenmistir.
Ayrica ¢alisma sonucunda uygulanan 100 ve 150 pl konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin
hemostilerinde mikroniikleus olusumunda artisa neden oldugu belirlenmistir.

Yilmaz (2013) [62], 27 + 1 °C sicaklik, % 60 + 5 nispi nem ve karanlik sartlarinda G. mellonella
L. (Lepidoptera; Pyralidae)’nin besinine farkli dozlarda (100000, 200000 ve 300000 ppm)
alimiinyum kloriir eklemistir. Deneme 4 farkli (alimiinyum kloriiriin 3 farkli dozu ve kontrol)
karakterden olugsmustur. Deney sonucunda, deney grubu bireylerinin larval ve pupal gelisim
stirelerinin, ergin omiir uzunlugunun kontrol grubu bireylerine gore azaldigi belirlenmistir.
Deney ve kontrol grubundaki bireylerde larva, pupa ve ergin agirliklarinin, gelisim oranlarinin,
larval hemosit sayisinin ve ergin morfolojisinin istatistiksel olarak ayni oldugunu, alimiinyum
kloriirden etkilenme durumunun ise olmadigini tespit etmistir.

IAA, oksin gorevi goren bir hormondur. Celik ve ark. (2017) [63], tarimsal verimi ve kaliteyi
arttirmak amaciyla kullanilan bitki gelisim diizenleyicisi olan indol-3-asetik asit (IAA)’in
bocekler tizerindeki etkilerini aragtirmigtir. 2017 yilinda yapilan bu ¢alismada IAA’nin, Achroia
grisella Fabr. (Lepidoptera: Pyralidae) larva doneminin hemositleri tizerinde etkileri
arastirilmistir. Degisik konsatrasyonlarda (2, 5, 10, 50, 100, 200, 500 ve 1000 ppm) [AA verilen
A. grisella’nin hemosit tipleri, apoptotik ve mitotik indeks oranlar1 tespit edilmistir. Uygulanan
tiim dozlarda hemosit sayilarinda artig gézlemlenirken, hemosit tiplerinde farklilik olmadig:
gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak hemosit sayisinda, mitotik ve apoptotik indeks oranlarinda
farkliliklar gozlemlenmistir.

Yiicel 2017 [64], imidaklopridin subletal farkli dozlarinin (0,25, 0,50, 0,75 vel.00 pg) G.
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mellonella'nin 24, 48, 72 ve 96 saatlik periyotlarda toplam hemosit sayis1 iizerine etkilerini
aragtirmistir. Deney sonucunda, deney grubundaki hemosit sayilarinin kontrol grubuna gore
azaldig1 gézlemlenmistir.

Gwokyalya ve Altuntas’in 2019 [65] yilinda yaptig1 ¢alismada model deney organizmasi olarak
kabul edilen G. mellonella’nin son donem larva donemine zorla besleme yontemiyle farkli
dozlarda borik asit konsantrasyonunu (78,125-10.000 ppm) uygulamislardir. Denemede 4 farkli
karakter (borik asitin ii¢ farkli dozu ve kontrol) yer almistir. Borik asit uygulanan deney
grubunda bocegin larval gelisiminde, graniilosit ve sferiilosit sayilarinda kontrol grubuna gore
artis gozlemlenmistir. Deney grubunda pupa ve ergin agirliginda, pupa gelisim siiresinde, ergin
omriinde kontrol grubuna gore azalmalar gézlemlenmistir. Mitotik indeks ise kontrol grubuna
gore degisiklik gostermemistir.

Kose (2019) [66] ¢alismasinda zebularinin (antitiimor baskilayici, inhibitor ajan1) G. mellonella
ve pupa endoparazitoidi Pimpla turionellea (L.) ‘nin yasam dongiisii ve konak hemositlerine
etkisini aragtirmustir. Calisma iki asamada gerceklesmistir. ilk asamasinda deney grubuna
zebularinin farkli dozlar1 (0,25mg/ml, 1mg/ml, 4mg/ml, 8 mg/ml, 16 mg/ml, 32mg/ml) G.
mellonella’ nin (0.21 + 0.01 g) larvalarina 10 pl, kontrol grubuna 10 pl saf su Hamilton enjektor
ile verilmistir. ikinci asamasinda ayni dozlar uygulanmis ve G. mellonella'nin pupa evresinin
bireyleri, endoparazitoid olan P. turionellae ile parazitlenmistir. Deney sonucunda zebularinin
G. mellonella ve Pimpla turionellea organizmalarinin gelisim siiresini uzattigi ve yasam siiresini
kisalttigi tespit edilmistir. Ayrica G. mellonella’nin hemosit, graniilosit ve plazmotosit
sayilarinin deney gruplarinda kontrol grubuna gore azaldigi, 6nositoid sayisinin deney grubunda

kontrol grubuna gore artti81 tespit edilmistir.

2.8. Bocek Hemositlerinde Apoptoz ile Tlgili Cahsmalar

Apoptoz teriminin ilk tanimini 1972 yilinda, Kerr ve arkadaglar tarafindan bir makalede
tamimlanmistir. Hayvansal hiicrelerde mitoz olay1 gergeklesirken, hiicresel anormallikler
meydana gelmektedir. Olusan hiicresel anormallikler, diizenleyici genler yardimiyla tespit
edilmesi sonucunda, programlanmis hiicre dliimleri ger¢eklesmektedir. Bu olaya apoptoz adi
verilmektedir [67-69].

Programli hiicre 6liimii olan apoptoz, son yillarda dnemli bir arastirma konusu olmustur. Yine
son yillarda kanser hiicrelerinin tedavisinde farkli ajanlar ve ilaclar kullanilmaya baslanmustir.
S6z konusu ¢aligmalarda, kanser hiicreleri farkli ajan ve ilaglarla apoptoza yonlendirilmektedir.

G. mellonella besinine farkli konsantrasyonlarda Indol-3-asetik asit (IAA) ilave edilerek,
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enjeksiyon yoluyla G. mellonella’nin larva donemine verilmistir. IAA besini ile yetistirilen G.
mellonella’nin pupa doneminden yetisen P. turionellae larvalarinda IAA’ nin farkli dozlarindaki
apoptotik hiicre sayilar1 incelenmistir. Deney sonucunda erken apoptotik hiicre sayis1 100 ppm
dozunda, ge¢ apoptotik hiicre sayis1 50, 1000 ve 10000 ppm dozlarinda artis gézlemlenmistir
[55].

G. mellonella larvalarina, bitki biiyiime diizenleyicisi olan giberellik asitin (GAz) farkli
dozlarinin uygulandig: bir ¢alismada, gec apoptotik hiicrelerin orani, kontrol grubuna gére 200
ppm’den yiiksek dozlarda artis géstermistir [70].

Eskin ve Bozdogan’in 2021 [71] yilinda yaptig1 bir ¢alismada 38 nm boyutlu, CuO NP’ler farkli
konsantrasyonlarda (10, 50, 100, 150 pg /10 ul /larva), dérdiincii donem (100+ 20 mg) G.
mellonella larvalarina, agiz yoluyla zorla besleme teknigi ile uygulamislardir. Uygulamadan 24
ve 72 saat sonrasinda, toplam hemosit sayisi tiim konsantrasyonlarda kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda onemli diizeyde bir degisiklik gostermemistir. Canli hemosit orani, 24. ve
72. saatlerde 50, 100, 150 ug/10 pl bakir oksit konsantrasyonlarinda 6nemli diizeyde kontrole
grubuna gore azalma gostermistir. Mitotik ve mikoniikleus igeren hiicrelerin yiizdesinde 24.
saatte, 150 pg/10 ul bakir oksit NP konsantrasyonunda kontrol grubuna gore onemli diizeyde
artis gostermistir. 100 ve 150 pg/10 pl bakir oksit NP konsantrasyonunda 72. saatte apoptotik
hemosit sayisindaki artis daha ytliksek bulunmustur. Son olarak nektorik hemositlerin yiizdesinde
72. Saatte ve 150 pug/10ul bakir oksit NP konsantrasyonunda onemli diizeyde artis
belirlenmistir.

Bircok alanda kullanilan farkli boyutlarda ¢inko oksit NP’leri, omurgasiz deney modeli
organizmasi olan Bombyx mori larvalari {izerinde denenmistir. Deney sonucunda ZnO
NP’lerinin apoptozu indiikledigi, apoptotik hiicre oOliimiinde artisa neden oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica NAC (n-acetylcystein)’e onceden tabi tutulmus Bombyx mori
larvalarinda, apoptotik ve nekrotik hiicre yiizdesinde azalma gozlemlenmistir [72].

Glimiis NP’ler, hijyen, kisisel bakim ve saglik iiriinlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir.
Mantar c¢esidi olan “Aspergillus tubingensis” kullanilarak, giimiis NP sentezlenmistir.
Sentezlenen giimiis NP’ler, G. mellonella larvalari tizerinde denenmistir. Deney sonucunda, G.
mellonella hemositlerinde herhangi bir etki gézlenmemistir. Bundan dolayi, giimiis NP’lerinin

farkli biyomedikal durumlarinda uygulanabilecegi anlasilmistir [73].
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2.9. Galleria mellonella L. 1758 (Biiyiik Balmumu Giivesi)’nin Biyolojisi
Alem: Animalia
Sube: Arthropoda
Sinif: Insecta
Takim: Lepidoptera
Ustfamilya: Pyraloidae
Familya: Pyralidae
Altfamilya: Galleriinae
Cins: Galleria Fabricius, 1798

Tiir: Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)

Biiyiik balmumu giivesi (Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae), bal arist Apis
mellifera L. ve A. cerana Fabricius *nin bulundugu yerlerde kovanlardaki peteklere ciddi zararlar
vermektedir. Bu zararlar sirasiyla, zararlimin larva donemi bal arilarinin kulugka ve
mithlirlenmemis petek hiicre kenarlarina, petegin orta tabakasina yuva yapmakta ve buradan
beslenmektedir. Bu sebeplerden dolayi, bal aris1 (A. mellifera ve A. cerana) sayisinda azalma
gozlenmektedir [74].

G. mellonella hizli biiylime, yiiksek dogurganlik, boyut olarak ufak olmasi, kisa yasam
dongiistine sahip olmasindan dolayr ayni zamanda uygun bir deney model organizmasidir.
Ayrica larvalarin bagisiklik savunmasi ¢ok giiclii oldugundan memeli bagisiklik modellerine de
uygundur.  Uygun bir model organizma olmasi 6zelligi ile zararlinin larvalar1 ile yapilan
caligmalar artis gostermektedir [75-76].

G. mellonella’ nin gelisim evreleri dért donemden olusmaktadir. Bunlar yumurta, larva, pupa ve

ergin donemleridir (Resim 2.1.).
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G. mellonella yamurtalar: G. mellonella larvalan
G D.
G. mellonella pupu G. mellonella ergini

Resim 2.1. Galleria mellonella’ nin gelisim evreleri: yumurta (A), larva (B), pupa (C) ve
ergin (D) [62].

Zararlinin ergin donemi, yumurtalarint kovandaki ¢atlak ve yariklara kiimeler halinde
birakmaktadir. Yumurtalar krem-beyaz arasi renkte, 0,45 mm boyutunda, 0,028 mg agirliginda
ciplak gozle goriilemeyecek boyuttadir. Birakilan yumurtalarin canli kalabilmesi i¢in, ortam
sicakligmin 9 °C’nin altina diismemesi gerekmektedir. Yumurtadan ¢ikan larvalar krem
renginde olup, peteklerde tiinel agarak beslenmektedir. Larva doneminin istedigi sicaklik 29-35
°C arasinda olup, 15 °C’nin altinda gelisim durmaktadir. ilerleyen larva doneminde koza 6rer ve
prepupa donemine girmektedir. Prepupa doneminden sonra pupa donemine geger. Pupa
doéneminden sonra, ergin bireyler olugsmaktadir. Olusan ergin bireyler kahverengi-gri renkte
olup, 1-3 hafta arasinda disiler, 2-4 hafta arasinda erkek bireyler yasam siirmektedir. Ergin
digiler, pupa doneminin bitiminden 4-10 giin sonra yumurtlamaya baglamaktadir. G. mellonella
ergin doneminde beslenme yapmamaktadir. Bu yiizden ergin donemi, arilarin olusturduklari

mumlara zarar vermemektedir [77-80].
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3. BOLUM
3.1. Materyal

3.1.1. Galleria mellonella L. 1758 (Biiyiik Balmumu Giivesi) Kiiltiiriiniin Olusturulmasi ve

Devaminin Saglanmasi

Biiyilk Balmumu Giivesi’nin devamini1 saglamak amaciyla, laboratuvar kosullarinda in vitro
(hazir) besin ortami hazirlanmistir. Yapay besi ortami hazirlanirken, Avan ve Ugur (2019)’un
[81] metodundan yararlanilmistir. Hazir besi ortami saglamak amaciyla misir unu, kepek, siit
tozu, bal, gliserin, maya, Ogiitilmis petek besinleri sirasiyla 4:4:2:2:2:1:3 oranlarinda
karistirilmistir. Hazirlanan besin, 1/3’tinli dolduracak sekilde 1 litrelik 20 adet cam kavanoz
icerisine konulmustur. Ardindan Biiyiik Balmumu Giivesi yumurtalari, 1/3’ii besin bulunan
kavanozlara ilave edilmistir. Kavanoz agizlarina 2 kat amerikan kumasi lastik yardimiyla
gecirilmis ve kavanoz kapaklarina esit sayida delik acilip, kavanozlar kapatilmistir. Yumurtadan
¢ikan larvalar, bu besin ortaminda 10 giinliik olduklarinda, 1/3’1i besin bulunan 20 ayr1 kavanoza
25’ser adet birey pens yardimiyla konulmustur. Hazirlanan yapay besin-larva ortami 27+4 °C ve
ortalama nemi %355 + 5 olan karanlik laboratuvar kosullarina yerlestirilmistir.

Kurulan deneme kavanozlar1 her giin kontrol edilerek, azalan besinler kavanozlarin 1/3’{inii
dolduracak sekilde ilave edilmistir. Larvadan pupa evresine geg¢is yapan bireylerden 20’ser tane
alinip, katlanmis pellur kagidi bulunan ve yapay besin ortami bulunmayan kavanozlara konulup,
2744 °C ve ortalama nemi %55 + 5 olan karanlik laboratuvar kosullarina yerlestirilmistir. Biiyiik
balmumu giivelerinin ergin dénemi beslenme yapmadigindan dolayr kavanozlara besin ilavesi
edilmemistir. Ergin donemine gecen disi bireyler, pellur kagidina yumurtlamaktadir. Pellur
kagid1 bulunan kavanozlar, her giin kontrol edilerek igerisinde yumurta bulunan pellur kagidi
alinip, 1/3’li yapay besin bulunan 1 litrelik kavanozlara ilave edilmis, pellur kagitlar1 bireylerin
olimii gerceklesinceye kadar her giin yenilenmistir. Bu sayede laboratuvar kosullarinda kiiltiir
devamlilig1 saglanmistir.

Hazirlanan besin ortami ve cam malzemeler her kullanimdan 6nce 60°C sicaklikta 3 saat

tutularak, diger malzemeler %70’lik etil alkolde tutularak sterilize edilmistir.

3.1.2. FesO4 Nananopartikiillerinin Karakterizasyonu

FesOa nanopartikiillerinin (NP’lerin) morfolojisi, Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi'nde (TAUM) alan emisyon taramali elektron mikroskobu (FESEM)
kullanilarak incelendi. FESEM dedektoére 25 kV [71] ile bagh, Zeiss GEMINI 500 cihazi
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kullanilarak FesOs4 NP'lerin goriintiileri ¢ekildi. FesOs4 NP'lerin X-151m1 kirinim (XRD) paterni,
Marmara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Metalurji ve Malzeme Miihendisligi Béliimii'nde
98-001-7149 referans kodu ile kaydedildi. Difraktogram verileri, JCPDS standart toz kirinim

kart1 ve literatiir ¢alismalari ile karsilastirilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. FesO4 Nananopartikiilliiniin Hazirlanmasi ve Deneylerde Kullanilmasi

Demir oksit nanopartikiillerinin, G. mellonella’nin biyolojisine ve hemositlerine etkisi
arastirilirken, Nanokar (Tiirkiye) firmasina ait ticari bir kullanima hazir iiriin olan ve CAS
numarast: 1317-61-9, yiizey alan1 6-8 m%/g, %97 metal bazli 6zellikleri tasiyan FesOs NP
kullanilmistir. FesOa4 konsantrasyonu “pg / 10 pl” olarak ifade edilmistir. Calismada, FesOa
NP’nin LCsg (lethal konsantrayon 50) degerlerinin belirlenebilmesi i¢in 1, 10, 50, 100, 200, 400
ug / 10 ul / larva dozu uygulanmustir.

Calismada deney grubu kurulurken, farkli FesOs NP sollisyonlari, banyo tipi sonikator ile
40°C'de 10 dakika siireyle homojenlestirilmistir. Deney gruplari 3 tekerriirden, her tekerriirde 6.
evrede (180+20 mg) 20 larva, toplamda her deney grubunda 60 larvadan olusmustur. Segilen 6.
evre G. mellonella larvalari, deney kurulmadan 6nce 3 saat a¢ birakilmistir [82]. Deney grubunda
altinct evre larvalar (180 + 20 mg), farkli konsantrasyonlarda (1, 10, 50, 100, 200, 400 pg/ 10
ul / larva), kontrol grubunda ise sadece 10 pl iyonize su 29 gauge mikro-ince insiliin siringasi
yardimiyla, zorla besleme yontemiyle stereomikroskop altinda verilmistir (Resim 3.1.) [26].
Kullanilan igne her zorla besleme yapildiktan sonra, %70’lik etil alkol, pamuk yardimiyla
sterilize edilmistir. Deney ve kontrol gruplarina zorla NP beslemesi yapilmis bireyler, besin
ortam1 bulunmayan sterilize edilmis bir plastik kutuya (20 ml hacimde, gerekli hava
sirkiilasyonu saglamak amaciyla, toplu igne yardimiyla 20 delik agilarak) konulmustur. Larva
konulan plastik kutular 27+4°C ve %55 £ 5 nispi nem bulunan, karanlik laboratuvar kosullarina
konulmustur. 20 ml’lik plastik kaplara konulan deney ve kontrol grubu larvalari, 30 giin boyunca

her giin kontrol edilmis, 6lii ve canli bireyler sayilip, probit analizleri yapilmistir.

16



Resim 3.1. Zorla besleme yontemi (force-feeding) ile 10 pul iyonize suyun Galleria

mellonella larvasina verilmesi.

3.2.2. G. mellonella (Biiyiik Balmumu Giivesi) Larvalarinda Fe3Os Nanopartikiillerinin

Oliimciil Konsantrasyon 50 ve 90 (LCso Ve LCg) Degerlerinin Belirlenmesi

Lethal konsantrasyon degerlerinin belirlenmesi i¢in [71] ve [82]’nin ¢alismalarinin toksisite
protokollerinden yararlanilmistir. Oncelikle ppm degerleri pg / 10 pul olarak doniistiiriilmiistiir.
LCso ve LCgo degerlerini belirlemek amaciyla yapilan c¢alismada, 7 farkli Fe3sOs Np
konsantrasyonu (1, 10, 50, 100, 200, 400 pg / 10 ul / larva dozu ve kontrol) 6. donem larvalar
(180 £ 20 mg) lizerinde denenmistir. Farkli miktarlarda FesO4 NP’ler iyonize suya eklenmis, pg
/10 pl'lik bir stok soliisyonu hazirlamak i¢in sonikatdr yardimiyla disperse edilmistir. Hazirlanan
FesO4 NP’lerin farkli konsantrasyonlari (1, 10, 50, 100, 200, 400 png /10 ul / larva), G. mellonella
larvalarina oral yoldan zorla-besleme teknigi (force-feeding) ile verilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda NP verilen G. mellonella larvalari 30 giin gézlemlenmis, 30 giinliik LCso ve
90 degerleri belirlenmistir. LCso ve LCgo degerlerinin belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmada,
kontrol grubuna ise sadece iyonize su verilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda FesOs NP verilen G. mellonella larvalari {izerindeki oldiiriicii
konsantrasyon degerleri (LCso Ve LCg), 30 giinde %95 giiven seviyeleri ile IBM-SPSS (2011)
yazilimi (IBM, NY, ABD) kullanilarak probit analizi ile tespit edilmistir. FesO4'lin LC50
degerlerine gore deney grubunun konsantrasyonlari, proje kapsamindaki tiim deneysel
caligmalari i¢in (biyojisine ve hemositlerine etkileri ¢alismalari) 0,4, 2, 10, 50, 250 pg / 10 pl
FesO4 NP olarak belirlenmistir.
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3.2.3. Manyetik Fe304 Nanopartikiillerinin Galleria mellonella (Biiyiik Balmumu

Giivesi)’min Baz1 Biyolojik Parametreleri Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

G. mellonella’nin 6. dénem larvalar1 (180 = 20 mg) deney ve kontrol gruplarinda her bir
tekerriirde 20 adet olmak {izere, toplamda 3 tekerriir olacak sekilde biyolojik analizlerin
gerceklestirilmesi igin belirlenmistir. Larvalara FesOs NP’lerinin farkli konsantrasyonlari (0,4,
2,10, 50, 250 pug / 10 pul) banyo tip sonikatdrde homojenize edildikten sonra stereomikroskop
altinda mikro-ince insiilin siringas1 (29 ul) yardimiyla, zorla besleme yontemi ile verilmistir.
Kontrol grubuna ise sadece yine ayni mikro-inve insiilin siringasi kullanarak sadece 10 pl
iyonize su verilmistir [82]. Larvalara NP (deney gruplari) ve distile su (kontrol grubu) verildikten
sonra, her bir larva, 20 ml’lik steril plastik kutularin igerisine (lizerinde toplu igne ile 20 adet
delik acilmis) aktarilmistir. Deneyde kullanilan larvalar, pupa gelisim siiresini belirlemek
amaciyla pupa oluncaya kadar, giinliik olarak izlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda Fe;Os NP
ve iyonize su uygulanan larvalarin pupa agirligi tizerindeki etkisini arastirmak amaciyla, her bir
pupa hassas terazi ile tartilmis, yine ayni kaba geri konulmustur. Hem deney hem de kontrol
grubundaki bireyler giinliik olarak izlenmis, ergin gelisim siireleri kaydedilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda FesOs NP uygulanmis deney gruplar ile iyonize su uygulanmis kontrol
grubunun bireylerinin ergin agirligi tizerindeki etkisini arastirmak amaciyla, ergin olan bireyler

hassas terazi yardimiyla tartilmis, kaydedilmistir.

3.2.4. Manyetik Fe3Os4 Nanopartikiillerinin Galleria mellonella (Biiyiik Balmumu

Giivesi)’nin Hemosit Sayisina Etkisi

Manyetik FesOs NP’lerin G. mellonella’nin total hemosit sayilarina etkisini tespit etmek
amaciyla, [71]’nin yaptigi ¢alisma basamaklari 6rnek alinmistir. G. mellonella’nin 6. donem
larvalarindan (180 £+ 20 mg) NP uygulamalarindan 96 saat sonra hemolenf alinmig, hemosit
sayilari tespit edilmistir. Deney ve kontrol gruplarindan 5’er adet larva kullanilmistir. Deney ti¢
tekerriirlii, farkli zamanlarda kurulmustur. Deney ve kontrol gruplarinda toplam hemosit
sayilarini tespit etmek igin, G. mellonella larvasinin birinci arka bacaklari iizerindeki segmentten
4 pl hemolenf 27 mikrokapiler tlip (Sigma) ile alindi. Alinan hemolenfte 36 pl pithtilagma
engelleyici soliisyon (0,098 M NaOH, 0,186 M NaCl, 0,017 M Na2EDTA ve 0,041M sitrik asit,
pH 4,5) bulunan eppendorf tiiplerine alind1 [84-85-86-87]. Seyreltilmis hiicre karigimi (1: 10
oraninda) mikropipet ile ¢ek-birak yontemiyle karistirildi. Karistirilan hiicre karisimi, 10 pl
mikropipetle ¢ekilip, 0,100 mm derinligine sahip Neubauer hemositometresine (Improved

Neubauer Hemocytometer; Superior, Germany) yiiklendi (Resim 3.2.). Sayim ig¢in
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hemositometre laminin orta kisminda bulunan, 25 orta biiytikliikte kareye ayrilmis ve her bir orta
karenin de 16 kiiciik kareye béliindiigii 1 mm?lik biiyiik karenin tamami sayilarak toplam

hemosit sayilar1 belirlendi (Resim 3.2.).

n
S
g
S

g
T

Resim 3.2. Neubauer hemositometresi sayim alani.
Mililitredeki toplam hemosit sayilarinin hesaplanmasi igin;

Hiicre sayis1 / ml = Biiyiik karede saydigimiz hiicre sayist x Sulandirma katsayist (10) x
10* formiiliinden yararlanildi [71].
Neubauer hemositometresine yiiklenen hiicre karisimi, SWIFT SW380T marka mikroskop

ile say1lip, SWIFT marka mikroskop kamerasi ile goriintiisii elde edilmistir (Resim 3.3.).

Resim 3.3. Neubauer hemositometreye yiiklenen hemositler.

3.2.5. Mikroniikleus Durumu ve Nekrotik-Apoptotik-Mitotik Indeksiler

G. mellonella hemositlerinde apoptotik, nekrotik ve mitotik indeksleri ve mikroniikleus igeren
yiizdelerini hesaplamak amaciyla, [88] ve [71] nin olusturduklari boyama siralamasi, metot ve

prosediir uygulanmistir. Boyamalar oda sicakliinda gercgeklestirildi. Larvalar ve slaytlar

19



%70’lik etonol emdirilen steril bezle temizlendi ve kurumasi beklendi. Larvalarin, arka
bacaklariin birinci segmenti bocek ignesi yardimiyla delinerek, mikropipet ile 5 ul hemolenf
alinip, temizlenen ve kurutulan lam iizerine yayilip, 30 dk kurumaya birakildi. Hemolenf
bulunan lam iizerine, hemositlerin lama yapigsmas1 amaciyla %70’lik etil alkol damlatilip, 5 dk
kurumasi beklendi. Kuruyan lam iizerine, hiicre niikleusunu boyamak amaciyla hematoksilen
boyast damlatilip, 1 dk beklendi. Hematoksilenle boyanan lam, fazla miktarda hematoksileni
ortamdan uzaklastirmak amaciyla akan musluk 1 dk tutuldu. Fazla hematoksilenden arinan lam
iizerine, hemen hemositlerin sitoplazmalarinin boyanmasi amaciyla eosin boyasi1 damlatildi.
Eosinle boyanan lamlar 45 sn bekletilip, akan musluk suyu altinda 1 dk tutuldu. Boyanan lamlar
oda sicakliginda 30 dk kurutuldu. Son olarak boyanmis hemositleri igeren lam tizerine entellan
damlatilip, lamel ile kapatildu.

Hazirlanan deney ve kontrol gruplarina ait her preparattan, rastgele 1000 adet hemosit secildi.
Hazirlanan her preparat, SWIFT SW380T marka mikroskop ile 1000X biiyiitmede sayilip,
SWIFT marka mikroskop kamerasi ile gorintiileri elde edilmistir. Her deney ve kontrol grubu 5
larva, 3 tekerriirli olarak incelendi. Hazirlanan preparatlarda canli, apoptotik, nekrotik, mitotik
ve mikroniikleus sayildi. Hazirlanan preparatlarda canli, apoptotik, nekrotik, mitotik ve

mikroniikleus iceren hemositler asagidaki kriterlere gore belirlendi.

*Canl hiicre: Sitoplazma niikleusunda herhangi bir anomali saptanmayan (yogun sitoplazmik
vakuoller, niikleus framentleri, mikroniikleus olusumu icermeyen) hiicreler olarak
degerlendirildi.

*Mikroniikleus; Hiicrenin niikleusu ile ayni renk ve aymi yogunlukta boyanan, hiicre
niikleusunun maximum 1/3’# kadar biiyiikliikte olan niikkleus fragmentleridir [89].

*Nekrotik hemositler; Niikleusta ve sitoplazmada biiyiik vakuoller bulunduran ve sitoplazmasi
mat goriiniimde olan hiicreler olarak degerlendirildi [90].

*Apoptotik hemositler; Sitoplazmasi canli hiicrelere gére daha koyu, ilk safhalarda kromatin
yogunlasmasi gosteren ve son sathalarinda ise niikleer fragmentler gosteren hiicreler olarak
degerlendirildi [90].

*Mitotik hemositler; Mitoz boliinmenin gerceklestigi hiicreler olarak degerlendirildi. Mitoz

boliinmenin farkli evrelerinde olan hiicrelerin sayimi [91] ve [92]’ye gore yapildi.
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3.2.6. istatiksel Analiz

FesOs4 NP’nin LCso degerlerini tespit etmek amaciyla probit analizi yapildi. Probit analizi i¢in
SPSS (versiyon 20.0, SPSS Science, Chicago, IL) kullanildi. LCso degeri tespit edildikten sonra
deney ve kontrol gruplarina ait ortalamalar, SPSS (versiyon 20.0, SPSS Science, Chicago, IL)
programi kullanilarak karsilagtirildi. Karsilastirma sonucunda elde edilen verilerin normal
dagilim gosterilip-gosterilmedigine bakildi. Elde edilen veriler normal dagilim gosterdiyse, grup
ortalamalar1 “Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ile karsilastirildi. Ortalamalar arasindaki
farklar varyansi homojen oldugunda Tukey HSD, homojen degilse Tamhane T2 post hoc testleri
ile karsilastirildi. Elde edilen verilerden normal dagilim tespit edilmediginde, gruplar arasinda
fark olup olmadig1 parametrik olmayan Kruskal Wallis testi ile belirlendikten sonra gruplar
arasindaki farklar Mann Whitney U testleri ile belirlendi. Istatistiksel degerlendirmeler
sonucunda P<0,05 anlamli olarak alinmistir. Yapilan c¢alismalarda bulunan tiim istatistiksel
sonug tablolarinda, kontrol grubu “0” olarak belirtilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda Fe3O4 NP uygulamasi yapilan deney grubu ve kontrol gruplarinda G.
mellonella’nin hemositlerinde, canli hiicre sayisi indeksine, mitotik, apoptotik ve nekrotik
indekslere etkisini belirleyen varyans analizlerinde yilizde olarak verilen tiim degerler,
analizlerden Once arcsiniis karekokleri alinarak normallestirildikten sonra SPSS istatistik
programi1 (SPSS, versiyon 20.0, SPSS Science, Chicago, IL) ile istatistiksel analizleri yapildi.

Tiim istatistik testlerinde giiven sinir1 0,05 olarak esas alindi [83].
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4. BOLUM
BULGULAR

4.1. FesOs Nanopartikiiliiniin Karakterizasyonu

Asagida Sekil 4.1.°de, toz formundan clde edilen Fe3Os (demir oksit) NP’lerin FESEM
goriintiisti verilmistir. FESEM goriintiileme sonuglarina gore tez ¢alismasinda kullanilmis olan

NP’lerin genel olarak kiiresel bir morfolojiye sahip oldugu anlagilmistir.

Mag = 150.00 K X EHT = 25.00 kV Signal A = aSTEM1
Date :11 Aug 2020 WD = 28 mm ESBGridis= 0V

Resim.4.1. Fe3Os Nanopartikiillerinin FESEM gériintiisii (150.000x). Olgii gubugu 100 nm’yi
belirtmektedir. Nanopartikiil ¢capin1 gosteren sag iistteki Ol¢li ¢ubugu 60 nm’lik uzunlugu
gostermektedir.

Fe3Os NP’lerin XRD pik listesi ve XRD difraktogrami (kirmim grafigi) asagida Tablo 4.1 ve
Resim 4.2’de verilmistir.
Tablo 4.1. Fe3O4 nanopartikiillerinin XRD pik listesi

Pos. [°2Th.] Height [cts] FWHM Left [°2Th.] d-spacing [A] Rel. Int. [%] Tip Width Ref. Code

18.27(1) 14(2) 0.23(6) 4.85134 8.42  0.2763 98-001-7149
30.091(7) 41(3) 0.30(3) 2.96744 24.86  0.3582 98-001-7149
35.453(3) 163(6) 0.27(2) 2.52994 100  0.3265 98-001-7149
37.08(2) 10(1) 0.28(5) 2.42286 592  0.3368 98-001-7149
43.109(7) 36(3) 0.30(4) 2.09671 2231  0.3576 98-001-7149
53.50(2) 13(2) 0.36(9) 1.71152 8.09  0.4313 98-001-7149
57.022(7) 43(3) 0.38(4) 1.61376 2627  0.4573 98-001-7149
62.625(6) 74(4) 0.35(3) 1.48218 4516  0.4249 98-001-7149
71.05(4) 4(1) 0.6(1) 1.32576 247 07187 98-001-7149
74.17(2) 11(2) 0.5(1) 1.27749 6.77  0.5440 98-001-7149
86.88(4) 4(1) 0.6(1) 1.12025 274 0.7405 98-001-7149
89.75(1) 17(1) 0.57(6) 1.09172 10.67  0.6853 98-001-7149
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Tablo 4.1.’de yer alan Pos. [°2Th.], FWHM Left [°2Th.] ve X-Ray dalga uzunlugu (0.15 A)
degerlerine instanano.com’ a ait otomatik hesaplama modiilii kullanilarak Scherrer esitligi
uygulandiginda Fe3O4 nanopartikiillerinin kristal boyutu 18.54 nm olarak 6l¢iilmiistiir.

FeO-160919

i 1 i
50 60 70 80 90
Position [*2Theta] (Copper (Cu))

30 40

Refinement Control Structure Plot Fourier Map Distances and Angles
Pattern List Scan List Peak List Anchor Scan Data Quantification
| Accepted Ref. Pattern: 98-001-7149
| [No. iVisible ;Rei. Code zCompomd Name iChemicaI Formula :Scoce SemiQ
1 @ ©icsp 98-001-7149 Magnetite low Fe304 77

Resim 4.2. Fe3O4 nanopartikiillerinin XRD difraktogrami.

Fe304 NP’lerinin XRD pik listesi verileri (Tablo 4.1) ve XRD difraktogrami verileri (Resim 4.2)
standart PDF kart referans kodu (ICSD Numarasi 98-001-7149) ile birlikte Manna ve
arkadaglarinin 2021 [93] yilinda gergeklestirmis oldugu bir ¢alisma ile eslesme gostermistir.
Elde edilen piklerden 30.09*, 35.45*, 43.10*, 53.50*, 57.02* ve 62.62* degerlerinin 20
diizleminde (220), (311), (400), (422), (511) ve (440) kristal diizlemine karisilik geldigi (Resim
4.2) ve Fe304 NP ile uyumlu oldugu anlagilmistir.

4.2. Fe;0s Nananopartikiiliiniin Oliimciil Konsantrasyon 50 ve 90 (LCso ve LCoo)

Degerlerinin Belirlenmesi

Fe304 NP’lerini 30 giin sonunda gergeklesen LCso Ve LCgo degerleri G. mellonella larvalarinda

sirastyla 482,72 nug/10 pl ve 1843,89 nug/10 ul (Probit, Ki Kare= 30,383, df = 5, P = 0.00,

y=0,65+1.09E-5*X) olarak belirlenmistir. Bu nedenle subletal konsantrasyonlar olan; 0,4, 2, 10,

50, 250 pg/10 ul Fe3Os NP konsantrasyonlari, bu tez c¢alismasinda deney gruplar
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konsantrasyonlar1 olarak belirlenmistir.

4.3. Manyetik FesO4 Nanopartikiillerinin Galleria mellonella Baz1 Biyolojik Parametreleri
Uzerindeki Etkileri

Manyetik Fe3O4 NP’lerini G. mellonella’nin bazi yagam parametreleri izerindeki etkilerine ait
sonuglar (pup gelisim siiresi, pup agirlig, ergin gelisim siiresi, ergin agirligi ve ergin dmriine ait

sonuglar) asagida Tablo 4.2’ de verilmistir.

Tablo 4.2. Demir oksit nanopartikiillerinin Galleria mellonella'nin bazi yasam parametreleri
tizerine etkileri

FesOs4 Nanopartikill Pup gelisim Pup agirhg (mg) Ergin gelisim Ergin agirhgi Ergin  6miir
konsantrasyonlari siiresi (Giin) (Ortalama® + siiresi (Giin) (mg) uzunlugu
(ug/10 pl) (Ortalama® + SH)° (Ortalama® + (Ortalama® + (Giin)
SH)® SH)® SH)* (Ortalama® =
SH)®
02 10,08 + 0,63% 110,61 + 2,692 14,08 £ 0,432 65,29 £ 1,992 7,61 0,592
0,4 10,42 £ 0,74® 118,39 +2,69% 15,65 £ 0,47%® 68,47 £2,042 7,73 + 1,002
2 9,04 + 0,392 112,40 £ 1,75%® 15,43 + 0,22% 69,00 £+ 1,852 7,97 + 0,65%
10 10,48 + 0,44 112,00+ 2,23% 16,69 + 0,37° 63,97+ 1,822 8,13 +0,45%
50 9,76 + 0,442 116,12 £2,20® 14,97 £ 0,57%® 65,76 +2,03? 6,25+ 0,312
250 11,65+ 0,63° 121,73 + 3,640 15,47 + 0,39% 69,82 +3.5° 7,00 + 0,812
Uygulanan SPSS Kruskal Kruskal Wallis Kruskal Wallis Kruskal Kruskal
testi: Wallis Test, Test, P=0,008 < Test, P=0,000 < Wallis Test, Wallis Test,
P=0,00 < 0,05 0,05 0,05 P=0,340 > P=0,178 >
0,05 0,05

a “0” Kontrol grubu.

b Degerler, her birisi 20 larvadan olusan {i¢ tekerriiriin ortalamasidir. Ergin evreye ulasamayan
larvalar hesaplamaya dahil edilmemistir.

¢ Aynu siitunda farkli harflere sahip gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir.

Pupa gelisim stiresinin ortalamasi, NP’ye maruz kalan larvalar ile karsilastirildiginda 250 pg/10
ul konsantrasyona maruz kalan larvalarda (11,65 giin) istatistiksel agidan 6nemli diizeyde artig
gozlemlenmistir (x*= 30,294, df= 5, P= 0,00) (Tablo 4.2.). Ancak pupa gelisim siiresi
ortalamalar1 agisindan deney gruplari ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark goriilmemistir
(Tablo 4.2.). FesOs NP’ya maruz kalan larvalardan olusan puplarin ortalama agirligi 110,61 mg
(kontrol grubu)- 121,73 mg (250 pg/10 ul FesOs) NP konstrasyonu arasinda degiskenlik
gostermistir (Tablo 4.2). Artan FesOs4 NP konsantrasyonun etkisiyle pupa agirligi ortalamasi
121,73 mg ortalama deger ile 250 pug/10 pl FesO4 NP konsantrasyonunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (x?= 15,585, df= 5, P= 0,008) (Tablo 4.2.). 10 ug/10 pl

Fe3Os NP konsantrasyonuna maruz kalan bireylerin ortalama ergin gelisim siiresinin 16,69 giin
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ile kontrol grubu ile (ortalama 14,08 giin) karsilastirildiginda onemli Olglide arttigi tespit
edilmistir (x>= 22,339, df= 5, P= 0,00) (Tablo 4.2). Ortalama ergin agirhginin (mg) kontrol ve
deney gruplari arasinda dnemli dlciide farklilik gdstermedigi anlasilmistir (x*= 5,668, df=5, P=
0,340) ve de ergin agirligr ortalamalarinin 63,97 ile 69,82 mg arasinda degiskenlik gosterdigi
belirlenmistir (Tablo 4.2). Benzer sekilde, tiim Fe3O4 NP konsantrasyonlarinda ortalama ergin
yasam siiresi ortalamalarinin deney ve kontrol gruplari arasinda 6nemsiz oldugu tespit edilmistir
(x>= 7,631, df= 5, P=0,178). S6z konusu degerlerin ortalamalar1 6,25 (50 pg/10 ul FesOs NP
konsantrasyonu) ile 8,13 giin (10 pg/10 ul FesOs NP konsantrasyonu) arasinda degiskenlik
gosterdigi Tablo 4.2°de goriilmektedir.

4.4. Manyetik FesOs Nanopartikiillerinin Galleria mellonella >nin Hemosit Sayisina Etkisi

Zorla besleme teknigi ile farkli konsantrasyonlarda manyetik FesOs NP’ye maruz kalan son

donem G. mellonella larvalarin hemosit sayisilarina ait veriler asagida Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. Demir oksit Nanopartikiillerinin Galleria mellonella’nin hemosit sayisina etkisi
(zorla besleme uygulamasindan 96 saat sonra)

FesOa Nanopartikiill Hemosit sayis1 / ml (Ort £
konsantrasyonlar1 (ug/10 SH)?

ul)

0 34,64 + 1,882

0,4 33,66 + 2,88

2 34,85 +2,08?

10 24,66 + 1,79

50 26,46 £ 1,56

250 22,66 + 2,49°

aKruskal Wallis, Man Whitney U Test P<0,05.

Yukarida Tablo 4.3 ten de anlagilabilecegi gibi demir oksit NP uygulamasinda kontrol grubu ile
10, 50 ve 250 pg/10 ul FesOs NP konsantrasyonlarina maruz kalan larvalarin hemosit sayilari
ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak énemli diizeyde bir fark bulunmaktadir (x>=27,848, df=
5, P= 0,00). S6z konusu deney grubuna ait nanopartikiil konsantrasyonuna maruz kalan
larvalarin hemosit sayis1 ortalamalari kontrol grubuna goére onemli diizeyde bir azalma

gostermistir (Tablo 4.3).

25



45. Manyetik Fe3Os Nanopartikiillerinin Galleria mellonella’nin  Hemositlerinde
Mikroniikleus Olusumuna, Nekrotik, Apoptotik ve Mitotik Indekslere Etkisinin

Belirlenmesi

Canli, mitotik, nekrotik ve mikroniikleus igeren hemosit hiicrelerinin fotograflari asagida Resim
4. 3’te verilmistir. Manyetik Fe3O4 NP’lerinin G. mellonella’nin hemositlerinde mikroniikleus
olusumuna, nekrotik, apoptotik ve mitotik indekslere etkisi ise (zorla besleme uygulamasindan

96 saat sonra) asagida Tablo 4.4’te verilmistir.

Resim 4.3. Canli, mitotik, nekrotik ve mikroniikleus igeren hemosit hiicrelerinin 151k
mikroskobu goriintiileri: a. Canli hemosit hiicresi, b. mitotik hemosit hiicresi, c. apoptotik
hemosit hiicresi, d. nekrotik hemosit hiicresi, e. mikroniikleus bulunduran hemosit hiicresi’dir.

sk

nekroz olmus hemosit hiicresini, “**” ise mikroniikleusu gostermektedir. Ol¢ii cubugu 5
um’luk uzunlugu gostermektedir.
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Tablo 4.4. Manyetik Fe3Os nanopartikiillerinin Galleria mellonella’nin hemositlerinde
mikroniikleus olusumuna, nekrotik, apoptotik ve mitotik indekslere etkisi (zorla besleme
uygulamasindan 96 saat sonra)

FesO4 Canh Mitotik Apoptotik  Nekrotik ~ Mikroniikleus
Nanopartikiil hiicre hiicre hiicre hiicre iceren hiicre
konsantrasyonlar1 (%)*’si (%)’si (%)*si (%)*si (%)*si

(ng/10 pl)

0 94,182 3,252 0,662 0,722 1,148

0,4 95,132 2,362 0,70% 0,75% 1,042

2 94,812 2,228 1,002 1,10% 0,862

10 03,48"¢ 2,418 1,72° 0,502 1,90¢¢

50 91,66° 2,318 1,76° 1,49b¢ 2,77°

250 92,44°¢ 2,142 1,82° 2,12¢ 1,472

*Tukey Testi P<0,05.

Demir oksit NP ile yapilan uygulamadaki sonuglarda; canli hiicre yiizdesi agisindan 50 ug/10 pl
FesOs nanopartikiil konsantrasyonlarina maruz kalan larvalar (9%91,66) ile kontrol grubu
(%94,18) arasindaki fark 6nemli bulunmustur (X2:8,324, df=5, P=0,00) (Tablo 4.4). Mitotik
indeks ortalamalar1 tiim deney gruplarinda, kontrol grubuna gore azalma gosterirken,
gerceklesen bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 anlasilmistir (x?=1,502, df=5, P=
0,198) (Tablo 4.4). En yiiksek mitotik indeks 50 ng/10 ul FesOs NP konsantrasyonunda (%2,41)
olarak gozlemlendi. Apoptotik hiicrelerin % durumlari; kontrol grubu ile diger demir oksit NP
konsantrasyonlarina gore kiyaslandiginda 10, 50 ve 250 pg/10 pl FesOs NP konsantrasyonlarina
maruz kalan larvalarin apototik hiicre %’leri arasinda ki fark kontrol grubuna gore artig
gostermek suretiyle 6nemli bulunmustur (x*=6,572, df= 5, P= 0,00) (Tablo 4.4). Nekrotik
hiicreler agisindan kontrol grubu ile 250 pug/10 pl FesOs NP konsantrasyonuna maruz kalan
larvalar arasindaki fark anlamhdir (x?=6,941, df= 5, P= 0,00) (Tablo 4.4). Son olarak,
mikroniikleus iceren hemositlerin %’leri ise kontrol grubunda %1,14 olarak gerceklesti. En
yiiksek mikroniikleus %’si 50 pg/10 pl FesOs konsantrasyonunda (%2,77) bulunmustur. Bu
konsantrasyonda mikroniikleus igeren hemositlerin yilizdesinde kontrol grubuna gore
gerceklesen 2,42 katlik artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (x?=11,709, df=5, P= 0,00)
(Tablo 4.4).
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5. BOLUM

TARTISMA
5.1. Manyetik Fe3:Os4 Nanopartikiillerinin Galleria mellonella Baz1 Biyolojik Parametreleri
Uzerindeki Etkileri

Gilinimiizde, manyetik demir oksit NP’lerinin G. mellonella iizerindeki toksik etkileri iizerine
calismalar oldukga azdir. Manyetik demir oksit NP’lerinin toksik etkilerinin, model bir deney
organizmasi olan G. mellonella iizerinde arastirilmasi ¢evresel izleme galismalari i¢in yararli bir
referans saglayabilir. Ayrica, bilindigi {lizere bocekler; agir metallerin ekosistemdeki
biyobirikimi ve biyotransferi ile ilgili ¢caligsmalarda biyoindikator olarak da kullanilmaktadirlar
[94]. Bu anlamda, gergeklestirilen bu yiiksek lisans tez ¢calismasinda, en yiiksek demir oksit NP
konsantrasyonunda, daha diisiik demir oksit NP konsantrasyonuna kiyasla pupa gelisim
siresinin ortalamasinin uzadigi gozlenmistir (Tablo 4.2). NP’lerin, bdceklerin biyolojik
parametrelerinde gecikmelere neden olmasmin nedeni [95] ve [96]’ya goére su sekilde
aciklanmistir: “NP’ler, bagirsaga girdikten sonra, peritrofik membran1 gecerek apoptozu
indiikleyebildiler”. Bu c¢alismada da G. mellonella’nin hemolenfinde bulunan hemositlerde
apoptotik hiicre %’si kontrol grubu ile karsilastirildiginda 10, 50 ve 250 pg/10 ul FesOs NP
konsantrasyonlarina maruz kalan larvalarda artis gostermistir (Tablo 4.4.). Dolayisiyla, demir
oksit NP’lerin bdcegin bagirsaginda neden oldugu bu toksik etki bdcegin biyolojisinde
gecikmelere neden olmus olabilir. Nitekim, metal oksit nanopartikiilleri ile yapilmis ve metal
oksit NP'lerinin boceklerin hiicre hiicresel sistemlerinde apoptoza neden oldugunu gdsteren bazi
caligmalar da mevcuttur [71, 95-96]. Artan NP konsantrasyonuna yanit olarak ortaya ¢ikan
apoptotik mekanizmalar nedeniyle larvada gerceklesen NP stresinin bir sonucu olarak pupa
gelisim siiresi uzamistir (Tablo 4.2.).

Glimiis NP’lerine maruziyetten kaynaklanan fizyolojik stres sonucunda pupa agirliklarindaki
degisiklikler, iki lepidopter zararlisinda (Asya tirtili, Spodoptera litura F. (Lepidoptera:
Noctuidae) ve kastor yart ilmek giivesi olan Achaea janata L. (Lepidoptera: Noctuidae))
tizerinde [97] tarafindan ¢alisilmistir. Arastirmacilar, her iki test boceginde de giimiis NP ve
giimiis nitrat konsantrasyonlarindaki azalma ile birlikte larva ve pupa viicut agirliklarinin
azaldigim1 gostermiglerdir. Ancak gerceklestirilen bu caligmada, ortalama pupa agirligi en
yiiksek demir oksit NP konsantrasyonunda (250 ng/10 pl) kontrol grubuna gore 6dnemli dlglide
artis gostermistir.

G. mellonellanin pupa agirliklarinda gergeklesen bu artisin nedeni, [25] tarafindan agiklandigi
gibi demir oksit nanopartikiillerine maruziyetten sonra bdcekte jiivenil hormon baglayici
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proteinlerin  (JHBP'ler) ekspresyonunun yukar1 regiilasyonu ile iligkili olabilir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 10 pg/10 ul demir oksit NPkonsantrasyonunda, ergin
gelisim siiresi onemli 6l¢iide uzamistir (Tablo 4.2). Bilindigi lizere boceklerde Jiivenil hormon:
korpus allatum’ dan salgilanir, bocek metamorfozunu inhibe eder ve bocek yasami boyunca
bocegin; gelisme, tireme, diyapoz, polifenizm ve bocek davranislarini diizenler [98]. Jiivenil
hormon metabolizmasmin larva gelisim siiresini etkileyerek G. mellonella'da ergin gelisim
sliresinin uzamasina neden olabilecegi bildirilmistir [99]. Sonug olarak, ¢alismada ergin gelisim
sliresinin artmasinin nedeninin demir oksit NP’lerinin bdocekteki juvenil hormon gibi
metamorfozla iligkili hormonlarin diizeyinde meydana gelen diizensizlikten kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir (Tablo 4.2.).

Bag ve arkadaglari 2020 [100], Fe3Os-GG nanokompozitinin (GGNC'ler) Drosophila
melanogaster (Diptera: Drosophilidae) tizerindeki gesitli davranigsal, gelisimsel, sitotoksik ve
genotoksik etkilerini kontrol etmeyi amacladiklar1 bir ¢aligmada, biyomolekiiler etkilesimi
arastirmak i¢cin GGNC'leri ayrica Floresein izotiyosiyanat ile etiketlemiglerdir. Bocek besini ile
cesitli konsantrasyonlarda nanokompozitler karigtirllmis ve sineklerin yasam dongiisiinii
tamamlamasina izin vermisleridir. Yumurtadan ¢iktiktan sonra 1. donem larvalar GGNC'lerle
karistirllmis yiyecekleri yemeye baslamislardir. Daha sonra, 3. donem larvalar, bagirsak i¢cindeki
cesitli davranigsal ve morfolojik anormallikler i¢in aragtirilmistir. 3. donem larvalarin, bagirsakta
kusurlu tarama hizina, tarama yoluna ve daha fazla sayida mikroniikleusa sahip oldugu
anlasilmistir. Benzer sekilde, ergin sineklerde termal duyarlilik, tirmanma davranisinin degistigi
de bulunmustur. Ergin sineklerde, protein, karbonhidrat, trigliserit ve antioksidan enzimlerin
varyasyonu ile daha da iligkili olan viicut agirhiginda 6nemli diizeyde bir azalma tespit edilmistir.
Sonug olarak arastirmacilar, GGNC'leri ¢esitli biyolojik uygulamalar i¢in genotoksik olmayan
bir nanopargacik olarak dnermislerdir.

Farkli NP’lerin bocekler iizerinde etkilerinin c¢alisildigi bazi ¢alismalarda: Naz ve ark. 2017
[101], giimiis NP’lerin Aedes aegypti'ye (Diptera: Culicade) karst onemli diizeyde larvisit
aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.

Meng ve ark. (2017) [25], giimiis NP’lerinin ipek bocegi Bombyx mori (Lepidoptera:
Bombycidae) tiirii lizerinde gerceklestirdikleri bir calismada, giimiis NP’lerinin diigiik
konsantrasyonlarmin (<400 mg/L) B. mori'nin biiyiimesini ve koza agirliklarin1 destekledigini
gostermistir.

Silisyum dioksit (SiO2) NP’lerinin (20- 55 nm) D. melanogaster'in 3. evre larvalari tizerine olasi
toksik etkilerinin gerceklestirildigi bir calismada, meyve sinegi larvalarina 0,1, 1, 5 ve 10 mg/mL

konsantrasyonlarda SiO2 NP’leri uygulanmis ve farkli saat araliklarinda kontrollii deneyler
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yapilmistir. Calisma sonucunda elde edilen verilere gore, larvalara uygulanan SiO2 NP’lerinin
mortaliteyi tlim konsantrasyonlarda kontrole gore arttirdigi, pupa ve ergin birey olusumunu ise

azalttig1 belirlenmistir [102].

5.2.  Manyetik Fe3sOs Nanopartikiillerinin Galleria mellonella *nmin Hemosit Sayisina
Etkisi

10, 50 ve 250 ug/10 ul demir oksit NP konsantrasyonlarina maruz kalan larvalarin hemosit
sayilar1 ortalamalar1 ile kontrol grubu larvalarinin ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak
onemli diizeyde bir fark ortaya ¢ikmistir (Tablo 4.3). Park ve ark. 2014 [103] yilinda
gerceklestirmis olduklart bir c¢aligmada, bir murin peritoneal makrofaj hiicre hattt olan
RAW264.7 hiicrelerini kullanilarak manyetik demir oksit nanopargaciklarinin (M-FeNP'ler)
hiicreye alim siirecini ve toksik mekanizmasini arastirmiglardir. Calismada, M-FeNP'lerin,
hiicrelerin hareketliligini belirgin sekilde arttirdigi belirtilmistir. NP’lere maruziyetten 24 saat
sonra, M-FeNP'lerin serbestce sitozolde veya endoplazmik retikulum (ER) gibi otolizozom
iceren organellere yerlesmistir. Calismada, hiicre canliiginin, S fazindaki tutuklama ile
baglantili olarak doza bagiml bir sekilde azalmistir. ATP iiretimi de mitokondriyal hasarla
birlikte hizla azalmig, ROS (reaktif oksijen tiirleri) lireten hiicre sayisi ise artis gostermistir.
Bilindigi iizere, apoptozu tetikleyen mekanizmalardan birisi ROS tiirlerdir ve mitokondri
membran potansiyelinde azalmaya neden olmaktadirlar. Park ve ark. 2014’tin [103]
caligmasinda, oksidatif stres ve ER stresi ile ilgili genlerin seviyeleri yukar: regiile edilirken,
transkripsiyonla ilgili genlerin seviyeleri agagi regiile edilmistir. Ek olarak, otofaji ve ER stresi
ile ilgili proteinlerin seviyeleri artmis ve zamanla apoptotik hiicre sayisi da artig gostermistir.
Calismada, toplam hemosit sayisinda goriilen benzer toksik etkiler (Tablo 4.3.) apoptotik hiicre
yiizdesindeki istatistiksel olarak 6nemli diizeydeki artiglarla Tablo 4.4.’te gortilebilmektedir. S6z
konusu tablo incelendiginde, apoptotik hiicrelerin % durumlari; kontrol grubu ile diger demir
oksit NP konsantrasyonlarina gore kiyaslandiginda 10, 50 ve 250 pg/10 ul FesOs NP
konsantrasyonlarina maruz kalan larvalarin apototik hiicre %’leri arasinda ki fark kontrol
grubuna gore artig gostermek suretiyle dnemli bulunmustur. Sonug olarak, Tablo 4.3’te goriilen,
10, 50 ve 250 pg/10 pl demir oksit NP konsantrasyonlarina maruz kalan larvalarin hemosit
sayilar1 ortalamalarindaki 6nemli diizeyde azalmanin nedeni ayn1 konstrasyonlarda Tablo 4.4.’te
elde edilen apoptotik hiicre sayisindaki artig olabilir. Park. ve ark. 2014’te [103] detayli olarak
anlatilan oksidatif stres, ER stresi ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan apoptotik hiicre sayisindaki

artig, bu calismada hemositlerde de gergeklesmis olabilir. Ciinkii Tablo 4.4.’teki apoptotik hiicre
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sayisindaki artis bu goriisiimiizii desteklemektedir. Yine Tablo 4.4. incelendiginde, ayni demir
oksit NP’leri konsantrasyonlarina larvalar maruz kaldiginda, apototik ve nekrotik hiicre
yiizdelerindeki artis nedeniyle canli hiicre %sinin artan konsantrasyona bagli olarak énemli
diizeyde azalma gosterdigi de anlasilmaktadir.

Bakir fosfat nanogigekleri (p-CPnfs) ve bunlarin G. mellonella’'nin hemositleri tizerindeki
etkilerinin arastirildigi bir calismada, nanogigeklere maruziyetten 24 saat siire sonrasinda, 1000,
2000 ve 6000 ppm p-CPnfs konsantrasyonlarinin, G. mellonella larvalarinin toplam hemosit
sayisin1 (THC'ler) 6nemli 6l¢iide artirdigini tespit etmislerdir [104]. Arastirmacilar hemosit
sayisindaki bu artisin nedeninin; toksik maddenin detoksifikasyonuna karsi bécegin bir savunma
aksiyonu aldigin1 [105], hematopoezdeki artistan kaynakli olabilecegini [106], son olarak
dolasimdaki graniilositlerin, mitotik hiicre sayisindaki artisin ya da otonom hiicre
boliinmesinden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir [71, 107]. Gergeklestirmis oldugumuz
calismada her ne kadar artan konsantrasyona bagli olarak mitotik hiicre %si kontrol grubuna
gore azalma gosterse de s6z konusu bu azalma istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bulunmamaistir
(Tablo 4.4.).

Bakir oksit NP’lerinin G. mellonella larvalarinin toplam hemosit sayisina etkisinin arastirildigi
baska bir calismada, bakir oksit NP’lerinin, bécegin immun sistemi iizerinde toksik etkilere
neden olarak, toplam hemosit sayisi lizerinde bir azalmaya neden oldugunu bildirmisleridir [94].
Aragtirmaci, toplam hemosit sayisindaki azalmanin nedenini “agir metal ya da insektisit gibi
toksik maddelere maruziyet sonucunda, ilgili toksik maddenin hematopoietik organlardan
hemositlerin saliniminin baskilamasinin ve bunun sonucunda s6z konusu bu organlarin
fonksiyonlariin inhibisyonu sonucunda da sitotoksik etkilerin meydana gelmesi” seklinde
aciklamistir. Ayrica ayni arastirmaci, bocek viicuduna giren metal oksit nanopartikiiliiniin
enkapsiilasyon ve nodiil olusumuna neden olabilecegini ve hemositlerin kiimelesmesine yol
acarak total hemosit sayisinda azalma meydana geldigini bildirmistir [94]. Bu ¢aligmada, Tablo
4.3’te gortilen, 10, 50 ve 250 png/10 pl demir oksit NP konsantrasyonlarina maruz kalan
larvalarin hemosit sayilar1 ortalamalarindaki onemli diizeyde azalmanin nedeni Tungsoy

(2020)’un [94] agiklamis oldugu bu fizyolojik nedenlerden kaynakli olabilir.
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5.3. Manyetik Fe3Os Nanopartikiillerinin Galleria mellonella’nin Hemositlerinde
Mikroniikleus Olusumuna, Nekrotik, Apoptotik ve Mitotik indekslere Etkisi

Apoptoz, genel olarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle diizenlenen, programli,
RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan, organizmada homeostazi koruyan bir olay
iken nekroz ise rastgele gelisen, genler tarafindan kontrol edilemeyen diizensiz bir siirectir. En
yaygin nedeni ise hipoksidir. Arsenik, siyanid, insektisitler gibi toksik maddelerin ve agir
metallerin nekroza neden oldugu bilinmektedir. Nekroz sirasinda mitokondriyal ROS {iretimi
artar, nonapoptotik proteazlar aktive olur, ATP iiretimi azalir ve Ca** kanallar1 a¢ilir [108-110].
Mikroniikleuslar hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege dahil olmayan,
tam kromozom veya asentrik kromozom parcalarindan kdken alan olusumlardir. Mikrontikleus
testi fiziksel ve kimyasal ajanlarin hiicrelerde olusturdugu genotoksik etkinin belirlenmesinde
kullanilan bir testtir [111].

Calismada, demir oksit NP ile yapilan uygulamadan 96 saat sonraki sonuglarda; canli hiicre
yiizdesindeki azalma, 10, 50 ve 250 pg/10 ul FesO4 NP konsantrasyonlarina maruz kalan larvalar
ile kontrol grubu arasinda 6nemli bulunmustur (Tablo 4.4.). Apoptotik hiicrelerin % durumlart;
kontrol grubu ile diger demir oksit NP konsantrasyonlarina gore kiyaslandiginda 10, 50 ve 250
ng/10 pl FesO4 NP konsantrasyonlarina maruz kalan larvalarin apototik hiicre %’leri arasinda ki
fark kontrol grubuna gore artis gostermek suretiyle o6nemli bulunmustur (Tablo 4.4). Nekrotik
hiicreler agisindan kontrol grubu ile 50 ve 250 pg/10 pl FesO4 NP konsantrasyonuna maruz kalan
larvalar arasindaki fark anlamli bulunmustur (Tablo 4.4.). Son olarak, en yiiksek mikroniikleus
%’s1 50 ug/10 ul FesO4 konsantrasyonunda bulunmustur ve bu konsantrasyonda mikroniikleus
iceren hemositlerin yiizdesinde kontrol grubuna gore gerceklesen 2,42 katlik artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (Tablo 4.4).

Bu calismadaki sonuglara benzer sonuglar Eskin ve Bozdogan 2021 [71] tarafindan elde
edilmistir. S6z konusu ¢alismada, 38 nm boyutlu ve pul benzeri sekilli bakir oksit NP’leri (10,
50, 100, 150 pug/10ul/larva) konsantrasyonlarinda dordiincii evre (100 +20 mg) G. mellonella
larvalarina zorla besleme yontemiyle verilmistir. Canli hemositlerin orani, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, 24 saat ve 72 saat iginde 50, 100, 150 pg/10 pl konsantrasyonlarda
azalmistir. Mikrogekirdekli hemosit yiizdesindeki artiglar, 24 saat igcinde 150 pg/10 pl'de
istatistiksel ~olarak anlamli  ¢ikmistir. Sonuglar, bakir oksit NP’lerinin  yliksek
konsantrasyonlarinin (>10 pg/10 ul) 24 saat i¢cinde apoptotik hemosit yiizdesini arttirdigin
gostermistir. 100 ve 150 pg/10 pl bakir oksit NP’leri 24 saat i¢cinde nekrotik hemosit ylizdesinde

onemli bir artisa neden olmustur. Apoptotik hemositlerin oran1 100 ve 150 pg/10 pl bakir oksit
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NP’ye maruz kalan larvalarda 72 saat i¢cinde kontrol grubu larvalarina kiyasla artmis ve daha
yiiksek bulunmustur. Son olarak, 72. saatte 150 pg/10 pl'de nekrotik hemosit ylizdesinde bir artig
gozlemlenmistir. Dolayisiyla s6z konusu ¢alismada elde edilen bulgular bu ¢alismada, Tablo
4.4.°te yer alan verilerle uyum gostermektedir. Ayni arastirmacilar artan apoptotik ve nekrotik
indeksin nedeninin molekiiler mekanizmalardan kaynakli olabilecegini (DNA hasari, ROS
molekiilleri, 6liim reseptorii ve/veya intrinsik mitokondriyal yollar vb.), artan konsantrasyona
bagli olarak G. mellonella’nin mikroniikleus igeren hemosit yiizdesindeki 6nemli artigin
nedeninin ise kromozomal hasarlardan kaynakli olabilecegini bildirmislerdir (Eskin ve
Bozdogan 2021) [71]. Biz de artan demir oksit nanopartikiil konsantrasyonlarina bagl olarak
artan apoptotik, nekrotik ve mikroniikleus iceren hemosit yiizdesinin nedeninin Eskin ve
Bozdogan 2021 [71] tarafindan belirtilen nedenlerden kaynakli olabilecegini diistinmekteyiz.

Calismada sonuglart ile uyum gosteren baska bir ¢alismada, Meng ve ark. 2017 [25], giimiis
NP’lerin, B. mori‘de protein metabolizmasini ve metabolik yollar1 diizenleyerek oksidatif strese
kars1 direncini azalttigini, hiicre apoptozunu etkiledigini ve hiicre nekrozunu indiikledigini

gostermislerdir.
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SONUC

Bu calismada, kiiresel morfolojiye sahip, manyetik demir oksit nanopartikiilii (FesOs NP)’niin
bir deney model hayvani olan G. mellonella tizerindeki toksik etkileri arastirildi. Deneylerde
kullanilacak olan sublethal konsantrasyonlarin belirlenebilmesi i¢in LCso Ve LCgo degerleri
belirlenmistir. Bunun i¢in 7 farkli Fe3O4 Np konsantrasyonu (1, 10, 50, 100, 200, 400 ug / 10 ul
/ larva dozu ve kontrol) 6. donem (180 + 20 mg) larvalara (1, 10, 50, 100, 200, 400 png/ 10 ul /
larva) konsantrasyonlarinda olmak tizere oral yoldan zorla-besleme teknigi (force-feeding) ile
verilmistir. Elde edilen LCso degerlerine gore de sublethal demir oksit NP konsantrasyonlari
olarak (0,4, 2, 10, 50, 250 pg /10 ul) konsantrasyonlar1 belirlenmis ve deneysel ¢alismalar bu
konsantrasyon degerlerine gore gergeklestirilmistir. S6z konusu ¢aligmalarda (FesO4 NP) niin G.
mellonella’nin biyolojisine, hemosit sayisina, hemositlerde meydana gelen apoptotik, nekrotik
ve mitotik indekslere, hemosit canliligina ve mikroniikleus olusumuna etkileri arastirilmistir.
Sonuglara gore bocegin biyolojik gelisim evrelerinden pupa gelisim siiresi ve ergin gelisim
stirelerinde kontrol grubuna gore en yiiksek demir oksit NP konsantrasyonunda bir artis
gergeklestigi, yine artan FesO4 NP konsantrasyonun etkisiyle pupa agirligi ortalamasinda bir
artts gozlemlendigi anlasilmistir. Bu sonuglara ilaveten, artan demir oksit NP
konsantrasyonlarina bagli olarak larvalarin hemosit sayilar1 ortalamalarinda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde azalma gosterdigi anlasilmigtir. 10, 50 ve 250 pg/10 ul
FesOs NP konsantrasyonlarina maruz kalan larvalarda canli hiicre %’si azalma gostererek
kontrol grubu ile arasindaki fark 6nemli diizeyde bulunmustur. Apoptotik hiicrelerin %
durumlari; kontrol grubu ile diger demir oksit NP konsantrasyonlarina gore kiyaslandiginda, 10,
50 ve 250 pg/10 ul FesOs NP konsantrasyonlarina maruz kalan larvalarin apototik hiicre %’leri,
50 ve 250 nug/10 ul FezOs NP konsantrasyonuna maruz kalan larvalarda nekrotik hemosit hiicre
%’leri, son olarak 10 ve 50 pg/10 pl FesOs NP konsantrasyonuna maruz kalan larvalarda
mikroniikleus iceren hemositlerin %’leri kontrol grubuna gore artis gostererek istatistiksel olarak
onemli diizeyde bulunmustur.

Elde edilen bu veriler ve G. mellonella 'nin memelilerle benzer bagisiklik sistemine sahip, kolay
ulasilabilir, yetistirilmesinde ve toksisite deneylerinde maliyetinin az olmasi1 gibi avantajl
yonleri birlikte diisiiniildiiglinde, gerceklestirilen bu calisma 6nem arz etmektedir. Bu 6zelliklere
ek olarak; boceklerle memelilerin fizyolojik benzer 6zellikleri, detoksifikasyon mekanizmalari,
immiin sistemlerinin birgok konuda benzerlik gosterdigi de bilinmektedir. NP’lerin G.
mellonella tizerinde neden oldugu toksik etkiler ve bu etkilerin belirlenmesine yonelik yapilan

toksisite calismalarinin, demir oksit NP’lerin olasit ¢evre kirliliginin arastirilmasinda ve
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yonetilmesinde, gelekcekte yapilacak diger ¢alismalara yon gosterecektir. Bu tez caligmasinda,
kullanilan model deney organizmasina ilaveten, baska tiirler tizerinde de NP’lerin fizyolojik
etkileri, enkapsiilasyon ve nodiilasyon mekanizmalarina etkileri, fagositik aktivitiye, total lipit
ve karbonhidrat miktarlarina, yumurta verimliligine ve yumurta agilimina etkileri arastirilarak
yeni verilerin ortaya konulabilecektir. Son olarak, farkli boyutlara sahip NP’lerin canlilarin
biyolojik sistemleri {lizerine etkileri de arastirilabilir. Bu konuda gerceklestirilen ¢aligmalardan,
Liu ve ark. (2010) [112], farkli boyutlardaki ii¢ giimiis giimiis NP’nin (SNP (Silver
Nanoparticle)-5, SNP-20 ve SNP-50 (yaklasik olarak, 5, 20 ve 50 nm)) dort insan hiicre modeli
(A549, SGC-7901, HepG2 ve MCF-7) tizerindeki sitotoksik etkilerini (hiicre morfolojisi, hiicre
canliligmi, membran biitliinligl, oksidatif stres, hiicre dongiisii devami) arastirmiglardir.
Gozlemlenebilir zararli etkiler, SNP-5 ve SNP-20 uygulamalarinda indiikklenmistir. Giimiis
NP’ler, ROS seviyelerini hiicrelerde arttirmis ve hiicreler S fazinda tutuklu kalmistir. Hiicrelerin
%4-9’unda apoptoz meydana gelmistir. Sonug olarak arastirmacilar, hiicrelerinde daha ytiksek

toksik etkilerin goriilmesinin nedenini kii¢iik boyutlu NP’ler olmalar1 seklinde yorumlamiglardir.
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