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Özet: Çinko oksit nanopartikülü (ZnO NP), nanoteknolojinin gelişmesiyle birçok alanda (gıda ve ambalaj katkı maddeleri 

sanayii, kozmetik, güneş kremleri v.b.) yaygın olarak kullanılmaktadır. Biyolojik membranlardan rahatlıkla geçebilen 

nanopartiküller organ, doku, hücre ve moleküler düzeyde olumsuz etkilere ve birikime neden olabilmektedirler. Yapılan 

çalışmada, Galleria mellonella son evre larvalarına arka bacaklarından ZnO NP enjeksiyon yoluyla 30 mg/l ve 30 µg/mL 
derişimlerinde uygulanmıştır. Uygulama sonunda kontrol ve deneme gruplarından izole edilen yağ dokudaki oksidatif stres 

düzeyi AChE enzim aktivitesinin tespiti ile belirlenmiştir. Elde edilen veriler sonucunda, ZnO NP maruz kalan G. mellonella 

larvalarının yağ dokudaki AChE aktivitesinde kontrole göre her iki uygulama grubunda da istatistiki olarak belirgin artış ve 

azalışlar göstermiştir. Toksisite çalışmaları için basit, ucuz ve hızlı üretilebilen bir model olan G. mellonella larvalarının yağ 
dokusundaki makromoleküllerin olası değişikliklerinin tespit edilmesi ile biyokimyasal etkilerin anlaşılması, çevreye daha az 

olumsuz etkisi olan yöntemlerin geliştirilmesine yardımcı olacağı ve elde edilen veriler doğrultusunda yapılacak immünolojik ve 

fizyolojik çalışmalara yol gösterebileceği düşünülmektedir 

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, Asetilkolinesteraz, Çinko oksit, Nanopartikül 

Effects of zinc oxide nanoparticle on acetylcholinesterase enzyme activity in Galleria 

mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) larvae 

Abstract: Zinc oxide nanoparticles (ZnO NP) is widely used in many field, food and packaging additives industry, cosmetics, 

sunscreens etc., with the devolopment of nanotechnology. Nanoparticles can readily pass through biological membranes and so cause 

negative effects and accumulation at the organ, tissue, cell and molecular level. In this study, 30 mg/l and 30 µg/mL  concentrations 

of ZnO NP were injected into the first proleg of the last instar Galleria mellonella larvae. Then, the antioxidant stress level in fat 
body isolated from the control and application groups was determined by determining the AChE enzyme activity. As a result of the 

data obtained, AChE activity in fat body of G. mellonella larvae exposed to ZnO NP showed statistically significant increases and 

decreases in both groups compared to control. It have shown that, understanding the biochemical effects and determine to the 

possible changes of macromolecules in fat body of G.mellonella larvae, which is a simple, inexpensive and fast to produce model for 
toxicity studies, will help develop methods that have less adverse effects on the environment and lead to immunological and 

physiological studies. 
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1. Giriş 

Nanoteknolojinin hızlı gelişim göstermesi sonucu çeşitli 

boyut ve çaplardaki nanomateryaller ticari ve endüstriyel 

alanlarda sıklıkla kullanılmaktadır. Nanomateryaller, 

yüzey alanlarının geniş olması ve yüksek reaksiyon 

aktiviteleri ile son yıllarda oldukça dikkat çekmektedir. 

Nanopartiküller yüksek yüzey-hacim oranı, elektronik 

yapı, yüksek reaksiyon aktiviteleri gibi belirgin derecede 

farklı fizikokimyasal özelliklere ve boyutlara sahip 100 

nm’den küçük bileşiklerdir. (Portakal 2008). Metal oksit 

nanopartikülleri, cam ve boya sanayinde, cilalamada, 
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elektronik eşya üretiminde, ilaç ve gıda katkı 

maddelerinde, kozmetik ve kişisel bakım ürünlerinde, 

biyoteknoloji ve tıp alanında görüntülemede sıklıkla 

kullanılmaktadır. Çinko oksit nanopartikülü (ZnO NP)  

boya, diş macunu, güneş kremleri, pillerde, antibakteriyel, 

gıda sanayisi ve ambalaj paketlerinde katkı maddesi olarak 

kullanılmaktadır (Jun ve ark. 2013; Kim ve ark. 2017; Du 

ve ark. 2018; Keerthana ve Kumar 2020). 

Nanomateryallerin birçok alanda kullanılması ve 

uygulanması, çevre ile etkileşiminin büyük ölçüde 

artmasına yol açmaktadır. Biyolojik membranlardan 

rahatlıkla geçebilen nanopartiküller organ, doku, hücre ve 

moleküler düzeyde olumsuz etkilere ve birikime neden 

olabilmektedir. Eser element olarak çinko (Zn) canlılığın 

devamı, çoğalması ve immün sistemin faaliyetlerinin 

sürdürülmesi için gereklidir. Zn metalloenzim ve 

proteinlerin kofaktörü ve birçok DNA-bağlayıcı proteinin 

çinko basamaklarında çok çeşitli enzimlerde aktif bölgeler 

oluşturan kritik bir elementtir (Dow 2017). Ayrıca immün 

sistem hücreleri ile önemli bileşikler arasında ara bulucu 

rol oynamaktadır (Weiss ve Carver 2018). Aynı zamanda 

belirli konsantrasyonlarda serbest radikal oluşumunu 

indükleyerek oksidatif strese neden olabilmektedir. Zhao 

ve ark. (2013) yaptıkları çalışmada ZnO NP’ nin Danio 

rerio embriyolarında oksidatif stres ve DNA hasarına 

neden olduğunu bildirmişlerdir.  

Oksidatif stres; reaktif oksijen türlerinin (ROT) üretimi ve 

bozulması arasındaki dengesizliğe dayanan fizyolojik ya 

da patofizyolojik süreç olarak tanımlanmaktadır (Staerck 

ve ark. 2017). ROT hücresel makro moleküllere saldırarak 

proteinlerin oksidasyonuna, nükleik asitlerin zarar 

görmesine, lipid peroksidasyonuna ve hücresel savunma 

sistemlerinin aktive olmasına neden olmaktadır (Hermes-

Lima ve Zenteno-Savin 2002; Gavrilovic ve ark. 2017). 

Detoksifikasyon enzimleri genellikle ksenobiyotiklere 

karşı enzimatik savunma olarak gösterilmektedir ve 

normal fizyolojik fonksiyonlarının devam ettirilmesinde 

önemli rol oynamaktadır (Tunçsoy 2018). 

Asetilkolinesteraz (AChE), Sitokrom P450 (CytP450) ve 

glutatyon-s-transferaz (GST) organizmalarda 

ksenobiyotiklerin detoksifikasyonundan sorumlu 

enzimlerdir. Bu gibi enzimlerin artışları ksenebiyotiklerin 

ve/veya kontaminantların toksik etkisinin belirlenmesinde 

biyomarkır olarak kullanılmaktadır. AChE, hem 

omurgalılarda hem de omurgasızlarda, başta sinir ve kas 

dokusunda olmak üzere merkezi ve periferal birçok 

dokuda yaygın olarak bulunan nöronal bir enzimdir. 

(Tunçsoy 2017). AChE'nin ana işlevi, nörotransmitter 

asetilkolini (ACh) hidroliz ederek nörotransmisyonu 

düzenlemektir (Kim 2017). ACh sinir uçlarından 

etkilendiği organa veya sinir ucundan ikinci bir sinir 

hücresine, sinir implusu taşıma görevini yapmaktadır. 

Sinapsislerdeki artan ACh konsantrasyonu ve daha fazla 

uyarılmış merkezi sinir sistemi böceklerde ölüme yol 

açmaktadır (Yorulmaz 2009 ). Yapılan çalışmada farklı 

konsantrasyonlarda uygulanan ZnO NP’nin G. 

mellonella’nın yağ dokusundaki AChE enzim aktivitesi 

üzerine etkisi incelenmiştir. Toksisite çalışmaları için 

basit, ucuz ve hızlı üretilebilen bir model olan G. 

mellonella larvalarının yağ dokusundaki 

makromoleküllerin olası değişikliklerinin tespit edilmesi 

ile biyokimyasal etkilerin anlaşılması, çevreye daha az 

olumsuz etkisi olan yöntemlerin geliştirilmesine yardımcı 

olacağı ve elde edilen veriler doğrultusunda yapılacak 

immünolojik ve fizyolojik çalışmalara yol gösterebileceği 

düşünülmektedir.  

2. Materyal ve Metod  

G. mellonella L. larvaları, laboratuvar ortamında kitle 

üretimi yapılan 28 ± 2˚C sıcaklık ve %70±5 bağıl neme 

sahip ortam koşullarında Bronksill (1961) tarafından 

belirlenmiş olan yarı sentetik besin ile beslenen stok 

kültüründen elde edilmiştir. G. mellonella son evre 

larvalarına arka bacaklarından ZnO NP enjeksiyon yoluyla 

30 µg/L ve 30 mg/L derişimlerinde uygulanmıştır. 

Uygulama sonunda larvalar sırt kısmı strafora gelecek 

şekilde sabitlenerek birinci çift arka bacaklarının önünden 

orta eksen boyunca alkol ile dezenfekte edilmiş mikro 

makas ile kesilerek larvaların yağ dokusu alınmıştır. Daha 

sonra eppendorf tüplere alınan yağ doku örneklerinin 

üzerine 1:5 oranında Tris HCl (100 mM, pH: 8.0) çözeltisi 

eklenmiştir. Tris HCl solüsyonun miktarının 10 katı 

hacminde %10 Triton karışıma ilave edilmiştir. Örnekler 2 

dk. homojenize edilmiş ve toplam homojenat  12000 g’ de 

+4 ºC’ de 30 dk. santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonunda elde 

edilen supernatantın bir kısmı total protein tayini için, 

kalan kısmı ise AChE aktivitesinin belirlenmesi için -80 

ºC’ de derin dondurucuda saklanmıştır. AChE aktivitesi 

Ellman ve ark. (1961), total protein tayini ise Bradford 

(1976) tarafından belirlenen metoda göre analiz edilmiştir. 

İstatistiksel analizler kontrol ve deney grupları arasındaki 

istatistiksel veriler SPSS 21.0 bilgisayar programında SNK 

testi kullanılarak değerlendirilmiştir. P<0.05 değeri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 

3. Bulgular 

Tablo 1’de G.mellonella larvalarının kontrol ve ZnO NP 

(30 µg/L, 30 mg/L)  uygulamasının yağ dokusundaki 

AChE enzim aktivitesi gösterilmiştir. G. mellonella’nın 

yağ dokusundaki AChE enzim aktivitesinde kontrole göre 

her iki uygulama grubunda da istatistiki olarak farklılıklar 

görülmüştür. (Şekil 1) 

 

Tablo 1: Farklı derişimlerdeki ZnO NP’nin  G. mellonella’nın 

yağ dokusundaki AChE enzim aktivitesi üzerine etkileri 

DERİŞİM AChE AKTİVİTESİ 

(U/dk/mg protein) 

Kontrol 8,993±0,158 a 

30 µg/L 13,970±0,254b 

30 mg/L 7,281±0,034 c 

 *SNK; Küçük harfler uygulama ve kontrol arası farkı göstermek için 

kullanılmıştır. Aynı harflerle gösterilen   veriler arasında istatistiki fark 

yoktur(P< 0.05). 
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Şekil 1: Farklı derişimlerdeki ZnO NP’nin G. mellonella’nın yağ 

dokusundaki AChE  enzim aktivitesi üzerine etkisi 

4. Tartışma 

ACh sinir uçlarından etkilendiği organa veya sinir ucundan 

ikinci bir sinir hücresine, sinir implusu taşıma görevini 

yapmaktadır. AChE'nin ana işlevi, nörotransmitter ACh’yi 

hidroliz ederek nörotransmisyonu düzenlemektir (Kim 

2017). Apis melifera ile yapılan çalışmada ZnO NP’nin 

böceğin AChE enzim aktivitesinde önemli derecede artışa, 

beyin ve protein içeriğinde azalmaya neden olduğu 

bildirilmiştir (Milivojevi ve ark. 2015). Spodoptera 

littoralis ile yapılan bir çalışmada ZnO NP’nin enzim 

aktivitelerinde belirgin bir artış olduğu gözlenmiştir 

(Ibrahim ve Ali 2018). Schistocerca gregaria nimfleri ile 

yapılan bir çalışmada abamectin uygulaması sonucunda 

AChE aktivitesinde artış meydana gelirken, Spodoptera 

litura larvalarındaki enzim aktivitesinde önemli bir 

değişim olmadığı bildirilmiştir (Abd El-Aziz 2010, 2015).  

 

Yapılan bu çalışmada 30 µg/L grubunda AChE aktivitesi 

kontrole göre %62,5 oranında belirgin bir artış göstermiştir 

(Şekil 1). G. mellonella ile yapılan başka bir çalışmada 

sodyum tetraboratın farklı konsantrasyonlarına maruz 

bırakılması sonucunda, hemolenfte AChE aktivitesinde 

azalma meydana geldiği, yağ dokuda ise artış olduğu tespit 

edilmiştir (Durmuş 2007). Oksidatif stresin yani serbest 

radikallerin artması ile ACh salınımında bir artış olmuş ve 

bu nedenle de AChE aktivitesinin artmış olabileceği 

düşünülmektedir. Ayrıca nanopartiküllerin etkileri, 

konsantrasyona, dokuya ve süreye bağlı olarak değişiklik 

gösterebilmektedir. 

 

Böceklerin toksik maddeler ile reaksiyonları hızlı ve 

güçlüdür. Yapılan çalışmalarda toksik metallerin bu tür 

böcekler üzerindeki büyüme inhibisyonu, gelişim 

bozuklukları, mortalitesi, fizyolojilerinin yeniden 

düzenlenmesi, biyokimyası vb. akut ve kronik etkiler 

sıklıkla bildirilmektedir (Peric-Mataruga ve ark. 2019). 

Metallerin dokuda birikmesi, yüksek süperoksit 

radikallerinin veya hidrojen peroksit (H2O2) gibi türevlerin 

oluşumunu arttırır (Gopi ve ark. 2019). Yapılan 

çalışmalarda ZnO NP’nin dokularda biriktiği ve apoptozise 

neden olduğu gözlenmiştir. Çalışmamızda 30 mg/L 

derişiminde uygulanan grupta kontrole göre %12,5 

oranında bir düşüş gözlenmiştir (Şekil 1). ZnO NP’nin 

toksisitesi sonucunda serbest radikallerin artması ve artan 

radikallerin AChE aktivitesini azaltmasıyla enzim 

aktivitesi inhibe olmuş olabilir. Başka bir yorum artan 

serbest radikallerin, enzimlerin kofaktörü olan Zn iyonları 

ya da enzim yapısındaki aminoasitler ile etkileşerek 

enzimlerin aktivitesini azaltmış olabilir. Sinapsislerdeki 

AChE organizmalarda ksenobiyotiklerin 

detoksifikasyonundan sorumlu enzimlerden biridir. 

Ksenobiyotikler AChE’ ye bağlanır, ACh hidroliz 

edilmesine rağmen ksenobiyotikler enzim-substrat 

kompleksi olarak sabit kalır ve AChE enzimi bloke 

edilerek ACh resöpterlerinin uyuşması sağlanır. 

Detoksifikasyon enzimleri genellikle ksenobiyotiklere 

karşı enzimatik savunma olarak gösterilmekte ve normal 

fizyolojik fonksiyonların devam ettirilmesinde önemli rol 

oynamaktadır (Tunçsoy 2018). Bu gibi enzimlerin artışları 

ve/veya azalışları ksenebiyotiklerin toksik etkisinin 

belirlenmesinde biyomarkır olarak kullanılmaktadır.  

5. Sonuç 

Yapılan çalışmada farklı konsantrasyonlardaki ZnO 

NP’nin in vitro koşullarda biyoindikatör bir tür olan G. 

mellonella’nın yağ dokusundaki AChE enzim aktivitesi 

üzerine etkisi araştırılmıştır. Sonuç olarak organizmaya 

farklı konsantrasyonlarda uygulanan ZnO 

nanopartiküllerinin, canlıda oksidatif strese neden olduğu 

ve AChE enzim aktivitesini etkilediği görülmüştür. Dünya 

nüfusunun büyük bir kısmını oluşturan böcekler doğada 

çok yaygın bir şekilde bulunmaktadır. Nanopartiküllere 

hava, su, oral yollarla maruz kalabilen böcekler, çevre 

kirliliği düzeylerinin belirlenmesinde biyoindikatör olarak 

kullanılmaktadır. Ayrıca yaşam döngülerinin kısa olması 

ve hızlı üremelerinden dolayı laboratuvar ortamında kolay 

üretilebilmektedirler. Bu özelliklerinden dolayı da insan 

akut toksisite, bakteriyel ve fungal patojenite, 

antimikrobiyal farmokinetik etkilerinin araştırılması 

çalışmalarında omurgalılara alternatif olarak yaygın 

biçimde kullanılmaktadır. Omurgalılara benzer immün 

sistem tepkileri gösteren model organizma ve 

biyoindikatör bir tür olan G. mellonella’nın, böcek 

fizyolojisinde önemli bir parametre olan detoksifikasyon 

sistemlerinin ZnO NP’ye verdiği tepkilerin anlaşılması 

ileride yapılacak toksikolojik, genotoksik, fizyolojik ve 

ekotoksikolojik çalışmalara katkı sağlayacaktır.  
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