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alanlarında görüntülemede sıklıkla kullanılmakta ve çevreyi 
kirletmektedir.

Metal oksit nanopartikülleri, çeşitli ticari ürünlerde diğer 
nanopartiküllere kıyasla en fazla kullanılan nanopartikül-
lerdir ve potansiyel toksisiteleri bakımından çevre ve insan 
sağlığı açısından büyük tehdit oluşturmaktadır (Aschberger 
vd., 2011). Biyolojik membranlardan rahatlıkla geçebilen 
nanopartiküller organ, doku ve hücrede moleküler düzey-
de olumsuz etkilere neden olabilmektedirler (Schrand vd., 
2010).

Yüksek düzeyde termal ve elektriksel iletkenliği olması 
nedeniyle metal oksit nanopartikülleri arasında bakır oksit 
nanopartikülleri (Cu NP) en yaygın kullanılan nanoparti-
küllerdir. Cu NP makinelerde ısı transfer akışında (Chang 
vd., 2005), polimerler, plastikler ve gaz sensörlerinde (Li 
vd., 2007), ahşap koruma ve basım makinelerinin elektronik 
aksamlarında (Lee vd., 2008) ve mikroçip ve pillerin kapla-

1. Giriş
Son yıllarda ağır metaller, madencilik, boya, plastik, cam 
sanayi, metal kaplama, tarım alanlarında pestisit ve yapay 
gübre olarak sıklıkla kullanılmakta, sonuç olarak çevre 
ve hedef olmayan canlılar üzerinde toksik etkilere neden 
oldukları bilinmektedir. 

Nanomateryaller, yüzey alanlarının geniş olması ve yüksek 
reaksiyon aktiviteleri ile son yıllarda oldukça dikkat 
çekmektedir. Nanoteknolojinin hızlı gelişim göstermesi 
sonucu çeşitli boyut ve çaplardaki bu nanomateryaller ticari 
ve endüstriyel alanlarda sıklıkla kullanılmaktadır (Amelia 
vd., 2012, Tang vd., 2012). Metal bazlı nanomateryaller 
ise, birçok endüstri alanları ile biyoteknoloji ve tıp 
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Öz

Bu araştırmada bakır oksit nanopartiküllerinin (CuO NP) LD50 konsantrasyonunun etkisinde Galleria mellonella larvalarının orta 
barsak ve yağ dokularındaki protein, glikojen ve lipit miktarları ile immun sistemde önemli bir parameter olan total hemosit sayısı 
üzerine etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 
CuO NP’ nin G. mellonella orta barsak ve yağ dokusundaki protein miktarında istatistiki açıdan fark gözlenmezken, glikojen ve lipit 
miktarlarında azalma meydana getirdiği tespit edilmiştir. Total hemosit sayısında ise, CuO NP’ nin etkisinde azalma meydana geldiği 
belirlenmiştir. Sonuç olarak, CuO NP’ nin immun ve metabolik sistemler üzerinde toksik etkilere neden olmaktadır.
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Abstract

The aim of this study was to determine the effect of LD50 concentration of copper oxide nanoparticles (CuO NPs) on the amount of 
protein, glycogen and lipid in the midgut and fat body of Galleria mellonella larvae and total hemocyte count which is an important 
parameter in the immune system.

While CuO NPs were not statistically different protein content in midgut and fat body of G. mellonella, it was found that glycogen and 
lipid contents were decreased. As for, total hemocyte count decreased when CuO NPs were applied to the diet. In conclusion, it was 
shown that CuO NPs caused toxic effects on immune and metabolic systems of G. mellonella. 
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masında (Dhas vd., 1998) yoğun bir şekilde kullanılmakta-
dır. Bunlara ek olarak antimikrobiyal özellikleri nedeniyle 
Cu NP bazı cilt bakım ürünleri ve tekstilde de kullanıldığı 
bilinmektedir. 

Çalışmada model organizma olarak kullanılan Galleria 
mellonella L., arıcılık yapılan bölgelerde, arı kovanlarında, 
peteklerde ve depolanmış bal mumunda büyük zararlar 
vermekte ve verimin düşmesine neden olmaktadır. G. 
mellonella larvalarının ticari yönden üretime uygun olması, 
oda sıcaklığında üretiminin kısa sürede yapılabilmesi ve ucuz 
olması, ayrıca etik sorunlara yol açmaması bu türü deneysel 
çalışmalarda kullanılan diğer türlerden ayırt etmektedir. 
Bunun yanı sıra, G. mellonella’ nın memelilerle benzer doğal 
bağışıklık sistemine sahip olması da onun uygun bir model 
organizma olabilmesini sağlamaktadır.

Bu amaç kapsamında, G. mellonella son evre larvalarının orta 
barsak ve yağ dokularında bakır oksit nanopartiküllerinin 
subletal konsantrasyonunun protein, glikojen ve lipit 
miktarları ile hemosit sayıları üzerine etkileri belirlenmiştir.

2. Gereç ve Yöntem
2.1. Böcek Kültürü 

G. mellonella larvaları, 28±2 ºC sıcaklık ve %65±5 bağıl 
neme sahip laboratuvar koşullarında yarı sentetik besin 
kültüründe yetiştirildi (Bronskill, 1961). Hazırlanan besin 
içerinde son evreye gelen larvalar besin ortamından alınarak 
deneyde kullanıldı (n=20). Deney kaplarının üst kısımları 
hava sirkülasyonunu sağlamak amacıyla eşit miktarda 
delindi. Kontrol ve uygulama grupları, 72 saatlik deney 
süresi tamamlanana kadar her gün ölüm olup olmadığının 
tespiti için kontrol edildi.

2.2. Toksisite Testi

Besin ortamından alınan üçüncü evre larvalar, kontrol 
grubu ve uygulama grupları olmak üzere iki gruba ayrılarak, 
içerisinde bakır oksit nanopartiküllerinin 0.1 ve 10000 
mg/L konsantrasyonlarının olduğu besin ortamına aktarıldı. 
Uygulama yapılan gruplarda %100 ölüm olana kadar 
denemeler devam ettirildi, tüm böceklerin öldüğü gün ve 
derişimlere göre probit analizi yöntemiyle, CuO NP’ in 
G. mellonella larvaları için LD değerleri SPSS 21 istatistik 
programı kullanılarak hesaplandı (Finney, 1971). Uygulama 
yapılan her bir grupta 20 adet larva yer aldı. 

2.3. Deney Sistemlerinin Hazırlanması

Stok kültürden alınan 3. evre larvaların, içerisinde CuO 
NP’ nin LD50 konsantrasyonunu içeren deney kaplarında 

beslenmeleri sağlandı. Son evreye gelen larvalar deney 
ortamından alınarak buz üzerinde 2-3 dakika bekletildikten 
sonra, %95 etil alkol ile dezenfekte edildi. Daha sonra 
larvalar sırt kısmı strafora gelecek şekilde sabitlenerek 
birinci çift torasik bacaklarının önünden orta eksen boyunca 
uzunlamasına mikro makas (Bahadır, düz makas, 16 cm) ile 
kesildi. İlk önce yağ doku bir pens yardımıyla izole edildi, 
daha sonra orta barsak ayrıldı. İzole edilen yağ doku ve orta 
barsak, içerisinde homojenizasyon tamponu (20 mM; pH 
7.6) bulunan ependorf tüplere aktarıldı. Orta barsak Ultra 
Turrax marka homojenizatörde 5 dakika süreyle, yağ doku 
ise ultrasonik homojenizatörde (10 sn., 30 W) homojenize 
edildikten sonra, 12.000 g, +4ºC’ de, 45 dk. süreyle santrifüj 
edildi. Bu işlem sonunda elde edilen supernatant, analizler 
yapılıncaya kadar -80ºC’ de saklandı.

2.4. Bakır Oksit Nanopartikül Karakterizasyonu 

Deneylerde partikül büyüklüğü 50 nm’den küçük olan 
bakır oksit nanopartikülü (Sigma-Aldrich) kullanılmıştır. 
CuO NP çözeltinin derişimi 100 mg/L olacak şekilde 
ultra saf su hem içerisinde çözülmüştür. Elde edilen 
karışım analizden hemen önce 15 dakika süreyle ultrasonik 
banyoda sonikasyona bırakılmış ve ardından analiz işlemine 
geçilmiştir. 

Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) analizleri için 
ultra saf su ile hazırlanan 100 mg/L CuO NP sonikasyona 
bırakılmış ardından üzeri karbon tabaka ile kaplanarak oda 
sıcaklığında kurumaya bırakılmıştır. Partikül boyut aralığı 
JEOL ( JEM-1011) mikroskopta görüntü analiz yazılımı 
(Soft Imaging System) kullanılarak rastgele seçilmiş 60 
nanopartikül analizi ile belirlenmiştir.

Şekil 1. CuO NP’nin Transmisyon elektron mikroskobu 
görüntüsü. 
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Çizelge 1. CuO nanopartikül karakterizasyonu (Ortalama ± 
Standart hata).

Partikül özellikeri Metod Ultra saf su
Boyut (nm) TEM < 50a

Partikül Boyut dağılımı (nm) TEM 33.0 ± 8.3b

Hidrodinamik çap (nm) DLS 586.6 ± 89.4b

Zeta potansiyeli (mV) ELS -17.1 ± 0.4b

aSigma-Aldrich, b100 mg/L CuO NP.

2.5. Total Glikojen Miktarının Saptanması

Glikojen özütlerinin hazırlanmasında, barsak ve yağ 
dokunun homojenizasyon ve santrifüj işlemlerinden sonra 
elde edilen supernatanta iki katı kadar %96’lık etil alkol 
ilave edildi ve 37ºC’ de 24 saat süre boyunca bekletildi. 
Süre sonunda 3500 g’ de 30 dk.  santrifüj edildi.  Santrifüj 
sonunda supernatant kısım atılarak kalan pellet içerisindeki 
total glikojen miktarı spektrofotometrik yöntemle 620 nm. 
dalga boyunda belirlendi (Roe vd., 1961).  

2.6. Total Protein Tayini

Protein miktarının tayininde bovin serum albüminin subs-
trat olarak kullanıldığı Bradford (1961) yöntemi uygulandı.
Renklendirilmiş çözeltinin absorbansı 595 nm. dalga 
boyunda ölçüldü.

2.7. Lipit Miktarının Tayini 

Lipit miktarının tayininde Van Handel (1985) metodu 
kullanıldı. 200 mL supernatant kloroform/metanol (1:2) 
ile karıştırıldı ve 90ºC su banyosunda buharlaşıncaya kadar 
ısıtıldı. Daha sonra, 40 µl konsantre sülfürik asit çözeltisi 
ilave edildi ve üzerine 960 µl vanilin-fosforik asit reaktifi 
eklendi. Absorbans değerleri spektrofotometrik yöntem ile 
525 nm. dalga boyunda okundu. Standart olarak %0.1’ lik 
soya yağı kullanıldı.

2.8. Hemolenfin Elde Edilmesi ve Total Hemosit Sayısı

Deney ortamından alınan son evre larvalar hareketlerinin 
yavaşlaması amacıyla 3 dk. buz üzerinde bekletildi. Daha 
sonra, larvalar %95’lik etanol ile dezenfekte edildi ve birinci 
arka bacak üstünden ince uçlu diseksiyon iğnesi ile delinip 
mikrokapiller tüp (SIGMA) yardımıyla 5 µl hemolenf elde 
edildi. Hemolenf, melanizasyona izin vermeden hızlı bir 
şekilde daha önce alkolle temizlenmiş lamlar üzerine alınarak 
yayıldı ve oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı. Daha sonra 
fiksasyon işlemi için lamlar 5 dakika süre ile metanol: asetik 
asit (3:1) çözeltisi içinde bekletildi. Boyama çözeltisinin 

hazırlanabilmesi için, 3 ml giemsa boya solüsyonu, içerisinde 
57 ml PBS (pH 7.4) bulunan lam boyama kaplarına yavaşça 
damlatılarak karıştırıldı ve 10 dakika bekletildi. Tespit işle-
minden sonra kurutulan lamlar giemsa boya çözeltisi içine 
alınarak 15 dakika süresince boyanmaları sağlandı. Kuruma 
işleminden sonra ksilolden geçirilerek tekrar kurumaya 
bırakıldı. Daha sonra, entellan ile kapatılarak Leica DM750 
marka mikroskopta hemosit tipleri belirlenerek sayım işlemi 
yapıldı.

Elde edilen hemolenf örneğinden 4 µl alınarak, buz 
üzerinde bekletilen ve içerisinde 36 µl antikoagulant (0.098 
M NaOH, 0.186 M NaCl, 0.017 M Na2EDTA ve 0.041 M 
Sitrik asit, pH=4.5) bulunan ependorf tüplerine aktarılmıştır. 
1:10 oranında seyreltme yapılan hücre süspansiyonundan 
10 µl alınarak Neubauer hemositometresine yüklenmiştir. 
Hemositler, Leica DM750 marka mikroskopta sayılarak, bir 
mililitre hemolenfteki hemosit sayısı belirlenmiştir. Sayılan 
hemositler, Jones (1962) metodu kullanılarak hesaplanmıştır.

2.9. İstatistiksel Analizler

Kontrol grubu ve CuO NP uygulanmış gruplar arasındaki 
istatistiksel veriler SPSS 21.0 bilgisayar programında t testi 
kullanılarak değerlendirilmiştir. P<0.05 değeri istatistiksel 
olarak anlamlı kabul edilmiştir.

3. Sonuçlar
3.1. Toksisite Testi

G. mellonella son evre larvaları için CuO NP’ nin LD50 değeri 
136 µg/ml olarak belirlenmiştir. %95’lik güvenirlik limitleri 
63-299 µg/ml değerleri arasında tespit edilmiştir.

3.2. CuO NP’ nün LD50 konsantrasyonunun G. mellonella 
Orta barsak ve Yağ Dokusunda Protein, Glikojen ve Lipit 
Miktarına Etkileri

Yapılan istatistiki analiz sonucunda, G. mellonella orta barsak 
ve yağ dokusundaki protein miktarları arasındaki fark 
anlamlı bulunmamıştır (p>0.05). 

CuO NP’ in LD50 konsantrasyonunu içeren besin ile 
beslenen larvaların orta barsak ve yağ dokusunda glikojen 
miktarında kontrol grubuna kıyasla sırasıyla % 39.3 ve % 
13.6 oranlarında azalma gözlemlenmiştir (p<0.05) (Çizelge 
2, Şekil 3). 

CuO NP’ in LD50 konsantrasyonunda besin ile beslenen 
larvaların orta barsak ve yağ dokusundaki lipit miktarlarında 
kontrol grubuna kıyasla sırasıyla % 24.6 ve % 33.7 oranlarında 
azalma tespit edilmiştir (p<0.05) (Çizelge 2, Şekil 4). 
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Çizelge 2. CuO NP’ nün LD50 konsantrasyonunun G. mellonella larvalarının protein, glikojen ve lipit miktarları üzerine etkileri.

            Protein Miktarı (mg/protein)
(Ort ± SH)

Glikojen Miktarı (mg/protein)
(Ort ± SH)

Lipit Miktarı (mg/protein)
(Ort ± SH)

Konsantrasyon 
(µg/mL) Orta Barsak Yağ Doku Orta Barsak Yağ Doku Orta Barsak Yağ Doku

Kontrol 1.169±0.0003 a 1.169±0.0005 a 29.07±1.208  a 55.77±1.135 a 63.36±0.909 a 84.92±0.138 a
CuO NP 1.168±0.0001 a 1.168±0.0001 a 17.64±1.7222 b 48.15±0.537 b 47.74±0.210 b 56.26±2.194 b

(Ort ± SH): 3 tekrarın ortalaması,
Farklı harflerle gösterilen veriler arasında P<0.05 düzeyinde istatistik ayrım vardır (t testi).

Şekil 2. CuO NP’ nin LD50 
konsantrasyonunu içeren besinin, G. 
mellonella protein miktarına etkileri.

Şekil 3. CuO NP’ nin LD50 
konsantrasyonunu içeren besinin, 
G. mellonella larvalarında glikojen 
miktarına etkileri.
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(Dadd, 1985, Lagadic vd., 1994). Glikojen, yüksek metabolik 
ve fizyolojik aktivite sonucunda dokularda birikmekte ve 
kontaminasyon seviyesini belirlemektedir (Lagadic vd., 
1994). Lipitler ise böcekler için yumurta üretiminde ve 
enerji kaynağı olarak görev yapmaktadır (Ryan ve Van der 
Horst 2000). Vücuttaki rezervler için kullanılan lipitlerin 
miktarı, besinlerin yakalanması ile büyüme ve üreme gibi 
prosesler tarafından rezerv talepleri arasındaki dengenin 
bir sonucu olarak gözükmekte ve bu denge herhangi bir 
toksik ürün tarafından bozulabilmektedir (Canavoso vd., 
2001). Ayrıca böcekler, ağır metallerin ekosistemdeki 
biyobirikimi ve biyotransferi ile ilgili çalışmalarda 
biyoindikatör olarak kullanılmaktadır (Banville vd., 2012, 
Dere, 2015). Ağır metallerin vücuda alınması sonucunda 

3.3. CuO NP’ nün LD50 konsantrasyonunun G. mellonella 
hemolenfindeki total hemosit sayısı üzerine etkileri

CuO NP’ nin LD50 konsantrasyonunu içeren besin ile 
beslenen larvaların hemolenfinde total hemosit sayısında 
kontrol grubuna oranla azalma meydana gelmiştir (p<0.05) 
(Şekil 5).

4. Tartışma ve Öneriler
Enerji kaynakları olarak besin maddelerinin, total 
karbonhidratların, lipitlerin ve proteinlerin miktarı böcek 
popülasyonunu büyük ölçüde etkilemektedir (Hogervorst 
vd., 2007). Bunların arasında ağır metal toksisitesinin 
belirlenmesinde en önemli parametrelerden biri glikojendir. 

Şekil 4. CuO NP’ nin LD50 
konsantrasyonunu içeren besinin, G. 
mellonella larvalarında lipit miktarına 
etkileri.

Şekil 5. CuO NP’ nin LD50 
konsantrasyonunu içeren 
besinin, G. mellonella larvalarının 
hemolenfindeki total hemosit sayısı 
üzerine etkileri.
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tüketiminden hem de artan metabolik aktivite nedenleriyle 
de meydana gelmiş olabileceği düşünülmektedir (De Coen 
ve Janssen, 2003, Novais vd., 2013). Li vd. (2011) göre, TiO2 
ve Al2O3 nanopartikülleri, Ceriodaphnia dubia’ nin enerji 
asimilasyonunu ve enerji tüketimini önemli derecede engel-
lemiştir. 

CuO NP’ nin G. mellonella larvalarında hemosit sayısı 
üzerine etkilerinin de incelendiği çalışmada, CuO NP’ nin 
LD50 konsantrasyonuna maruz kalan larvaların total hemosit 
sayısında azalma meydana geldiği tespit edilmiştir. Zorlu vd. 
(2015) G. mellonella larvalarında TiO2 NP’ nin hemositler 
üzerine etkilerini araştırdıkları çalışmada total hemosit 
sayısında azalma meydana getirdiğini belirlemişlerdir. 
İnsektisitler ve ağır metaller gibi böceklerde toksik etkilere 
neden olan kimyasal faktörler hematopoietik organlardan 
hemositlerin salınımını baskılamakta ve bu organların 
fonksiyonlarının inhibisyonu sonucunda sitotoksik etkilere 
neden olmaktadır. Bu nedenle, böcek vücuduna giren 
metal oksit nanopartikülünün enkapsülasyon ve nodül 
oluşumuna neden olduğu ve hemositlerin kümeleşmesine 
yol açarak total hemosit sayısında azalma meydana getirdiği 
düşünülmektedir. Ayrıca, yaptığımız çalışmada, hemosit 
sayısındaki azalmanın glikojen ve lipit miktarlarındaki 
azalma ile bağlantılı olabileceği düşünülmektedir. Hemositler, 
intermediyer metabolizmanın ve metabolitlerin depo 
edildiği yerdir. Karbohidratlar, hemositlerde mukin (doğal 
glikoproteinler) olarak ya da sülfat veya sialik asit kalıntıları 
ile asidik formda depo edilirler.  Babers (1941), Prodenia 
larvaları ile yaptığı bir çalışmada glikoz ve nişastadan oluşan 
besin ile beslendiğinde glikojenin hemositler ve plazma 
arasında yayılarak hemositlerde biriktiğini bildirmişlerdir. 
Yeager ve Munson (1942) Prodenia eridania larvalarında 
arsenik, florit ve merkür kloridin kan hücrelerindeki glikojen 
miktarında azalma meydana getirdiğini tespit etmişlerdir. 
Yaptığımız çalışmada hemosit sayısındaki azalmanın aksine 
Spodoptera littoralis larvaları ile yapılan bir çalışmada, 
Ag NP ve ZnO NP’ nin larva ve pupa evrelerinde total 
hemosit sayısında artış meydana getirdiğini, total protein, 
karbohidrat ve lipit miktarlarında ise azalma görüldüğünü 
bildirmişlerdir (Ibrahim ve Ali 2018). Borowska ve Pyza 
(2011), ağır metallerin hemositler üzerindeki toksik 
etkilerinin ve etki seviyelerinin; metal tipine, maruz kalınan 
doza, metalin organizmaya alınma şekline ve diğer çevresel 
faktörlere bağlı olarak değişiklik gösterdiğini belirtmişlerdir. 
Sonuç olarak, CuO NP’ nin subletal konsantrasyonunun 
G. mellonella son evre larvalarında metabolik faaliyetler ve 
immün sistem üzerinde olumsuz etkilere neden olduğu 
tespit edilmiştir. 

meydana gelen toksisiteye karşı oluşan yanıtın ağır metalin 
türüne, konsantrasyona, böceğin türüne, gelişim evresine 
bağlı olarak değişmekle birlikte, toksisite sonucunda oluşan 
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