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ETiK BEYAN VE ARASTIRMA FONU DESTEGI

Kocaeli Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarma uygun olarak
hazirladigim bu tez/proje ¢alismasinda,

Bu tezin/projenin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu,

Caligmanin hazirlik, veri toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim
caligmalarinda bilimsel etik ve ilke ve kurallara uygun davrandigimai,

Bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak gosterdigimi
ve bu kaynaklara kaynakc¢ada yer verdigimi,

Bu calismanin Kocaeli Universitesi’nin abone oldugu intihal yazilim programi
kullanilarak Fen Bilimleri Enstitiisii’niin belirlemis oldugu olgiitlere uygun
oldugunu,

Kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,

Tezin/Projenin herhangi bir béliimiinii bu {iniversite veya bagka bir tiniversitede
baska bir tez/proje calismasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

Bu tez/proje calismasinin herhangi bir asamasi hicbir kurum/kurulus tarafindan
maddi/alt yap1 destegi ile desteklenmemistir.

X|Bu tez/proje galismasi kapsaminda iiretilen veri ve bilgiler Kocaeli Universitesi,

Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan FMP-2020-2296 no’lu proje kapsaminda
maddi/alt yap1 destegi alinarak gerceklestirilmistir.

Herhangi bir zamanda, caligmamla ilgili yaptifim bu beyana aykir1 bir durumun
saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi
bildiririm.
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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI

Fen Bilimleri Enstitiisii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/projemin tamamin1 veya
herhangi bir kismini, basili ve elektronik formatta arsivleme ve asagida belirtilen
kosullarla kullanima agma izninin Kocaeli Universitesi’ne verdigimi beyan ederim. Bu
izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin/projemin tamaminin ya da bir bolimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim1 bana ait olacaktir. Tezin/projenin kendi
0zgiin ¢alismam oldugunu, baskalarmin haklarmi ihlal etmedigimi ve tezimin/projenin
tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki
bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin
alarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit
ederim.

Yiiksekogretim kurulu tarafindan yayinlanan “Lisaniistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricinde YOK Ulusal Tez Merkezi/ Kocaeli Universitesi
Kiitliphaneleri A¢ik Erigim Sisteminde erisime agilir.

Enstitii yonetim kurulu karari ile tezimin/projemin erisime ag¢ilmasi mezuniyet
tarthinden itibaren 2 yil ertelenmistir.

Enstitli yOnetim kurulu gerekgeli karar1 ile tezimin/projemin erisime acilmasi
mezuniyet tarihinden itibaren 6 ay ertelenmistir.
Tezim/projem ile ilgili gizlilik karar1 verilmemistir.
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ONSOZ VE TESEKKUR

Calismamizda aliiminyum oksit nanopartikiillerinin konak Galleria mellonella ve
endoparazitoidi Pimpla turionellea nin yasam dongiisii ile konak hemositlerine etkisi
incelendi. Sonuglarimiz giinliik hayatta siklikla kullanilan aliiminyum oksit
nanopartikiillerinin konak Galleria mellonella nin bagisiklik sisteminde toksik etkiler
yarattigini gostermistir.

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢alismalarim boyunca tecriibesi ve bilgisiyle bana yol
gosteren, destegini esirgemeyen degerli danisman hocam Sayin Dr. Ogretim Uyesi Fevzi
UCKAN’a,

Yiiksek lisans egitimim ve deneylerimin her asamasinda bana biiyiik katkisi olan,
hosgoriisii, bilgisi ve destegini hi¢bir zaman eksik etmeyen, bana hem ablalik hem hocalik
yapan sevgili Ziilbiye DEMIRTURK e,

Lisansustl egitimime basladigim ilk giinden beri omuz omuza ¢alistigim, hicbir konuda
destegini ve emegini esirgemeyen sevgili yol arkadasim Tugba Nur ELLIBES
GOKKAYA’ya,

Laboratuvarda birlikte ¢alismaktan keyif aldigim, aramiza katildigi giinden itibaren
destegini ve yardimini esirgemeyen sevgili Asli ESKIN’e,

Hayatimin her alaninda yanimda olan, sevgileri, destekleri ve bana olan giivenleri ile beni
giiclendiren sevgili AILEM’e

Tesekkiirlerimi Sunarim...
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ALUMINYUM OKSIT NANOPARTIKULLERININ KONAK Galleria mellonella
VE ENDOPARAZITOID Pimpla turionellea’nm YASAM DONGUSU iLE KONAK
HEMOSITLERINE ETKILERI

OZET

Nanoteknolojinin gelismesiyle birlikte nanopartikiil iiretim ve tliketimi de artmaktadir.
Giinlik yasamda sikca karsilasilan nanopartikiillerin olas1 toksik etkileri yapilan
caligmalar sonucu belirlenmistir. Bir metal oksit nanopartikiil olan aliiminyum oksit
nanopartikiilleri endiistri, tip, kozmetik gibi bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu nedenle canlilar lizerinde olusturabilecegi olumsuz etkiler belirlenmelidir.

Calismamizda aliiminyum oksit nanopartikiillerenin konak Galleria mellonella’nin
yasam dongiisiine, total hemosit sayisina, hemosit tiplerine ve Pimpla turionellae’nin
yasam dongiisiine etkileri incelendi.

G. mellonella larvalar1 50, 100, 500 ve 1000 ppm aliiminyum oksit nanopartikiilii iceren
diyet ile beslendi. Elde edilen sonuglara gére aliiminyum oksit nanopartikiillerinin G.
mellonella’nin hemosit sayisin1 azalttigi, hemosit tiplerinden graniilosit, prohemosit,
sferiilosit ve Onositoid sayisinin tiim dozlarda azaldigi, plazmatosit sayisinin ise arttigi
tespit edildi. Ayrica G. mellonella ve P. turionellae’nin ergin yasam siiresinde azalmaya,
ergin ¢ikis siiresinde ve puplasma siiresinde ise kisalmaya neden oldugu tespit edildi. Bu
sonuglar alliminyum oksit nanopartikiiliiniin model organizma G.mellonella 'nin hiicresel
bagisiklik sistemi iizerinde baskilayici etkileri oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Aliminyum Oksit Nanopartikiilii, Galleria mellonella, Hemosit,
Nanoteknoloji, Pimpla turionellae.
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EFFECTS OF ALUMINUM OXIDE NANOPARTICLES ON THE LIFE CYCLE
AND HOMECYTE OF THE HOST Galleria mellonella AND ENDOPARAZITOID
Pimpla turionellae

ABSTRACT

With the development of nanotechnology, the production, and consumption of
nanoparticles increases in direct proportion. The studiess how that the possible toxic
effects of nanoparticles are frequently encountered in daily life. Forinstance, aluminum
oxide nanoparticles which are metal oxide nanoparticles, are widely used in many fields
such as industry, medicine, and cosmetics. Therefore, the negative effects on living
creatures should be determined. In our study, the effects of aluminum oxide nanoparticles
on the life cycle of the host Galleria mellonella, the total number of hemocytes,
hemocytetypes, and the life cycle of Pimpla turionellae were investigated.

Preliminarily, G. mellonella larvae were fed a diet containing 50, 100, 500, and 1000 ppm
aluminum oxide nanoparticles. According to the obtained results, it was determined that
aluminum oxide nanoparticles decreased the hemocyte number of G. mellonella, the
number of hemocyte types such as granulocyte, prohemocyte, spherocytes, and euocytoid
decreased at all doses, while the number of plasmatocytes increased. In addition, it was
determined that G. mellonella and P. turionellae caused a decrease in adult life span, and
a shortened adult emergence and pupation time. These results demonstrate that the
aluminum oxide nanoparticle has suppressive effects on the cellular immune system of
the model organism G. mellonella.

Keywords: Aluminum Oxide Nanoparticle, Galleria mellonella, Hemocyte
Nanotechnology, Pimpla turionellae



1.GIRIS

Ozellikle sanayi devriminden sonra artan c¢evre kirliligi giiniimiiziin biiyiik bir sorunu
haline gelmistir. Bu sorunun en énemli nedenlerinden biri de agir metallerdir (Chouhan
ve dig.,2017; Tungsoy, 2019). Agir metaller giinliik yasamda sikca karsilasilan toksik
maddelerden biridir (Orisakwe ve dig., 2001, Kalender ve dig., 2013). Viicuda beslenme,
solunum ve deri yoluyla alinirlar viicuttan atilmalari ise olduk¢a zordur. Biyolojik olarak
parcalanamayan ve viicutta kalic1 olan agir metaller canli saghgini tehdit etmektedir
(Zhao ve dig., 2014). Bir agir metal olan aliiminyum (Vigneri ve dig., 2017) cevresel
sartlara ve zorlu iklim kosullarina olan dayanikliligi, kolay sekil alabilmesi, hafif ve uzun

Omiirlii olmas1 nedeniyle giinliik hayatta sik¢a tercih edilmektedir (Alan, 2008).

Aliiminyumun oksijen ile tepkimesinden meydana gelen aliiminyum oksit (Al203)
nanopartikiilleri (NP) fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle birgok uygulamada diger
NP’lere kiyasla daha fazla ilgi géormektedir (Burklew ve dig., 2012). NP’ler 1-100 nm
arasinda boyutlara sahip yapilardir (Remedios ve dig., 2012). Saglik, kimya, kozmetik
ve enddistri gibi alanlarda kullanilan birgok iiriiniin igerisinde bulunmaktadir. Giiniimiizde
siklikla kullanilan NP’lerin, ¢evre ve saglik tizerindeki etkileri hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Al2Os ve diger NP’lerin toksik etkilere yol agarak canlilarda farkli
sistemlere zarar verdigi bilinmektedir (Kovriznych ve dig., 2013; Pakrashi ve dig., 2014;
Benavides ve dig., 2016). Bu nedenle Al,Os NP’ii kullaniminin ¢evre ve canlilar

tizerindeki etkileri dikkate alinmali ve arastirilmalidir.

Biiyiik balmumu giivesi olarak da bilinen Galleria mellonella (Lepidoptera:Pyralidae)
aricilik sektoriinde biiyiik zararlara neden olan bir bocek tiiriidiir (Ellis ve dig., 2013).
Yarattig1 olumsuz etkiler nedeniyle kontolii, biyolojisi, fizyolojisi ve davranisi basta
olmak tizere bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Maguire ve dig., 2016; Er ve dig., 2017; Yiicel
ve Kayis, 2019). Konak G. mellonella ayn1 zamanda tiretiminin kolay ve hizli olmasi, etik
uygunluga sahip olmasi ve ekonomik agidan avantajli olmasindan dolay1 in vivo

caligmalarda kullanilan 6nemli bir model organizmadir (Cook ve Mcarthur, 2013).

Boceklerin ve memelilerin bagisiklik sistemi biiylik benzerlik gostermektedir. Boceklerle
yapilan bilimsel calismalar memelilerle yapilanlara kiyasla daha ekonomik ve etiktir.

Ayni zamanda memelilere en yakin sonucu bocekler verir (Romaraove dig., 2012).



Omurgali canlilar, dogal ve edinilmis bagisiklik sistemlerine sahipken, omurgasiz canlilar
olan boceklerde yalnizca dogal bagisiklik sistemi bulunmaktadir (Strand, 1995).

Bocek bagisikliginda 6nemli rol oynayan ve gesitli savunma mekanizmalariyla hiicresel
bagisiklik sistemine aracilik eden hiicrelere hemosit adi verilmektedir (Gupta, 1985;
Hirashima ve dig., 1990; Faulds, 1991; Canyurt, 1994). Hemolenf ad1 verilen dolagim
stvisinda (Rosales, 2011) bulunan renksiz hiicreler olan hemositler (Gupta, 1985)
enkapsiilasyon, pihtilasma, nodiil olusumu gibi bir¢ok fizyolojik siirecte rol

oynamaktadir.

Hemosit tipleri farkli bocek tiirlerinde degisiklik gostermektedir (Rosales, 2011). G.
mellonella’nin da yer aldigi Lepidoptera takimina ait boceklerde bulunan hemosit tipleri
plazmatositler, graniilositler, 6nositoidler, prohemositler ve sferiilositlerdir (Riberio ve
Brehelin, 2006). Hemositler g¢evresel etkenlere karsi duyarlidir. Bu sebeple bazi
maddelerin toksik etkileri arastirilirken hemositler kullanilmaktadir. Bocek tiiriine ait
total hemosit sayisi ve tipleri fizyolojik durumlarina ve gelisimsel evrelerine bagl olarak
degisiklik gostermektedir (Gupta, 1985; Borowska ve Pyza, 2011). Maruz kalinan agir
metalin, hemositler iizerindeki etkileri doza, agir metalin kimyasal 6zelligine ve

organizmaya alinma sekline gore degisiklik gostermektedir (Borowska ve Pyza, 2011).

Al;O3 NP’leri giinliik yasamin bir¢ok alaninda sik¢a karsimiza ¢ikmaktadir. Fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri nedeniyle genis uygulama alanina sahip AloOs NP’leri kisisel bakim
irlinleri, bocek ilaglari, ambalaj malzemeleri, 1s1ya dayaniklt mutfak arac geregleri, ilag
dagitim sistemleri dahil olmak iizere cesitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
(Schrand ve dig., 2010, Sadiq ve dig., 2011). Nanoboyutlu materyaller arasinda en ¢ok
tretilen kimyasallardan biri olan Al.O3 NP’leri (Poborilova, 2013) yiiksek yiizey
reaktivitesine sahiptir. Bu 06zelligi nedeniyle ekosistem {izerinde olumsuz etkiler
yaratabilmektedir (Handy ve dig., 2008). Al2O3 NP’leri toksik etkileri heniiz net olarak
bilinmemekle birlikte bu konu hakkindaki c¢alismalar devam etmektedir (Poborilova,
2013). Calismamiz bu agidan literatiire katki saglama amaci tasimaktadir. Calismamizda
Al;0O3 NP’lerinin konak G. mellonella ve endoparazitoidi P. turionellea'nin yasam
dongiisii ile konak hemositlerine etkileri incelenmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
Al203 NP’lerinin G. mellonella’nin total hemosit sayisina etkileri arastiritlmis ancak

hemosit tiplerine ve yasam dongiisii lizerinde olusturacag etkiler {izerine herhangi bir



calisma yapilmamistir. Ayrica ¢alismamiz Al,O3 NP’lerinin endoparazitoid tiir olan P.
turionellae’nin yasam dongiisiine etkilerini incelyen ilk c¢alisma olma 06zelligini
tasimaktadir. Konak G. mellonella’nin ayni1 zamanda zararli bir tiir olmasi (Akyol, 2013)
sebebiyle miicadele yontemlerinin gelistirilebilmesi agisindan da faydali olabilecegi

distiniilmektedir.



2.GENEL BIiLGILER

Nanoteknolojinin yapi taslari olarak kabul edilen NP’ler (Biswas ve Wu, 2012) 6zellikle
son yillarda temel bilimler, tip, tarim, elektronik ve ¢evre gibi bircok alanda sikca
kullanilmaktadir (Chhipa, 2017). Yiizey yapilari, kimyasal bilesimleri, sekilleri ve
¢oziiniirliikleri sayesinde bir¢cok alanda sik¢a tercih edilen NP’ler (Nel ve dig., 2017)
genellikle bakteriyel ve dkaryotik hiicrelerden daha kiigiiktiirler (Doskocz ve dig., 2017).
Boyutlar1 1-100 nanometre arasinda degisen NP’ler sentezlenerek firetilebilecegi gibi
dogal yollardan da elde edilebilirler. Organik NP’ler volkanik patlamalar, orman
yanginlari, fotokimyasal reaksiyonlar, hayvanlar ve bitkiler tarafindan iiretilebilmektedir
(Dahoumane ve dig., 2017). NP’ler boyutlar1 nedeniyle kendilerinden daha biiyiik
molekiillerden ¢ok farkli 6zellikler gosterirler. Fiziksel dayaniklilik, elektriksel iletkenlik,
manyetizm ve kimyasal reaktivite bu ozelliklerden bazilaridir (Joseph ve Morrison,
2006).

Nanopartikiiller basit olarak su sekilde gruplandirilabilir:

-Karbon bazli NP’ler

-Yart iletken bazli NP’ler

-Metal bazli NP’ler (aliiminyum oksit NP’leri, ¢inko oksit NP’leri vb.)

Son yillarda nanoteknoloji alanindaki hizli gelismeler NP’lerin giinliik yasantiya daha
fazla oranda girmesine neden olmaktadir (Berk ve Akkurt, 2012). Ticari uygulamalardaki
artis1 nedeniyle istenmeyen maruziyetin ardindan NP’lerin saglik iizerindeki olumsuz
etkileri de hizla artmaktadir (Park ve dig., 2014). Kiiciik boyutlar1 dolasim sistemine
girmelerini kolaylastirarak beyin, kalp, dalak, kemik iligi ve lenf diiglimleri gibi bircok
organ ve dokuya ulagsmalarina ve birikmelerine neden olmaktadir (Colvin, 2003;
Campbell ve dig., 2004). Arastirmalar NP’lerin merkezi sinir sistemi lizerinde toksik
etkileri oldugunu ortaya koymustur. Giines kremlerinin igeriginde yer alan titanyum
dioksit NP’lerinin farelerde beyin hasarina neden oldugu tespit edilmistir (Long ve dig.,
2006). NP’lerin hedef aldigi organlardan biri de akcigerledir. Solunum yoluyla
akcigerlere alman NP’ler burada birikerek c¢esitli hasarlara neden olabilmektedir
(Donaldson ve dig., 2017). Cho ve arkadaslar1 ¢inko oksit NP’lerinin farelerin

akcigerlerinde olusturacagi etkileri arastirmiglardir. Sonucglara goére ¢inko oksit



NP’lerinine maruz birakilan farelerin akciger epitel hiicrelerinde hizli bir artisa ve goblet

hiicrelerinde gozle goriiliir bir biiytime gerceklestigi tespit edilmistir (Cho ve dig., 2011).

NP’lerin boyutlar1 bu siirecin gelismesinde dnemli rol oynamaktadir. 100 nm’den kiiciik
NP’ler suda ve havada daha fazla birikmekte, kan, lenf, epitel hiicreler ve ¢esitli organlara
girmektedir. Daha biiyiik boyutlu NP’ler ise hedef organlara ulasamadan karaciger
tarafindan elimine edilmektedir (Oberdorster, 2010). Partikiil boyutunun olasi toksisiteyi
etkiledigine dair ¢aligmalar mevcuttur. Ayn1 zamanda bir agir metal olan manganezin
(Mn) NP boyutundaki formlarinin merkezi sinir sisteminde birikerek Parkinson
hastaligina neden oldugu ve ayrica beyinde dopamin ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS)

arttirdig1 bildirilmistir (Olanow, 2004; Hussain ve dig., 2006).

Aliminyumun oksijen ile tepkimesinden meydana gelen Al.Oz NP’leri nanoboyutlu
pargaciklar arasinda en ¢ok iiretilen kimyasallar arasindadir (Jin ve dig., 2017). Kozmetik,
gida ambalajlar1, cam ve plastik triinler, kisisel bakim iiriinleri (glines kremi, deodorant
vb.) gibi bir¢ok iiriinde sik¢a kullanilmaktadir (Hanemann ve Szabo, 2010). Al203
NP’leri viicuda igme suyu, besin, soluma ve cilt temasi1 yoluyla girebilir (Chen ve dig.,
2008). Yapilan calismalar sonucu Al2Os3 NP’lerinin toksik oldugu belirlenmigtir
(Benavides ve dig., 2016). Toksikolojik potansiyelini etkileyen baslica fiziksel ve
kimyasal Ozellikleri yiizey kimyasi, pargacik boyutu, sekil, kristal faz ve ¢oziinme

ozellikleridir (Gatoo ve dig., 2014).

Insaat, otomotiv, elektrik ve ugak endiistrisi gibi bircok alanda kullanilan aliiminyumun
da dahil oldugu agir metallerin canlilar ve ¢evre iizerindeki etkilerini bilmek oldukca

onemlidir. Bu nedenle agir metaller ve 6zellikleri tanimlanmalidir.

2.1. Agir Metaller

Yiiksek atomik kiitleli elementler olarak tanimlanan agir metaller (Hawkes, 1997)
islevleri ve kimyasal Ozellikleri bakimindan farklilik gdsteren heterojen elementler
grubudur (Kiran ve dig., 2021). Ozgiil agirlig1 5 g/cm3’ten fazla olan bir baska tabirle
sudan en az 5 kat daha yogun olan agir metaller giinliik yasamda sik¢a karsilasilan toksik
maddelerden biridir (Orisakwe ve dig., 2001, Kalender ve dig., 2013). Agir metallere
ornek olarak demir (Fe), kursun (Pb), aliminyum (Al), civa (Hg), arsenik (As) ve ¢inko
(Zn) verilebilir (Vigneri ve ark., 2017).



Agir metaller esansiyel ve esansiyel olmayanlar seklinde siniflandirilirlar (Kiran ve dig.,
2021). Esansiyel agir metaller canli metabolizmasinda énemli rol oynar. Ornegin demir
(Fe) oksijen tasinmasinda rol oynamak iizere hemoglobinin yapisina katilir. Ancak
yuksek miktarda bulunmasi hiicresel hasara neden olmaktadir (Bharathi ve dig., 2008).
Bakair, ¢inko nikel, selenyum gibi baz1 metaller kofaktor olarak hormon ve vitaminlerin
yapisina katilmaktadir. Ancak bu metaller gerekli konsantrasyondan fazla bulunurlarsa
toksik etki gosterirler ve canli sagligini olumsuz yonde etkilerler (Kiran ve dig.,2021)
esansiyel olmayan agir metaller (civa ve arsenik gibi) ise diisiik konsantrasyonlarda bile
toksik etki gosterirler (Jarup, 2003; Ozbolat ve Tuli, 2016). Tarimda kullanilan pestisitler,
agir endistri kuruluslari, madencilik ve fosil yakit kullanimi agir metal birikiminin
kaynaklar1 arasindadir (Florea ve Biisselberg, 2006). Viicuda beslenme, deri ve solunum
yoluyla alinan agir metaller biyolojik olarak parcalanamazlar viicutta kalici olurlar ve
canli sagligini tehdit ederler (Zhao ve dig., 2014). Organizmada birikmeleri sonucu etkili
dozlara ulastiklarinda ciddi hastaliklara hatta 6liime sebep olabilirler. Olusacak toksik
etki agir metalin dozuna, siiresine, maruz kalma sekline ve metalin kimyasal 6zelliklerine
gore degisir (Hughes, 2006). Ayn1 zamanda etki seviyeleri maruz kalan canliya, canlinin
fizyolojik ozelliklerine, yasina, cinsiyetine ve genetik ge¢misine bagl olarak farklilik
gosterebilir (Balmain ve Harris, 2000). Agir metallerin sebep olduklar toksik etkiler;
kimyasal reaksiyonlar ve yap1 taslar1 lizerine etkiler, alerjen, kanserojen, mutajen ve
spesifik etkiler olarak siralanabilirler (Bakar ve Baba, 2009). Agir metallerin toksik
etkisini belirlemek i¢in yapilan in vivo ¢alismalarda, boceklerde mutagenez ve immiin
sistem, zebra baligi embriyolarinda gelisimsel anomalilikler, omurgalilarda akciger

fonksiyonlari farelerde hepatotoksisite ¢alisiimaktadir (Armstrong ve dig., 2013).

Cinko, bakir, manganez, selenyum ve kobalt gibi baz1 agir metaller hiicresel solunumda
oksidatif hasara kars1 koruma ve bagisiklik, apoptoz ve hiicre sinyali gibi biyolojik
stireclerde 6nemli roller oynarlar. Bu agir metallere yiiksek konsantrasyonlarda maruz
kalmanin akut zehirlenme ve kanser gibi kronik hastaliklarla iligkili oldugu da
bildirilmistir (Lim ve dig., 2019). Reaktif oksijen (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin
(RNS) oksidatif ve nitratif stresi indiikleyerek kanser olusumuna neden oldugu
bilinmektedir (Matés ve dig., 2010). Agir metal toksisitesi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumuyla iliskilidir. ROS artis1 genellikle oksidatif strese neden olur ve bu da canlida

farkl1 sistemlerde hiicresel hasara sebep olur (Méndez-Armenta ve dig., 2011). Hsueh ve



arkadaslar1 2017 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada diisiik dozda uzun siireli arsenik
maruziyetinin prostat kanseri riskini arttirdigini bildirmislerdir. Yapilan bir baska
caligmada ise igme suyu ile krom aliminin mide kanseri riskini arttirdigi bildirilmistir

(Beaumont ve dig., 2008; Smith ve Steinmaus, 2009).

2.2. Aliiminyum

Aliiminyum (Al), oksijen ve silisyumdan sonra atmosferde ve suda en fazla bulunan
elementtir (Barabasz ve dig., 2002). Periyodik cetvelin III-A grubunda yer alan ve bir agir
metal olan aliiminyum yer kabugunun %8’ini olusturdugu gibi besinlerde, suda ve
hayvansal dokularda da bulunur (Koivistoinen, 1980). Al dogada aliiminyum oksit
(Al203), aliminyum siilfat (A12SO4)3 ve aliiminyum kloriir (AlCl3) gibi aliminyum tuzlar1
formunda bulunur (Alkan ve dig., 2006). Fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1
bir¢ok alanda sik¢a tercih edilmektedir. Cevresel sartlara ve zorlu iklim kosullarina olan
dayaniklilig1, kolay sekil alabilmesi, hafif ve uzun émiirlii olmas1 Al’1n sik tercih edilme

sebeplerinden sadece bazilaridir (Alan, 2008).

Al zehirli agir metallere kiyasla daha az zararli bir element olsa da viicuda yiiksek
konsantrasyonlarda alinmasi toksik etki yaratmaktadir (Yalgin, 2009). ilaglar, Al kaplarla
kontamine olmus yiyecek ve icecekler, igme sular1 ve kozmetik {iriinleri aliiminyumun
viicuda alinmasina neden olan baslica etkenlerdir (Tayfur ve dig., 2002, Wilhelm ve dig.,
2001). Al viicutta farkli sistemlerde birikerek hasara neden olmaktadir. Bu sistemlerin
basinda sinir sistemi gelmektedir. 1800’1 yillarda yapilan ¢alismalar Al’in nérotoksik bir
metal oldugunu gostermistir (Suwalsky ve dig., 1999). Al’'in norotransmitter maddeler
olan ve sinir sinyali iletiminde 6nemli rol oynayan kolin ve dopamin yapimlarinin

inhibitorii oldugu bilinmektedir (Hofstetter ve dig., 1987; Kim ve dig., 2007).

Yapilan bir ¢alismada Al'in bu etkisinin yiiksek konsantrasyonlarda maruziyeti
sonucunda kisa siireli bellek olusumunu olumsuz etkiledigi belirlenmistir (Kim ve dig.,
2007). Platt ve arkadaslar1 2001 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada Al’in inflamasyonu
tetiklemesi sonucu Ogrenme ve bellek ile ilgili sorunlarin olustugunu ortaya
koymuslardir. Yapilan calismalarla Al’'mm immiin sistem {izerindeki etkileri de
incelenmistir. Bu arastirmalarin bircogu Al’in bagisiklik sistem iizerinde olumsuz etkiler

yarattigini gostermistir (Khalaf ve dig., 2008, Zhu ve dig., 2011).



2.3. Nanoteknoloji ve Nanopartikiiller

Nanoteknoloji maddenin atomik, molekiiler veya makromolekiiler diizeyde arastirilmasi
ve gelistirilmesi olarak tanimlanmaktadir (Biswas ve Wu, 2012). Nanoteknoloji kavrami
ik kez 1959 yilinda fizik¢i Richard Feynman tarafindan kullanilmigtir (Maynard ve dig.,
2006). 1974 yilinda ise Japon arastirmaci Norio Taniguchi nanoteknolojinin, bir molekiil
ya da bir atomdan bir maddenin ayrilmasi, birlesmesi ve sekil degistirmesi siire¢lerinden

olustugunu bildirmistir (Remédios ve dig., 2012).

NP’ler, nanoteknolojinin yapi taslar1 olarak kabul edilir (Biswas ve Wu, 2012). Boyutlar1
1-100 nanometre arasinda degisen NP’ler boyutlarindan dolay: yiiksek reaktiviteye ve
ylizey/hacim oranina sahiplerdir (Remédios ve dig., 2012). NP’ler kii¢iik boyutlart ve
buna bagli olarak gosterdikleri islevsellikler nedeniyle endiistri, tip, kozmetik gibi birgok
alanda sik¢a kullanilmaktadir (Kwaak ve An, 2015). Ornegin Al,O3 NP’leri endiistri ve
kisisel bakim {irlinlerinde, giimiis NP’leri gida ambalajlarinda, dezenfektanlarda ve

bir¢ok ev aletinde kullanilmaktadir.
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Sekil 2.1. Nanopartikiillerin Kullanim Alanlar1 (Shaw, 2011).




NP’ler dogaya volkanik patlamalar, hidrotermal bacalar, orman yanginlari, ¢okelme
reaksiyonlart ve birgok biyolojik siire¢ sonunda salinir (Farré ve dig., 2011). NP’leri
metal bazli nanomateryaller, karbon bazli nanomateryaller, yar1 iletken bazh
nanomateryaller seklinde {i¢ grupta incelemek mimkiindiir (Lewinski ve dig., 2008).
Metal oksit NP’leri basta teknoloji alaninda olmak tiizere biyomedikal uygulmalarda,
dekontaminasyon ve ila¢ dagitim sistemlerinde kullanilmaktadir (Corr, 2013). Aym
zamanda ¢alismamizda da kullandigimiz Al,Os NP’leri yaygin olarak kullanilan metal
oksit nanopartikiillerindendir (Aitken ve dig., 2006). Metal oksit NP’leri genis kullanim
alanina sahip olsa da yapilan ¢alismalar bu NP’lerin toksik etkilerinin olabilecegini

gostemektedir (Duran ve Seabra, 2015).

Tablo 2.1. Nanopartikiillerin ¢evreye salinim sekilleri (Farré ve dig, 2011).

NANOPARTIKULLERIN CEVREYE SALINMA SEKILLERIi
Dogal Nedenler Teknolojik Nedenler | Insan Kaynakh Nedenler
1. Dogal organik materyallerin 1. Nanoteknolojik 1. Endiistriyel salinimlar
birikimi tiretim siiregleri ve 2.Cesitli yanma siiregleri
v 2. Nanomineraller (6rn: nano nanoteknolojik atiklar
é Fe20s)
% 3. Biyolojik kékenli materyaller
= (6rn: uranyum bakimindan zengin
uraninite)
1. Metal-siilfidnanopargaciklar 1. Nanoteknolojik 1. Atmosfer kaynakl
2. Sulu demir iiretim siiregleri ve birikim
(:’)’ 3. Manganez oksit nanoteknolojik atiklar
1. Hidrotermal bacalar 1.Nanoteknolojik 1.Su kaynaklarindan
2.Fotokimyasal reaksiyonlar liretim siiregleri ve emilim ve taginma
sonucu kayaglarin paralanmast | ) teknolojik atiklar | 2.Atmosfer kaynakli
< 3. Biyolojik siiregler birikim
<>E 4. Volkanik patlamalar
I |5.Yeryiizii sularinda UV
bozunmas1
6. Cekirdeklenme siireci




Das ve arkadaglar1 (2019), yaptiklari bir ¢calismada aliiminyum oksit, titanyum dioksit ve
¢inko oksit gibi oksit par¢aciklarinin bocek oldiiriicii etkilerini piring biti olan Sitophilus
oryzae lizerinde denemislerdir. Cinko oksit ve titanyum dioksit NP’lerinin 2 ppm dozda
ve 14 giiniin sonunda %90°lik 6liim oranina ulasildig1 gézlenmistir. Al2O3 NP’lerinin ise
1 ppm dozda ve 5. giinde Sitophilus oryzae erginlerinde %90’1n iizerinde 6liime neden
oldugunu belirlemislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada giimiis NP’lerinin ipekbocegi
tizerindeki toksik etkileri incelenmistir. Farkli konsantrasyonlarda giimiis NP’leri ile
beslenen ipekbdceklerinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimine yol agarak oksidatif
strese neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica giimiis NP’lerinin ipekbdceginde protein

aktivetisini inhibe ettigi belirlenmistir (Chen ve dig., 2019).

Arastirmacilar NP’lerin konsantrasyon ve maruziyet siiresine bagl olarak kanserojen ve
sitotoksik olabilecegini, hiicre biiyiimesini baskilayabilecegini ve hiicre Oliimiine
(apoptoza) neden olabilecegini gostermislerdir (Kwaak ve An, 2015). Kii¢iik boyutlu ve
reaktif yapida olmalar1 NP’lerin hiicre i¢ine girisini kolaylagtirmakta, kan ve lenf dolasimi
ile kalp, beyin ve karaciger gibi hayati 6neme sahip organlarin hiicrelerinde birikerek
stres olusumuna ve buna bagli olarak hiicre 6liimiine neden olabilmektedir (Campbell ve

dig., 2004).

2.4. Aliminyum Oksit Nanopartikiilleri

NP’ler Ozellikle son yillarda cgesitli ticari ve endiistriyel uygulamalarda genis c¢apta
kullanilmaya baglamistir. Arastirmalara gére metal oksit NP’lerinin tiretimi 2012 yilinda
2,70,041 ton iken ilerleyen yillarda bu rakamin 16,63,168 tona kadar yiikselecegi tahmin
edilmektedir (Yang ve dig., 2012).

Aliiminyum oksit nanopartikiilleri bir diger adiyla aliimina diinya nanopartikiil pazarinin
yaklagik %20’sini olusturmaktadir (Rittner, 2002). Aliiminyumun oksijen ile
tepkimesinden meydana gelen (Pehlivan, 2018) ve Al>O3 formiiliine sahip aliiminyum
oksit NP’leri nano boyutlu pargaciklar arasinda en ¢ok fiiretilen kimyasallar arasindadir
(Poborilova, 2013). Future Markets’in 2013 yilinda belirttigine gére 2010 yilinda 42.000
ton lretilen Al2O3 2020°de yaklasik 2,5 katina ¢ikarak ciddi oranda bir biiylime

gosterecegi diisliniilmektedir.
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Al>03 NP’leri baslangigta sadece otomotiv ve metalurji endiistrilerinde kaplama ve
asindirict malzeme olarak kullanilmistir (Federation of Aliiminum Consumers in Europe,
2017). Ancak son yillarda kisisel bakim iiriinleri, bocek ilaglari, ambalaj malzemeleri,
1siya dayanikli mutfak arag gerecleri, ilag dagitim sistemleri dahil olmak iizere cesitli
alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Schrand ve dig., 2010, Sadiq ve dig., 2011).
Al>03 NP’leri aginmaya ve giiglii asit-alkali igeren malzemelere kars1 dayaniklidir, kolay
sekil alabilir, yliksek dayanikliliga ve sertlige sahiptir bu da onu yiiksek sicaklifa maruz
kalacak iirtinlerin yapiminda kullanilacak birinci sinif bir malzeme haline getirmistir
(Burklew ve dig., 2012). Yiiksek saflikta homojen bir toz olan Al,O3 NP’leri spesifik
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine sahiptir (Stadler ve dig., 2010), bu 6zellikler nedeniyle
endiistriyel, tarimsal ve tibbi alanlarda genis bir uygulamaya sahiptir (Willhite ve dig.,

2014).

Al;03 NP’lerinin kullaniminin artmasiyla ¢evreye salinimi da biiyiik 6l¢lide artmigtir. Bu
artis Al2O3 NP’lerinin su, toprak ve hava gibi farkli yerlerde birikmesine yol agmaktadir
(Nogueiraa ve dig., 2020).

Viicuda igme suyu, besin, solunum ve cilt temasi yoluyla giren AloO3 NP’leri (Chen ve
dig., 2008) genel olarak cok yiiksek ylizey reaktivitesine sahiptir bu da saglik ve ¢evre
tizerinde olumsuz etkiler yaratabilecegi anlamina gelmektedir (Handy ve dig., 2008). Al
toksisitesi nispeten iyi bilinirken, Al.Os NP’lerinin toksik etkileri heniiz tam olarak
bilinmektedir ve bu konu hakkindaki ¢alismalar devam etmektedir (Poborilova, 2013).
Fizikokimyasal 6zelliklerin tanimlanmasi Al2O3 NP’lerinin toksik etkilerini belirlemek
icin gereklidir. Toksikolojik potansiyeli etkileyen baslica fizikokimyasal ozellikler:
partikiil biiytkligl, agregasyon durumu, sekil, kristal faz, kimyasal bilesim, ylizey
kimyasi, ¢ozlinme 6zellikleri, yiizey alan1 ve gézenekliliktir (Gatoo ve dig., 2014). Cesitli
calismalarda tartigilan bu fizikokimyasal niteliklerin 6zellikle partikiil ¢api, yiizey alani
ve agregasyon derecesinin kiiltlir ortamindaki birikmeye bagli olarak memeli hiicrelerine
kars1 toksisiteyi etkiledigi belirtilmistir (Nemmar ve dig., 2013, Bour ve dig., 2015,
Vinardell ve dig., 2015). Arastirmacilar Al,O3 NP’lerinin mikroalgler dahil olmak iizere
cesitli sucul organizmalarda toksik etkilere neden olabilecegini bildirmislerdir

(Kovriznych ve dig., 2013; Pakrashi ve dig., 2014; Benavides ve dig., 2016).
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Ayrica Bacillus subtilis, Eschericha coli, Psédo manas gibi ekotoksisite testi igin
kullanilan model organizmalarda Al,O3 NP’lerinin toksik etkileri gézlenmistir (Jiang ve
dig., 2009, Sadiq ve dig., 2014). Yapilan arastirmalar Al2O3 NP’lerinin mikroniikleus
olusum sikligin1 etkileyerek kromozomal kayiplara ve c¢esitli mutasyonlara neden

oldugunu gostermektedir (Di Virgilio ve dig., 2010).

Al,03 NP’leri kiigiik boyutlarindan dolayr merkezi sinir sistemine ulagabilir ve
norodejeneratif hasarlara neden olabilir (Wang ve dig., 2002). Yapilan bir ¢calismada
farkli konsantrasyonlarda Al,O3 NP’ii enjekte edilen siganlarin beyinleri incelenmistir.
Sonuglar Al203 NP’lerinin sigan beyninde kan-beyin bariyerine ulagarak endotelyal
hiicrelerin yapisinda bozulmalar meydana getirdigini, mitokondriyal membran
potansiyelini degistirdigini ve hiicresel oksidatif stresi indiikledigini gostermistir (Chen

ve dig., 2008).

Kara ve arkadaslar1 2020 yilinda yaptiklart ¢alismada Al,O3 NP’lerinin biiylik balmumu
giivesi olarak da bilinen konak tiir Galleria mellonella’nin total hemosit sayisina etkisini
incelemislerdir. Sonuglara gore biitiin deney gruplarinda hemosit sayilarinda farkliliklar
gbzlenmistir. Bu sonuglar Al2O3 NP’lerinin bdcekler {izerinde de toksik etkiler
gosterebilecegini ifade etmektedir. Yapilan gesitli ¢alismalar Al,O3 NP’lerinin canlilar
tizerinde toksik etkiler gosterebilecegini ve bu toksik etkilerin maruziyet sekline, dozuna,
birikimine ve canlinin fizyolojik 6zelliklerine bagli oldugunu ortaya koymaktadir (Morsy

ve dig., 2013).

Sekil 2.2. Alliminyum oksit kimyasal yapisi
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2.5. Galleria mellonella

Biiyiik balmumu giivesi G. mellonella Lepidoptera takiminda yer alan, ar1 kovanlarina ve
ar1 tiirlerine zarar veren bir bocek tiirtidiir. Bu 6zelligi nedeniyle aricilik sektoriinde biiyiik
zararlara neden olmaktadir (Haewoon ve dig., 1995; Charriere ve Imdorf, 1997). Ayn
zamanda holometabol bir bocek tiirii olan G. mellonella’nin yasam dongiisii, yumurta,
larva, pup ve ergin olmak iizere 4 donemden olusur (Akyol, 2013). Konak G. mellonella
iiretimi kolay ve hizli, yasam dongiisii kisa, ekonomik ve etik uygunlaga sahip bir bocek
tirtidiir. Bu nedenle in vivo ¢alismalarda 6nemli bir model organizma haline gelmistir

(Cook ve Mc Arthur, 2013).

G. mellonella 'nin sistematikteki yeri su sekildedir:
-Alem: Animalia

-Sube: Arthropoda

-Sinif: Insecta

-Takim: Lepidoptera

-Ustfamilya: Pyraloidea

-Familya: Pyralidae

-Altfamilya: Galleriinae

-Cins: Galleria (Fabricius, 1798)

-Tiir: Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)

G. mellonella art yetistiriciligi yapilan tiim bolgelerde olumsuz etkilere yol agan kiiresel
zararlilar arasinda ikinci sirada yer almaktadir (Selgukoglu, 1999). Bu tiire ait larvalarin
ar1 kovanlar tlizerinde sebep oldugu olumsuz etkilerden dolay1 biyolojisi, davranisi,
fizyolojisi, ekolojisi ve kontrolii lizerine bir¢ok arastirma yapilmistir (Maguire ve dig.,
2016; Er ve ark., 2017; Yiicel ve Kayis, 2019). Konak tiir G. mellonella’ nin model
organizma olarak kullanildig1 ¢aligmalarda; fare ve diger memeli hiicre kiiltiirii ile
karsilastirmali toksisite analizleri i¢in, ¢esitli patojenlerin viriilans degerlendirmeleri i¢in,
antifungal ve antibakteriyel ¢alismalarda in vivo model olarak kullanildig1 bilinmektedir
(Kelly ve Kavanagh, 2011; Maguire ve dig., 2016).

G. mellonella’nin ergin bireyleri nokturnal bdceklerdendir. Giindiizleri karanlikta

saklanirlar geceleri ise aktiflerdir. Ergin disi bireyler ¢iftlestiklerinde yaklasik 50-150
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yumurta birakir. Bu say1 omiirleri boyunca 600-700’e kadar ¢ikabilmektedir (Akyol,
2013). Yumurtalar beyaz krem renk araliginda, yumurta capi yaklasik 0,40 mm ve
yaklasik 0,45 mm boyundadir. Bu nedenle ¢iplak gozle gormek oldukca zordur (Charriere
ve Imdorf, 1997). Uygun ortam kosullar1 saglandiginda (bagil nem %29-33, optimum
sicaklik 29-35 °C) larvalar yaklagik 8-15 giinde ¢ikar. Gelisimleri sicaklik, besin ve nem
oranina bagl olan larvalar 7 larval evreye sahiptir. Yaklasik 40 giinde larval gelisimlerini
tamamlar ve ortalama 28 mm’ye kadar gelisebilirler. Gelisimlerini tamamlayan larvalar
pupa evresine geger (Caglar ve Tutkun, 2001). G. mellonella pupal donemde beslenmez,
ekonomik kayiplara larval donemde neden olur. Pupalar sar1 ve turuncu renkler
arasindadir. Pupal donem ortam kosullarina bagli olarak 7-15 giin arasinda siirmektedir.
Pupadan ¢ikan ergin bireyler ortalama 24 saat i¢inde ¢iftlesir. Erkek bireyler disi bireylere
oranla daha kiigiiktiir. Ortam sartlarina bagl olarak disi bireyler 1-3, erkek bireyler ise 2-

4 hafta yasar ve bu evrede beslenmezler (Charriere ve Imdorf, 1997).

2.6. Pimpla turionellae

Parazitoid tiirler beslenme davranisina gore ektoparazitoid ve endoparazitoid olmak {lizere
iki gruba aynlir (Godfray, 1994). Yumurtalari konagin iizerine birakan ve konak
viicudundan beslenen parazitoidler ektoparazitoidtir. Yumurtasini konak i¢ine birakip
konaktan beslenen parazitoidler ise endoparazitoidtir. Disi parazitoid konaga birden fazla
yumurta birakiyorsa ve bu yumurtadan birden fazla ergin birey gelisiyorsa bunlara
gregarparazitoid denir. Konaga disi parazitoid tarafindan birden fazla yumurta birakiliyor
ama sadece bir ergin birey gelisiyorsa bunlara soliterparazitoid denir (Godfray, 1994).
Hymenopter endoparazitoit bir tiir olan P. turionellae (L.), Lepidoptera ordosunun farkl
tiirlerinin pupunu parazitleyen polifaj bir parazit oldugundan O6nemli bir biyolojik

miicadele ajanidir (Sandlan, 1982).

P. turionellae' nin sistematikteki yeri su sekildedir:
- Alem: Animalia

- Sube: Arthropoda

- Sinif: Insecta

- Takim: Hymenoptera

- Ustfamilya: Ichneumonoidea

- Familya: Ichneumonidae

14



- Altfamilya: Pimplinae
- Cins: Pimpla

- Tiir: Pimpla turionellae (Linnaeus, 1758)

Parazitoid larvalar1 konak hemolenfi ile beslenip larva evresini tamamladiktan sonra
pupadan cikarlar. Ergin evreye ulasan disiler ortalama 3-6 giin i¢inde yumurtalarini
pupalara birakacak seviyeye ulasirlar. P. turionellae disisinin biraktig1 yumurtanin konak
pupasindan erginlesme siiresi konagin biiyiikliigiine ve parazitoidin cinsiyetine baglhdir.
Bu siire erkeklerde 16-18 giin disilerde ise 17-19 giin arasinda degismektedir. Pupa
déneminde g6z ve anten olusmaya baslar. Yasam siireleri ise ortalama 50-60 giin arasinda

degisiklik gostermektedir (Kansu ve Ugur, 1984; Ugkan ve Giilel, 1990).

Parazitoitler biyolojik miicadelede kullanilan ajanlar arasinda en uygun ve en az riske
sahip tiirlerdir (Andow ve dig., 1997). Birgogu Diptera ve Hymenoptera da olmak iizere
Coloeptera ve Hemiptera takimlarinda da parazitoit tiirler bulunmaktadir (Godfray,
1994). Gelisimleri i¢in konak tiirden faydalanan parazitoit tiirler ayn1 zamanda konak
tiriin bagisiklik, endokrin sistemlerinde ve gelisimlerinde zararlara neden olurlar
(Beckage ve Gelman, 2004). Hymenoptera parazitoit tiirler konaklarinin 6liimiine neden
olurlar ve yumurta ve larvalarinin konak tizerinde veya igerisinde gelismelerini saglamak
icin ¢esitli fizyolojik Ozellikler gosterirler (Godfray, 1994). Bu ozellikler konak
hareketinin kisitlanmas1 veya durdurulmasi, konak gelisiminin yavaslatilmas1 veya

durdurulmas: gibi etkileri kapsamakatadir.

Konak-endoparazitoit iligkisindeki siire¢ su sekilde islemektedir:

- Ergin doneme ulasmis disi parazitoit taarfindan konak tiire yumurta birakilmasi,

- Parazitoit tiiriin parazitleme davranisina gore konak tiirde meydana gelen metabolik ve
fizyolojik degisiklikler,

- Konak tiiriin 6lmesi ve olusan parazitoit neslinin konak viicut boslugundan ¢ikmasi

(Reed ve Brown, 1998).

2.7. Bocek Bagisiklik Sistemi

Omurgali canlilar dogal ve edinilmis bagisiklik sistemlerine sahipken omurgasiz canlilar
olan boceklerde yalnizca dogal bagisiklik sistemi bulunmaktadir (Strand, 1995).

Boceklerdeki bagisiklik sistemi humoral ve hiicresel yanitlar olmak iizere iki farkli gruba
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ayrilmaktadir (Rosales, 2011). Humoral savunma sistemi hemolenf melanizasyonu ve
pihtilagsmasi, reaktif nitrojen ve oksijen ana iiriinlerinin {iretimi ve antimikrobiyalpeptitler
(AMP) igerir (Kannost ve dig., 2004; Mastore ve dig., 2015; Shen ve dig., 2016). Hiicresel
savunma sistemi ise ¢esitli hemosit tipleri ile aracilik ettigi enkapsiilasyon, fagositoz ve
nodiilasyon igerir (Negri ve dig., 2014; Wu ve dig., 2016). Boceklerde hemosdl adi
verilen viicut boglugunda dolasan siviya hemolenf adi1 verilir (Rosales, 2011). Bocek
viicudunun yaklagik %5-40’1n1 olusturan hemolenf icerdigi pigmentlerden dolay1 sarimsi
bir renkte olabilecegi gibi renksiz de olabilir. Hemolenf icinde serbest bi¢imde dolagan
renksiz hiicrelere hemosit adi verilir (Gupta, 1985). Hemositler pihtilagma,
enkapsiilasyon, nodiil olusumu, yaralarin iyilesmesi, besin maddelerinin taginmasi gibi
birgok fizyolojik siirecte gorev almaktadir. G. mellonella’nin da yer aldigi Lepidoptera
takimi ile yapilan ¢calismlarda prohemoist, graniilosit, plazmatosit, 6nositoid ve sferiilosit

olmak iizere 5 farkli tipte hemosit tespit edilmistir (Strand, 2008; Wu ve dig., 2016).

Hiicresel savunmanin tiim basamaklarinda gorev alan plazmatositler hemolenfte en fazla
bulunan hemosit ¢esididir (Levin, 2007). Yabanci ylizeylere yapisabilme 6zelliginde olan
plazmatositler (Lavine ve Strand, 2002). Diger hemosit ¢esitlerine oranla hemolenfte
%30-60 arasinda bulunmaktadir. Boylar1 20-40 pm arasinda degisen plazmatositler
(Ribeiro ve Brehelin, 2016) hemolenfte tek ya da gruplar halinde bulunmaktadir.
Prohemositler kok hiicre 6zelligi gostererek hemosit tiplerinden bir veya daha fazlasina
farklilasabilmektedir (Lavine ve Strand, 2002). Diger hemositlerle karsilastirildiklarinda
prohemositler hemolenfte %1-7 arasinda bulunmaktadir. Hemolenfte bulunan en kiigiik
hemosit tipi olan prohemositler genellikle bocegin larval déneminde fazla bulunur. 4-10
um boyutunda ve oval goriintiiye sahip hemositlerdir (Levin, 2007). Yabanc1 yiizeylere
yapisma ve yayilma 6zelligi bulunan graniilositler yaklasik olarak hemolenfin %30-60’1m1
olusturur (Strand ve dig., 2006). Boyutlar1 4-45 um arasinda degigen graniilositler fagosit
olarak da islev gormektedir. Hemolenfte en az bulunan hemosit ¢esidi olan sfertilositler

5-20 um boyutlarindadir (Hall, 1983).

Fagositoz, melanizasyon ve pihtilasmada gorevli olan sferiilositlermembrana bagimli
kiiresel hiicrelerdir (Levin, 2007). Hemolenfte az miktarda bulunan 6nositoidler diger

hemositlere oranla en biiylik yapida olan hiicrelerdir (Hall, 1983). Boyutlar1 yaklasik 54
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um olan 6nositoidler hemolenfte %1-2 oraninda bulunur. Onositoidler fenoloksidaz

enziminin ana bilesenleridir (Lavine ve Strand, 2002; Vogelwheith ve dig., 2016).

Sekil 2.3. Béqek hemosit ¢esitleri PR: Prohemosit, PL: Plazmatosit, GR: Graniilosit, Sp:
Sferosit, Co: Onositoit (Nation, 2002)
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1. Laboratuvar Kosullar

Konak ve parazitoid kiiltiirleri Kocaeli Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Hayvan Fizyolojisi Laboratuvarinda yetistirildi. Kiiltir devamliliginin
saglanmasinda ve deneyler siiresince laboratuvarda 25+5°C sicaklik, %6045 bagil nem
ve 12: 12 saat (Aydinhik: Karanlik) 1siklandirma sartlar1 saglandi. Nem degerleri ve
sicaklik, nem dlger ve termometre ile devamli olarak takip edildi. Aydinlik ve karanlik

stiresi fotoperiyot cihazlar kullanilarak ayarlandi.

3.2. Konak Kiiltiirii

Deneylerimizde konak olarak biiyiikk balmumu giivesi G. mellonella kullanildi.
Konak G. mellonella kiiltiiriiniin devamlilig1 igin, i¢inde dogal kararmis petek bulunan 1
1t'lik kavanozlara 4 erkek ve 4 disi G. mellonella erginleri koyulup hava sirkiilasyonunu
onlemeyecek sekilde bir bez ve paket lastigi ile kapatildi. Kavanozlar 25 £ 5 °C sicaklik,
%60 + 5 bagil nem ve 24 saat karanlik ortam sartlarinda laboratuvarda muhafaza edildi.
Yumurtadan yeni ¢ikan larvalarin beslenebilmesi i¢in, Sak ve digerlerinin (2006) 6nerdigi
sentetik besinin kepek miktarinin degistirilmis hali kullanildi. Bu sekilde hazirlanan
sentetik besin igerigine ¢esitli dozlarda hazirlanmis (50 ppm, 100 ppm, 500 ppm ve 1000
ppm) Al2Os NP’leri (Sigma A., Germany, nanopowder, <50 nm) ilave edilen distile su
eklendi. Ayrica bir grup G. mellonella larvasi yalnizca distile su i¢eren diyetle beslenerek
bir kontrol grubu olusturuldu. Uygun boyuta (0.21 + 0.01 g) gelen G. mellonella
larvalarinin bir kismi1 deneylerde kullanilmak iizere ayrildi. Diger larvalar ise pupa
olusturmalart i¢in i¢inde katlanmis teksir kagitlar1 bulunan petri kaplarinda bekletildi.
Olusan pupalarin bir kismi endoparazitoid P. turionellae kiiltiiriiniin devamlilig1 i¢in
kullanildi. Geri kalan pupalar konak kiiltliriiniin devamliligi i¢in uygun kosullarda

muhafaza edildi.

Sekil 3.1. Galleria mellonella larvalar
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3.3. Parazitid Kiiltiirii

Deneylerimizde parazitoid tiir olarak kullamlan P. turionellae Kocaeli Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hayvan Fizyolojisi Laboratuvari’nda yetistirildi.
Hem kiiltiir devamliligi hem de deneylerde kullanilmak iizere yetistirilen P. turionellae
bireyleri igin laboratuvarda 25+5°Csicaklik, %6045 bagil nem ve 12: 12 saat (Aydinlik:
Karanlik) 1siklandirma kosullar1 saglandi. P. turionellae’nin beslenmesi i¢in diizenli

araliklarla bal ¢ozeltisi emdirilmis steril pamuk kullanildi.

Ayrica belli zaman araliklarinda konak pupalarinin hemolenfleriyle beslenmeleri
saglandi. Pupadan ¢ikan P. turionellae’lar {i¢ yanmi tellerle kapatilmis 25x25 cm
dlciilerindeki ahsap kafeslerde yetistirildi. Ureme olgunluguna ulasan bireyler cam
tiiplere alind1 ve konak pupalarini parazitlemeleri saglandi. Deney ve kontrol gruplarina
ait parazitlenmis pupalar petri kaplarina alinarak tarih etiketlemesi yapildi ve uygun
kosullar altinda gelismeye birakildi. 18-20 giin arasinda pupalardan ¢ikan P. turionellae
bireyleri yagsam dongiilerini takip etmek iizere 500 ml’lik cam kavanozlara alindu.
Kavonozlarda muhafaza edilen parazitoidler yukarida belirtildigi gibi bal ¢ozeltisi

emdirilmis steril pamuk kullanilarak beslendi.

Sekil 3.2. Pimpla turionellae ergin bireyleri
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Sekil 3.3. Pimpla turionellae disi bireyi

3.4. Aliiminyum OXksit Nanopartikiillerinin Kullanilmasi

Calismamizda yumurtadan yeni ¢ikan larvalarin beslenebilmesi i¢in, Sak ve digerlerinin
(2006) onerdigi sentetik besinin kepek miktarinin degistirilmis hali kullanildi. Bu sekilde
hazirlanan sentetik besin igerigine ticari olarak temin edilen ve gesitli dozlarda
hazirlanmig (50 ppm, 100 ppm, 500 ppm ve 1000 ppm) Al.O3 NP’leri eklendi. Ayrica bir
grup G. mellonella larvasi yalnizca distile su igeren diyetle beslenerek bir kontrol grubu
olusturuldu. G. mellonella larvalarinin total hemosit sayilar1, hemosit tipleri ve biyolojik
ozelliklerini incelemek i¢in her bir deney grubunda 5’er larva olmak tizere toplamda 15’er
larva kullanild1. Farkli dozlarda Al>O3 igeren diyet ile beslenen konak kiiltiiriiniin total
hemosit sayisi, hemosit tipleri ve yasam dongiisii incelendi. Ayrica ayni
konsantrasyonlara maruz birakilan G. mellonella pupalari ile parazitlenen parazitoid P.

turionellae'nin yasam dongiisii incelendi.

3.5. Galleria mellonella’nin Yasam Dongiisii

G. mellonella larvalar farkli dozlarda (50, 100, 500 ve 1000 ppm) Al203 NP’leri iceren
diyet ile beslenmek {izere uygun laboratuvar kosullarinda (25 £ 5°C sicaklik, 20 %60 + 5
bagil nem ve 12: 12 saat (Aydinlik: Karanlik) isiklandirma) bekletildi. Al.O3
nanopartikiillerinin G. mellonella’nin biyolojik 6zelliklerine etkilerini belirlemek i¢in her

giin gdzlem yapildi. Degisiklikler kaydedildi.
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Sekil 3.4.Galleria mellonella’nin larva evresi

Sekil 3.5.Galleria mellonella 'nin pupa evresi

Farkli dozlarda AlI,O3 NP (50, 100, 500 ve 1000 ppm) igeren diyet ile beslenenen G.
mellonella larvalarimin ve kontrol grubu larvalarinin pupa doéneminden ergin birey
oluncaya kadar gecen siire giin olarak hesaplandi. Olusan pupalar diizenli olarak
gozlemlendi ve degisiklikler kaydedildi. Ergin bireylerin ¢ikis tarihi not edildi ve
Oliinceye kadar gecen siire ergin yasam siiresi olarak hesaplandi. Ergin birey agirliklarini
tespit etmek icin pupadan ciktiklar1 giin hassas terazide tartilarak miligram seklinde
kaydedildi. G. mellonella’nin ergin bireylerinin boylar1 6ldiikleri giin 6lgiilerek mm
seklinde not edildi.
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Sekil 3.6. Galleria mellonella ergin bireyi
3.6. Pimpla turionellaa’nin Yasam Dongiisii

Farkli dozlarda (50, 100, 500 ve 1000 ppm) Al2O3 NP’leri iceren diyet ile beslenen G.
mellonella larvalar1 ve kontrol grubu larvalari petri kaplarina alindi. Laboratuvarda
25+5°C sicaklik, %60+5 bagil nem ve 12: 12 saat (Aydinhk: Karanlik) 1siklandirma
kosullarinda pupa oluncaya kadar bekletildi. Degisiklikler gozlemlenip kaydedildi.
Olusan pupalar ireme olgunluguna ulasmis P. turionellae disileri tarafindan
parazitlendirildi. G. mellonella larvalarinin pupa olma siiresi, P. turionelllae bireylerinin
pupadan ¢ikis siiresi, ergin yasam siiresi diizenli olarak gdzlemlenerek kaydedildi. Ayrica

P. turionella boy ve agirliklari 6lgiilerek not edildi.

Sekil 3.7. Ergin Pimpla turionellae disisinin konak pupa parazitlemesi
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3.7. Galleria mellonella Larvasinin Total Hemosit Sayisi

Farkli dozlarda Al,O3 NP’leri uygulanan ve kontrol grubu G. mellonella larvalarinin
hemosit sayilarmin belirlenmesi i¢in deney gruplart olusturuldu. Deney gruplari
olusturulurken her bir doz ve kontrol gruplari i¢in farkli zaman araliklarinda ti¢ kez tekrar
yapildi ve toplamda 15’er larva kullanildi. Uygun boyuta gelen larvalar (0.21 £+ 0.1 mg)
deneylerde kullanilmak iizere ayrildi. Hemolenf elde edebilmek ig¢in, larvalar buz
tizerinde 2 dakika kadar bekletilerek hareketlerinin yavaslamasi saglandi. Larvalar
%70’1ik etanol ile silindikten sonra birinci arka bacak iizerinden ince uglu diseksiyon
ignesi ile delindi. 4 pul hemolenf mikropipet ile ¢ekildi. Elde edilen hemolenf buz iizerinde
bekletilen ve igerisinde 36 pl pihtilasma Onleyici soliisyon iceren eppendorf tiiplerine
aktarildi. Elde edilen hiicre slispansiyonundan 10 pl hemolenf ¢ekilerek Neubauer lamina
aktarildi. Hemositler Nikon Ti-U model faz-kontrast mikroskobunda 60x biiyiitmede

sayildi.

R T
0.100mm

o
0,0025 mm? mﬁgp

Sekil 3.8. Neubauer hemositometre lami1

Neubauer hemosimetre iki farkli sayim alanina sahip ve bu sayim alanlarinin bir ¢ukurla
birbirinden ayrildig1 bir sayma lamidir. Sayma lamlarinin her birinde kdselerde dort adet
1 mm?*’lik biiylik kareler bulunur. Bu kareler 16 adet kareye ayrilmistir (1/4x1/4=1/16
mm?) ortada yer alan biiyiik kare 25 orta biiyiikliikte kareye ayrilmistir. Bu karelerin etrafi
cift ¢izgi ile ¢evrilidir. Her bir orta kare 16 kii¢iik kareye boliinmiis durumdadir. Ortadaki
alanda 25 tane orta kare 400 tane de kiiciik kare bulunur. Sayim alaninin disinda kalan

kenarlar sayim alani yiizeyinden 0,1 mm yiiksektir. Bir kiiciik karenin alani

1/20x1/20=1/400 mm?'dir. Total hemosit sayisiin belirlenmesi igin orta kisimda
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bulunan 25 orta biiyiikliikte kareye ayrilmis ve her bir orta karenin de 16 kiigiik kareye

boliindiigii 1 mm?’lik biiyiik karenin tamami say1ld.

Hiicre sayis1 / ml = Biiyiik karede sayilan hiicre sayist1 X Sulandirma kat sayis1 x 10*

formiilii kullanilarak milimetrede toplam hemosit sayisi hesaplandi.

%
1
!
|

Sekil 3.9. Neubauer hemositometresi sayim alani
3.8. Galleria mellonella Hemosit Tipleri

Hemosit tiplerinin belirlenmesi i¢in 0.21 + 0.1 g’lik G. mellonella larvalar: kullanildi.
Deney gruplart olusturulurken her bir doz ve kontrol gruplari i¢in farkli zaman
araliklarinda 3 kez tekrar yapildi ve toplamda 15’er larva kullanildi. Larvalarin hemosit
tiplerini belirlemek i¢in birinci arka bacak {izerinden ince uglu diseksiyon ignesiyle
delindi. 5 ul hemolenf mikropipet ile ¢ekildi. Hemolenfler alkolle temizlenmis lam
tizerine yayilarak oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kurutma isleminden sonra lamlar
fiksasyon icin 5 dakika metanol: asetik asit (3:1) icinde bekletildi. Lam tizerindeki
metanol akitilarak kurumaya birakildi. Kuruyan lamlar giemsa boya ¢ozeltisine (3 ml

giemsa, 57 ml PBS) alinarak 10 dakika boyunca bekletildi. Boyanma siireci sonunda
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lamlar 6nce distile su ardindan PBS ile yikandi ve kurumasi beklenildi. Preparatlar
hemosit tiplerini belirlemek igin faz-kontrast mikroskobunda incelendi ve fotograflari

cekildi.

3.9. istatistiksel Analiz

Deneyler sonucu elde ettigimiz verilerin ortalamalar1 SPSS 18. Versiyonunda
IndependentSamples T test ve Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) kullanilarak
hesaplandi. Tek yonlii varyans analizinde ortalamalarin homojen olmasi durumunda
Tukey HSD (Tukey’s Honestly Significant Difference) testi kullanildi. Tiim istatistik

testlerinde giiven sinir1 0.05 olarak esas alind1 (P<0,05).
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4, BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Galleria mellonella Larvalarimnin Yasam Dongiisii

Birinci larval evreden itibaren Al2Os NP’i igeren diyet ile beslenen G. mellonella

larvalarinin biyolojik 6zellikleri Tablo 4.1.’de verilmektedir.

Tablo 4.1. Al203 NP’lerinin konak G. mellonella nin yasam dongiisiine etkileri

G.
G. mellonella G. mellonella G. mellonella mellonela G. mellonella
Gruplar  pypOIma  Ergin Cikis  Ergin Yasam Ergin Birey Ergin Birey

Siiresi (giin) Siiresi (giin)  Siiresi (giin) Agirhk Boy (mm)
(mg)

Kontrol 27,140,332 14,240,428  14,8+0,432 79,7+0,40 13,740,392
50 ppm  23,6+0,37°°  12,4+0,41*  10,7+0,432P 81,140,358  14,4+0,47°
100 ppm  24,740,332°  12,940,50®  9,33+0,38" 80,3+0,36% 13,940,412
500 ppm  22,4+0,4320  10,8+0,412P 11,840,482 82,6+0,46% 14,240,352
1000 ppm  20,9+0,44°  9,66+0,39° 12,040,222 80,8+0,39% 13,240,412

F 37,152 17,090 26,765 7,701 1,118

Sig. 0,806 0,891 0,942 0,725 0,792

df 4 4 4 4 4

* Ayni siitunda ve satirda ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
onemsizdir (P>0,05). Farkli zaman araliklarinda her doz ve kontrol gruplar icin 3 tekrar
15'er larva kullanildi.

Yaptigimiz deneyler sonucunda farkli dozlarda Al203 NP’tine maruz kalan G. mellonella
larvalarinin pupal gelisim siireleri, ergin ¢ikis ve ergin yasam siirelerinin kisaldig: tespit
edildi. G. mellonella larvalarinin agirlik ve boy uzunlugunda ise 6nemli bir fark olmadigi
belirlendi. Kontrol grubunda 27,1+0,33 giin olan pup olma siiresinin Al.O3 NP
konsantrasyonu arttikga azalma gosterdigi ve 1000 ppm dozda 20,9+0,44 giine kadar
diistiigi gorildi. 14,2+0,42 giin olan ergin ¢ikis siiresinin 50 ppm Al203 uygulanan
larvalarda 10,8+0,41 giine, 1000 ppm Al,O3 NP’leri uygulanan larvalarda ise 9,66+0,39

giine kadar diisiis oldugu tespit edildi. G. mellonella ergin yasam siirelerinin kontrol
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grubunda 14,8+0,43 giinken Al,O3 NP’leri uygulanmasi sonucu kisaldigi ve en kisa ergin

yasam siiresinin 9,33+0,34 giinle 100 ppm’de oldugu gézlemlendi.

Yapilan bir ¢aligmada aliiminyum kloriirin G. mellonella’nin biyolojik 6zelliklerine
etkileri arastirilmistir. Sonuclar pup olusum ve yasam siiresinde kisalma oldugunu
gostermistir (Yilmaz, 2013). Bu veriler c¢alismamizla karsilastirildiginda deney
sonuclarimizi destekler niteliktedir. Yapilan baska bir caligmada titanyum dioksit ve
glimiis oksit NP’lerinin Kimiz1 Kaliforniya Solucani Eisenia fetida’nin tizerindeki etkileri
incelenmistir. Sonuglara gére nanopartikiillerin solucanlarin hayatta kalma orani ve
gelisimini ihmal edilebilir diizeyde etkiledigini gosterirken lireme aktivitesinde azalma

meydana getirdigi belirlenmistir (Kwaak ve An, 2015).

G. mellonella larvalarinda gelisim ve ergin yasam siiresinin kisalmast Al>O3 NP’lerinin
konak tiirli metabolik agidan etkiledigini ifade edebilir. G. mellonella erginlerinin yasam
stirelerindeki kisalma konak tiiriin daha az sayida yumurta birakacagi anlamina
gelmektedir. Bu sonug AloO3 NP’lerinin G. mellonella’nin tireme aktivitesini olumsuz

acidan etkiledigini gostermektedir (Sekil 4.1.)
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan Al,O3 NP’lerinin Galleria mellonella
yasam dongiisiine etkileri
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4.2. Pimpla turionellae’nin Yasam Dongiisii

Farkli konsantrasyonlarda kullanilan Al,Os NP’lerinin P. turionelllae biyolojik

Ozelliklerine etkileri Tablo 4.2'de verilmistir.
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan Al203 NP’lerinin Galleria mellonella’nin
agirlik ve boyuna etkisi

Deney sonuglarimiza gore Al,O3 NP’ii uygulamasi sonucu konak tiir G. mellonella
larvalarinin pup olma siiresinde ve parazitoid tiir P. turionellae’nin ergin ¢ikis siiresinde
kisalma oldugu goriildii. P. turionellae’nin ergin yasam siiresi, ergin birey agirligi ve boy
uzunlugunda ise 6nemli bir fark olmadig tespit edildi. G. mellonella larvalarmin pup
olma siiresi kontrol grubunda 26,3+0,42 giinken 1000 ppm’de 21,47+0,40 giine kadar
diistiigii gozlemlendi. P. turionellae ergin ¢ikis siiresi kontrol grubunda 20,9+0,33 giinken
Al2O3 uygulanmasina bagl olarak diisiis gosterdigi ve en kisa ergin ¢ikis siiresinin

18,4+0,34 giinle 500 ppm’de oldugu goriildii (Sekil 4.3.)
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan Al,O3 NP’lerinin Pimpla turionellae
yasam dongiisiine etkileri
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Tablo 4.2. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan Al,O3 NP’lerinin P. turionelllae’ nin
yasam dongiisiine etkileri.

G. P. ) P.turionellae P. )
mellonella turionellae Erain turionellae P. turionellae
Gruplar  pyp Olma  Ergin Cikis g P, Ergin Birey
Siiresi Siiresi Yasam Ergin Birey Boy (mm)
.. .. Siiresi (giin) Agirhk (mg) y
(giin) (giin)

Kontrol  26,3+0,46*  20,9+0,37% 24,5+0,45% 18,34£0,53*  11,3+0,51%
50 ppm 23,4041 19,6+0,46 23+0,40? 17,940,56*  10,9+0,46%
100 ppm  24,9+0,43%P  19,3+0,42° 23,3+0,34% 17,6+0,54*  10,6+0,39%

500 ppm  22,8+0,43°  18,4+047°  23.8+0,42%  17,74040°  11+0,55

1000 ppm  21,4+0,52¢  18,6+0,42%0 24,240,407 18£0,61%  10,8+0,38%
F 17,054 5,118 2,317 0,239 0,291
Sig. 0,934 0,823 0,732 0,304 0,792
df 4 4 4 4 4

* Ayni siitunda ve satirda ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
onemsizdir (P>0,05). Farkli zaman araliklarinda her doz ve kontrol gruplart i¢in 3 tekrar

15'er larva kullanildi.

Yapilan bir ¢aligmada bir agir metal olan bakirin P. turionellae’nin yagsam ve gelisimi
tizerindeki etkileri arastirilmis ve bakir konsantrasyonu arttik¢a yasam siiresinin kisaldigi
tespit edilmistir (Yilmaz, 2013). Kaydan ve Sulang¢ yaptiklar1 ¢alismada kursun ve
kadmiyumun P. turionellae’nin yumurta {retimi ve agilimi iizerine etkilerini
incelemislerdir. Sonuglar farkli konsantrasyonlarda uygulanmis kursun-nitratin P.
turionella’nin yumurta verimini etkilemedigini gostermistir. Farkli konsantrasyonlarda
kadmiyum-kloiirire maruz kalan P. turionellae’nin yumurta sayisinda ise Onemli
derecede azalma oldugu tespit edilmistir. Bakir, ¢inko ve kalsiyumun P. turionellae’nin
ergin ¢ikis siiresi lizerine etkilerinin arastirildigi bir baska calismada diisiik

konsantrasyonlarda bir etki gdzlenmezken yiiksek konsantrasyonlarda uygulanmasi
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sonucu P. turionellae’nin ergin ¢ikis siiresinde dnemli dlgiide artis oldugu belirlenmistir

(Karaaslan ve Ozalp, 2020).

Deney sonuglarimiz literatlirle karsilastirildiginda olusacak toksik etkilerin P.
turionellae’nin maruz kaldigi maddenin kimyasal yapisina, maruz kalma sekline, dozuna

ve maruz kalma siiresine bagli olarak degisiklik gosterdigi sonucu ¢ikarilabilir.
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan Al,O3 NP’lerinin Pimpla turionellae’nin

agirlik ve boyuna etkisi

4.3. G. mellonella’nin Total Hemosit Sayisi
Birinci larval evreden itibaren Al.O3 NP’leri igeren diyet ile beslenen G.mellonella

larvalarinin total hemosit sayilar1 Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan Al203 NP’lerinin konak G.
mellonella’nin total hemosit sayisina etkisi.

Gruplar Total Hemosit (hiicre/ml)*
Kontrol 49+0,89
50 ppm 34+0,83P
100 ppm 26,9+0,55°¢
500 ppm 20,10,324
1000 ppm 18,240,764
F 3,587
Sig. 0,008
df 4

* Ayni siitunda ve satirda ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
onemsizdir (P>0,05). Her grup i¢in farkli zaman araliklarinda 3 tekrar yapildi ve
toplamda 15'er larva kullanildi.
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Yaptigimiz deneyler sonucunda farkli konsantrasyonlarda Al,O3 NP’leri uygulanan G.
mellonella larvalarinin total hemosit sayilarinda 6nemli 6lgiide azalma oldugu tespit
edildi. Kontrol grubunda 49+0,89 olan total hemosit sayisinin 50 ppm’de 34+0,83, 100
ppm’de 26,9+0,55, 500 ppm’de 20,1+0,32 ve 1000 ppm’de 18,2+0,76’ya kadar diistiigi
goriildi (Sekil 4.5.).

Eskin (2017), yaptigi ¢alismada giimiis ve ¢inko oksit NP’lerinin G. mellonella
larvalarinin hemosit sayilaria etkilerini incelemistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore
giimiis ve ¢inko oksit NP’lerinin hemosit sayisinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir.
Yine bir baska ¢alismada Kara ve arkadaslar1 (2020), Al,03 NP’lerinin G. mellonella’nin
total hemosit sayisina etkilerini arastirmis ve hemosit sayisinda azalma oldugunu
belirtmislerdir. Hemositler bocek bagisikliginda aktif rol oynayan hiicrelerdir. Hemosit
sayilariin kontrol grubuna kiyasla azalma gostermesi Al2O3 nanopartikiillerinin G.
mellonella immiin sisteminde baskilayict bir etki yaptigini ortaya koymakatdir. Ote
yandan Yilmaz (2013) yaptig1 ¢alismada aliiminyum kloriiriin G. mellonella’nin hemosit
sayilarina etkilerini incelemis ve hemosit sayilarinda kontrol gruplarina gore fark
olmadigint belirtmistir. Bu sonuglar ¢alismamizla karsilastirildiginda olusacak toksik
etkinin agir metalin kimyasal ozelliklerine, dozuna ve maruz kalma sekline gore

degisiklik gosterebilecegini ifade etmektedir (Hughes, 2006).
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan Al,O3 NP’lerinin Galleria mellonella total
hemosit sayisina etkisi
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4.4. G. mellonella’min Hemosit Tipleri

Birinci larval evreden itibaren farkli konsantrasyonlarda kullanilan Al,O3 NP’leri igeren

diyet ile beslenen G.mellonella larvalarinin hemosit tipleri Tablo 4.4.”de verilmistir.

Lepidoptera takimina ait bir tiiriin hemositleri incelendiginde prohemosit, plazmatosit,
graniilosit, sferiilosit ve Onositoid olmak iizere alt1 tip hemosit oldugu bildirilmistir
(Strand ve Pech, 1995). Yaptigimiz galismalar sonucunda G. mellonella hemolenfindeki
hemositlerin biiytik bir kismini graniilositlerin daha sonra sirasiyla plazmatosit, 6nositoid,
prohemosit ve sferiilositlerin olusturdugu tespit edidi. Al,O3 NP’leri uygulanmasi sonucu
graniilosit, 6nositoid, sferiilosit ve prohemosit sayisinda azalma, plazmatosit sayisinda ise
artis oldugu goézlemlendi. Kontrol grubunda 59,5+,70 olan graniilosit sayisininAl>O3
nanopartikiilleri uygulanmasi sonucu 500 ppm’de 30,6+,70 ve 1000 ppm’de 25,6+,94’¢
kadar diisiis gosterdigi tespit edildi. Prohemosit sayisi kontrol grubunda 20,3+,76 iken
1000 ppm’de 7,34,72’¢ sferiilosit sayis1 18,6+,55 iken 1000 ppm’de 7,2+,64’¢e, 6nositoid
sayist ise 24+,63 iken 1000 ppm’de 8,5+,63’¢ diistiigli belirlendi. Kontrol grubunda
30,14,66 olan plazmatosit sayisinin 53,8+1,01 olarak yiikseldigi tespit edildi (Sekil 4.6.).

Tablo 4.4. Farkli konsantrasyonlarda
mellonella’nin hemosit tiplerine etkisi.

kullanilan Al>O3 NP’lerinin konak G.

Gruplar Onositoid Plazmatosit Graniilosit Prohemosit  Sferiilosit
Kontrol  24+0,63% 30,140,66  59,5+0,70°  20,3+0,76"  18,6+0,55°
50ppm  18,3+0,70°  39,6+0,66°  49,0+0,71° 16,6+0,77°  11,4+0,67°
100 ppm  14,1£0,74°  42,5+0,89°  422+0,69° 13,6+0,61°  11,4+0,53°
500 ppm  10,5+0,634 53 +0,98° 30,640,709 10,4+0,61°  9,2+0,87°
1000 ppm  8,5+,634 53,8+1,01° 25,64,94c  73+72b 724,640
F 84,439 132,322 325,674 52,264 41,080
Sig. 0,865 0,160 0,612 0,815 0,366
df 4 4 4 4 4

* Ayni siitunda ve satirda ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak

onemsizdir (P>0,05). Her grup i¢in farkli zaman araliklarinda 3 tekrar yapildi ve

toplamda 15'er larva kullanildi.
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Yapilan bir ¢alismada aliiminyum kloriiriin G. mellonella’nin hemosit tiplerine etkileri
incelenmistir. Sonuclar G. mellonella nin hemosit tiplerinde 6nemli derecede bir
degisiklik olmadigi tespit edilmistir (Y1lmaz, 2013). Bakir ve ¢inko karsimlarinin hemosit
tiplerine etkilerinin arastirildig: bir baska calismada ise prohemosit, graniilosit, sferilosit
ve Onositoid sayisinda azalma gozlenirken plazmatosit sayisinda artis oldugu

bildirilmistir (Kara, 2020).

Prohemositlerin agir metal maruziyetine karst bir tepki gosterdigi ve bu hiicrelerin
graniilosit, sferiilosit gibi diger hiicrelere doniisebilmesinden dolayr sayilarinda bir
azalma oldugu diisliniilmektedir (Levin, 2007). Graniilosit, sferiilosit ve Onositoid
sayisindaki azalmanin ise Al2O3 NP’lerinin G. mellonella’nin bagisiklik sistemini
baskilayarak hiicresel savunmada gorev alan hemositlerin miktarinda azalma meydana
getirebilecegini gostermektedir. Plazmatosit sayisi Al2O3 nanopartikiilii uygulamasi
yapilan gruplarda kontrol grubuna kiyasla bir artig gdstermistir. Bu artis plazmatositlerin
metalleri hemosol duvarina yapistirarak biriktirdigini ve bu sekilde metallere kars1 bir

direng gostermesiyle iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir (Sendi ve ark., 2018).
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan Al,Os NP’lerinin Galleria mellonella
hemosit tiplerine etkileri
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Agir metal toksisitesi sonucunda meydana gelen tiim fizyolojik degisimlerin biiylime,
gelisme, yasam siiresi ve Uretkenlik iizerindeki olumsuz etkileri yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir. Olusacak toksik etki agir metalin kimyasal 6zelliklerine, dozuna, siiresine
ve maruz kalma sekline gore degisiklik gostermektedir (Hughes, 2006). Bir agir metal
olan Al fiziksel ve kimyasal ozelliklerinden dolayr bir¢ok alanda sik¢a tercih
edilmektedir. Ancak viicuda yiiksek konsantrasyonda alinmasi sonucu toksik etkiler
yaratmaktadir (Yalgin, 2009). Al viicuda besin, solunum ve deri yoluyla alinabilmektedir.
Ek olarak diyaliz ve baz1 Al igeren ilaglar gibi spesifik tibbi miidahaleler dokularda Al
birikmesine neden olabilir (Chen ve dig., 2008). Yiksek dozlarda Al maruziyetinin
insanlarda alzheimer, parkinson ve demans gibi bazi nérodejeneratif hastaliklarla iliskili
oldugu one siirtilmiistiir (Oyanagi, 2005; Miu ve Benga, 2006; Savory ve dig., 2006; Wu
ve dig., 2012). Ayrica Al antioksidan enzimlerin aktivitesini etkiledigi, hiicresel metal
homeostazini bozdugu (Middaugh ve dig., 2005; Kim ve dig., 2007; Wu ve dig., 2012)
ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS) arttirdig1 yapilan g¢alismalar sonucu belirlenmistir
(Khanna ve Nehru, 2007; Kumar ve dig., 2009). ROS artis1 genellikle oksidatif strese
neden olmaktadir ve bu durum canhida farkli sistemlerde hiicresel hasara sebep

olmaktadir (Mendez-Armenta ve dig., 2011).

Essiz fizikokimyasal 6zellikleri ve morfolojileri nedeniyle 6rnegin; yiiksek yiizey/hacim
orani, yiiksek kimyasal reaktivite ve mekanik direng NP’leri ticari ve teknolojik
uygulamalar i¢in ¢ekici bir malzeme haline getirmistir (Doskocz ve dig., 2017).
Nanoteknolojinin yapi taslar1 olarak kabul edilen NP’ler kozmetik, giyim, elektronik,
ilaglar ve giibre iiretimi gibi bir¢ok uygulama alaninda kullanilmaktadir (Vilchez ve dig.,
2015). Nano olgekli parcaciklarin genis uygulama alanma sahip olmasiyla birlikte
canlilarin bu parcgaciklara maruz kalma riski belirgin bicimde artmistir (Li ve dig., 2009).
Yapilan aragtirmalara gére 2005 yilinda sadece 54 tip ticari NP varken bu rakam 2014
yilinda 1814’e kadar yiikselmistir (Vance ve dig., 2014). Nanoteknolojinin gelisimi ve
yeni nanoboyutlu fonksiyonel malzemelerin gelistirilmesi ¢cevrede “nanoatiklar” seklinde
potasiyel bir atik tiiriiniin olusumuna neden olabilecegi diistiniilmektedir (Asztemborska
ve dig., 2015; Bystrzejewska-Piotrowska ve dig., 2009). NP’lerin iiretimi ve kullanimi
bunlarin hava, atik su ve ylizey sular1 yoluyla cevreye yayilmasina neden olmaktadir

(Doskocz ve dig., 2017). NP’lerin kullaniminin artmasindan dolay1 bu maddelere maruz
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kalma sonucu saglik lizerindeki olasi olumsuz etkileri de hizla artmaktadir (Park ve dig.,
2014).

Navarro ve arkadaslar1 (2008) NP’lerin toprak ¢ozeltisinden algler, mantarlar ve bitkilerle
etkilesime girebilecegini ve bdylece besin zincirine katilarak hayvanlar ve insanlar i¢in
ciddi sorunlara neden olabilecegini bildirmisleridir. 2009 yilinda Song ve arkadaslarinin
yaptig1 calisma NP’leri insanlar iizerindeki toksik etkileri oldugunu gosteren ilk
caligmadir. Calismada Pekin’de 2007-2008 yillart arasinda herhangi bir saglik problemi
bulunmayan, sigara kullanmamis, ayni1 meslek grubuna mensup 18-47 yas arasindaki yedi
kadin hasta gozlemlenmistir. Hastalarin nefes darlig1 basta olmak {izere ortak bulgulara
sahip oldugu goriilmiistiir. Yapilan incelemeler sonucunda akciger epitel hiicreleri,
sitoplazma ve plevral sivilarinda nanopartikiillere rastlanmistir. Bu sonuglar NP’lere
kronik maruziyet sonucu insan akcigerlerinde ciddi hasara neden olabilecegini ortaya

koymustur (Song ve dig., 2009).

Al03 NP’leri en yaygin kullanilan nanomalzemelerden biridir (Jin ve dig., 2017).
Kozmetik dolgu maddeleri, ambalaj malzemeleri, mutfak ara¢ geregleri ve kisisel bakim
tiriinleri gibi giinliik hayatta sik¢a karsilasilan tirtinlerde kullanilmaktadir (Hanneman ve
Szabo, 2010). NP’ler arasinda en sik iiretilen ve kullanilan Al,0O3 NP’lerinin toksik etkiler
olusturabilecegi yapilan ¢alismalar sonucu ortaya konmustur (Poborilova, 2013). Al,O3
NP’leri mitokondriyal bozulma ve oksidatif stres yoluyla ndrotoksisiteyi indiikleyerek
noral hiire kaybina neden olmaktadir (Chen ve dig., 2008; Zhang ve dig., 2011; Dong ve
dig. 2011). Ek olarak Marsy ve arkadaslar1 (2013) Al.Os NP’lerinin toksik etkilerinin
maruz kalinan doza, maruz kalma siiresine ve maruz kalan dokuya bagli oldugunu

bildirmistir.

Bocekler dogal bagisikliklar: sayesinde kendilerini enfeksiyon yapici organizmalara karsi
koruyan, yapisal ve genetik Ozelliklerine bagli olarak farklilik gosteren bir dirence
sahiplerdir (Schmidt ve dig., 2001; Lavine ve Strand, 2002; Strand, 2008). Boceklerde
bagisiklik sistemi humoral ve hiicresel bagisiklik olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir.
Hemolenf pihtilagsmasi, melanizasyon ve antimikrobiyal peptidlerin sentezi humoral
savunmada yer alan bagisiklik yanitlaridir (Vilmos ve Kurucz, 1998). Hiicresel bagisiklik
sistemi ise hemositlerin aktif rol aldigi, yapisal ve morfolojik degisiklikleri sonucu

hemosit aracilt gergeklestirilen savunma bi¢imidir (Gillespie ve dig., 1997; Chapman,
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1998). Hemositler enkapsiilasyon, fagositoz ve nodiil olusumu gibi savunma
mekanizmalarini gergeklestirirler (Richards ve Edwards, 1999; Schmidt ve dig., 2001).
Fagositoz ve kemotaksis de dahil olmak {izere hiicresel bagisiklik sisteminde 6nemli rol
oynayan hemositler omurgalilardaki makrofajlar ile biiylik benzerlik gostermektedir (De
Filippo ve Beck, 2018). Lepidoptera takiminda yer alan bdceklerde mikrobiyal
enfeksiyonlara kars1 hemosit tiplerinden plazmatositler ve graniilositler gorev alir (De
Filippo ve Beck, 2018). Graniilosit ve plazmatositler dolasimdaki hemositlerin yarisindan
fazlasini olusturmakta ve enkapsiilasyonda aktif rol oynamaktadirlar (Jiravanichpaisal ve

dig., 2006).

Calismamizda Al2O3 NP’lerinin konak G. mellonella ve parazitoidi P. turionellae nin
yasam dongiisiine etkileri ve konak tiiriin total hemosit ve hemosit tiplerine etkileri
incelendi. G. mellonella larvalar1 50, 100, 500 ve 1000 ppm Al2O3 igeren diyet ile
beslendi. Yapilan deneyler sonucu pupal gelisim siireleri, ergin ¢ikis ve ergin yasam
stiresinin kisaldig1 agirlik ve boy uzunlugunda ise 6nemli bir fark olmadig belirlendi. G.
mellonella pup olusum, ergin ¢ikis ve ergin yasam siirelerinin kisalmasi uygulanan Al>03
NP’leri sonucu konak tiirtin metabolik ve fizyolojik agidan etkilendigini gdsterebilir.
Ergin yasam siirelerinin kisalmas1 bu etkinin olumsuz oldugunu ve bu tiir tizerinde toksik
etkiler yarattigin1 diisindiirebilir. A1203 NP’lerinin uygulanmasi sonrasinda G. mellonella
erginlerinin yasam siirelerinin kisalmasi daha az sayida yumurta birakabileceklerini ifade
etmektedir. Buna bagl olarak Al,Os NP’lerinin konak tiiriin iireme etkinligini olumsuz
yonde etkiledigi diisiiniilebilir. Bundan sonra yapilacak calismalarda G. mellonella

erginlerinin iireme etkinligi ve yumurta veriminin incelenmesi énemli olabilir.

Yaptigimiz deneyler sonucunda parazitoid P. turionellae’ nin ergin ¢ikis siiresi ve ergin
yasam siiresinde 6nemli bir fark gézlemlenmedi. Buna gore P. turionellae’nin konagi G.
mellonella’ya kiyasla Al2O3 NP’lerine karsi daha giiglii bagisiklik gosterdigi
diistintilebilir. Ayrica her iki tiiriin nanopartikiillere farkli sekillerde ve farkl siirelerde
maruz kaldiklar diisiiniiliirse, maruz kalma seklinin ve siiresinin olusacak toksik etkiyi

dogrudan etkiledigi goriilmektedir.

Al>03 NP’leri uygulanan G. mellonella larvalarinin total hemosit sayilarinda kontrol
grubuna kiyasla gozle goriilir bir azalma oldugu belirlendi. Hemositlerin bdcek

bagisikligindaki dnemli rolii g6z oniinde bulundurulursa, bu sonuglar Al,0O3 NP’lerinin
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G. mellonella 'nin bagisilik sistemi iizerinde baskilayici etkileri oldugunu gostermektedir.
Ayrica hemosit tiplerinden graniilosit, prohemosit, sferiilosit ve onositoidlerde azalma
oldugu gozlenirken plazmatosit sayisinda artis oldugu belirlendi. Plazmatosit artisin
sebebinin bu hiicrelerin metalleri hemosol duvarina yapistirarak biriktirdigini ve
metallere karsi direng gosterme egiliminde oldugunu diisiindiirmektedir (Sendi ve ark.,

2018).

NP {iretimi 6zellikle son yillarda 6nemli 6l¢iide artis gostermektedir. Giinliik yasamin her
alaninda karsilastigimiz NP’ler canli viicudunda birikmeleri sonucu farkli sistemlerde
cesitli hasara neden olabilmektedir. En ¢ok iiretilen nanopartikiillerden biri olan Al>O3
NP’lerinin toksik etkileri yapilan bircok calismayla ortaya konmustur. Insan ve diger
memeli canlilarda ¢ok sayida calisma yapilmasina karsin Al,Os NP’lerinin bdcekler
tizerindeki olas1 toksik etkileri lizerinde yapilan ¢alismalar daha azdir. Calismamiz hem
bu boslugu doldurmak hem de deneylerimizde kullandigimiz model organizma G.
mellonella’nin bagisiklik sistemiyle memeli bagigiklik sisteminin benzerlik gostermesi
ve zararl bir tiir olmasindan dolay1 biyolojik miicadele yontemleri gelistirmek acisindan

Onem tasimaktadir.
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