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Cinko oksit nanopartikiiliiniin Galleria mellonella (Lepidopetra:Pyralidae) (L.)
larvalarinda asetilkolinesteraz enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Ozet: Cinko oksit nanopartikiilii (ZnO NP), nanoteknolojinin gelismesiyle birgok alanda (gida ve ambalaj katki maddeleri
sanayii, kozmetik, glines kremleri v.b.) yaygmn olarak kullanilmaktadir. Biyolojik membranlardan rahatlikla gegebilen
nanopartikiiller organ, doku, hiicre ve molekiiler diizeyde olumsuz etkilere ve birikime neden olabilmektedirler. Yapilan
caligmada, Galleria mellonella son evre larvalarma arka bacaklarindan ZnO NP enjeksiyon yoluyla 30 mg/l ve 30 pg/mL
derisimlerinde uygulanmustir. Uygulama sonunda kontrol ve deneme gruplarindan izole edilen yag dokudaki oksidatif stres
diizeyi AChE enzim aktivitesinin tespiti ile belirlenmistir. Elde edilen veriler sonucunda, ZnO NP maruz kalan G. mellonella
larvalarinin yag dokudaki AChE aktivitesinde kontrole gore her iki uygulama grubunda da istatistiki olarak belirgin artig ve
azaliglar gostermistir. Toksisite ¢aligmalari i¢in basit, ucuz ve hizli iiretilebilen bir model olan G. mellonella larvalarinin yag
dokusundaki makromolekiillerin olast degisikliklerinin tespit edilmesi ile biyokimyasal etkilerin anlagilmasi, ¢evreye daha az
olumsuz etkisi olan yontemlerin gelistirilmesine yardimci olacagi ve elde edilen veriler dogrultusunda yapilacak immiinolojik ve

fizyolojik ¢aligmalara yol gosterebilecegi diigiiniilmektedir

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, Asetilkolinesteraz, Cinko oksit, Nanopartikiil

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 pg/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. Giris

Nanoteknolojinin hizli gelisim gdstermesi sonucu gesitli
boyut ve ¢aplardaki nanomateryaller ticari ve enddistriyel
alanlarda siklikla kullanilmaktadir. Nanomateryaller,
ylizey alanlarmi genis olmasi ve yiiksek reaksiyon
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aktiviteleri ile son yillarda olduk¢a dikkat ¢ekmektedir.
Nanopartikiiller yiiksek ylizey-hacim orani, elektronik
yapi, yiiksek reaksiyon aktiviteleri gibi belirgin derecede
farkli fizikokimyasal 6zelliklere ve boyutlara sahip 100
nm’den kiigiik bilegiklerdir. (Portakal 2008). Metal oksit
nanopartikiilleri, cam ve boya sanayinde, cilalamada,
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elektronik esya tretiminde, ilag ve gida katki
maddelerinde, kozmetik ve kisisel bakim iiriinlerinde,
biyoteknoloji ve tip alaninda goriintiilemede siklikla
kullanilmaktadir. Cinko oksit nanopartikiili (ZnO NP)
boya, dis macunu, giines kremleri, pillerde, antibakteriyel,
gida sanayisi ve ambalaj paketlerinde katki maddesi olarak
kullanilmaktadir (Jun ve ark. 2013; Kim ve ark. 2017; Du

ve ark. 2018; Keerthana ve Kumar 2020).
Nanomateryallerin ~ birgok alanda  kullanilmas1  ve
uygulanmasi, ¢evre ile etkilesiminin biiyik Olciide

artmasma yol a¢maktadir. Biyolojik membranlardan
rahatlikla gegebilen nanopartikiiller organ, doku, hiicre ve
molekiiler diizeyde olumsuz etkilere ve birikime neden
olabilmektedir. Eser element olarak ¢inko (Zn) canliligin
devami, ¢ogalmasi ve immiin sistemin faaliyetlerinin
sirdiiriilmesi  i¢in gereklidir. Zn metalloenzim ve
proteinlerin kofaktorii ve birgok DNA-baglayici proteinin
¢inko basamaklarinda ¢ok ¢esitli enzimlerde aktif bolgeler
olugturan kritik bir elementtir (Dow 2017). Ayrica immiin
sistem hiicreleri ile 6nemli bilesikler arasinda ara bulucu
rol oynamaktadir (Weiss ve Carver 2018). Ayni zamanda
belirli konsantrasyonlarda serbest radikal olusumunu
indiikleyerek oksidatif strese neden olabilmektedir. Zhao
ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada ZnO NP’ nin Danio
rerio embriyolarinda oksidatif stres ve DNA hasarina
neden oldugunu bildirmislerdir.

Oksidatif stres; reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) tiretimi ve
bozulmasi arasindaki dengesizlige dayanan fizyolojik ya
da patofizyolojik siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Staerck
ve ark. 2017). ROT hiicresel makro molekiillere saldirarak
proteinlerin  oksidasyonuna, niikleik asitlerin  zarar
gormesine, lipid peroksidasyonuna ve hiicresel savunma
sistemlerinin aktive olmasina neden olmaktadir (Hermes-
Lima ve Zenteno-Savin 2002; Gavrilovic ve ark. 2017).
Detoksifikasyon enzimleri genellikle ksenobiyotiklere
karsi enzimatik savunma olarak gosterilmektedir ve
normal fizyolojik fonksiyonlarinin devam ettirilmesinde
onemli rol oynamaktadir (Tungsoy 2018).
Asetilkolinesteraz (AChE), Sitokrom P450 (CytP450) ve
glutatyon-s-transferaz (GST) organizmalarda
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonundan sorumlu
enzimlerdir. Bu gibi enzimlerin artiglar1 ksenebiyotiklerin
ve/veya kontaminantlarin toksik etkisinin belirlenmesinde
biyomarkir  olarak  kullamilmaktadir. AChE, hem
omurgalilarda hem de omurgasizlarda, basta sinir ve kas
dokusunda olmak tizere merkezi ve periferal birgok
dokuda yaygm olarak bulunan noronal bir enzimdir.
(Tungsoy 2017). AChE'nin ana islevi, norotransmitter
asetilkolini  (ACh) hidroliz ederek ndrotransmisyonu
diizenlemektir (Kim 2017). ACh sinir uglarindan
etkilendigi organa veya sinir ucundan ikinci bir sinir
hiicresine, sinir implusu tasima gorevini yapmaktadir.
Sinapsislerdeki artan ACh konsantrasyonu ve daha fazla
uyartlmis merkezi sinir sistemi boceklerde olime yol
acmaktadir (Yorulmaz 2009 ). Yapilan calismada farkli
konsantrasyonlarda  uygulanan ZnO  NP’nin  G.
mellonella’nin yag dokusundaki AChE enzim aktivitesi
iizerine etkisi incelenmistir. Toksisite caligmalart igin
basit, ucuz ve hizli iretilebilen bir model olan G.
mellonella larvalarinin yag dokusundaki
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makromolekiillerin olast degisikliklerinin tespit edilmesi
ile biyokimyasal etkilerin anlagilmasi, ¢evreye daha az
olumsuz etkisi olan yontemlerin gelistirilmesine yardimci
olacagi ve elde edilen veriler dogrultusunda yapilacak
immiinolojik ve fizyolojik ¢alismalara yol gdsterebilecegi
disiiniilmektedir.

2. Materyal ve Metod

G. mellonella L. larvalari, laboratuvar ortaminda kitle
diretimi yapilan 28 + 2°C sicaklik ve %70+5 bagil neme
sahip ortam kosullarinda Bronksill (1961) tarafindan
belirlenmis olan yar1 sentetik besin ile beslenen stok
kiilltirinden elde edilmistir. G. mellonella son evre
larvalarina arka bacaklarindan ZnO NP enjeksiyon yoluyla
30 ug/L ve 30 mg/L derisimlerinde uygulanmigtir.
Uygulama sonunda larvalar sirt kismi strafora gelecek
sekilde sabitlenerek birinci ¢ift arka bacaklarinin éniinden
orta eksen boyunca alkol ile dezenfekte edilmis mikro
makas ile kesilerek larvalarin yag dokusu alinmistir. Daha
sonra eppendorf tiiplere almman yag doku orneklerinin
iizerine 1:5 oraninda Tris HCI (100 mM, pH: 8.0) ¢ozeltisi
eklenmistir. Tris HCIl soliisyonun miktarinin 10 kati
hacminde %10 Triton karisima ilave edilmistir. Ornekler 2
dk. homojenize edilmis ve toplam homojenat 12000 g’ de
+4 °C’ de 30 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda elde
edilen supernatantin bir kismi total protein tayini igin,
kalan kism1 ise AChE aktivitesinin belirlenmesi igin -80
°C’ de derin dondurucuda saklanmistir. AChE aktivitesi
Ellman ve ark. (1961), total protein tayini ise Bradford
(1976) tarafindan belirlenen metoda gore analiz edilmistir.
Istatistiksel analizler kontrol ve deney gruplari arasindaki
istatistiksel veriler SPSS 21.0 bilgisayar programmda SNK
testi kullanilarak degerlendirilmistir. P<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3. Bulgular

Tablo 1°de G.mellonella larvalarimin kontrol ve ZnO NP
(30 pg/L, 30 mg/L) uygulamasmin yag dokusundaki
AChE enzim aktivitesi gosterilmistir. G. mellonella’nin
yag dokusundaki AChE enzim aktivitesinde kontrole gore
her iki uygulama grubunda da istatistiki olarak farkliliklar
goriilmiigtiir. (Sekil 1)

Tablo 1: Farkli derisimlerdeki ZnO NP’nin G. mellonella’nin
yag dokusundaki AChE enzim aktivitesi {izerine etkileri

DERISIM AChE AKTIVITESI
(U/dk/mg protein)

Kontrol 8,993+0,158 a

30 pg/L 13,970+0,254b

30 mg/L 7,28140,034 C

*SNK; Kiigiik harfler uygulama ve kontrol arasi farki gostermek igin
kullanilmigtir. Ayni harflerle gosterilen veriler arasinda istatistiki fark
yoktur(P< 0.05).
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Sekil 1: Farkli derisimlerdeki ZnO NP’nin G. mellonella’nin yag
dokusundaki AChE enzim aktivitesi tizerine etkisi

4. Tartisma

ACh sinir uglarindan etkilendigi organa veya sinir ucundan
ikinci bir sinir hiicresine, sinir implusu tasima gorevini
yapmaktadir. AChE'nin ana islevi, nérotransmitter ACh’yi
hidroliz ederek norotransmisyonu diizenlemektir (Kim
2017). Apis melifera ile yapilan ¢aligmada ZnO NP’nin
bocegin AChE enzim aktivitesinde 6nemli derecede artisa,
beyin ve protein iceriginde azalmaya neden oldugu
bildirilmistir (Milivojevi ve ark. 2015). Spodoptera
littoralis ile yapilan bir ¢alismada ZnO NP’nin enzim
aktivitelerinde belirgin bir artis oldugu gozlenmistir
(Ibrahim ve Ali 2018). Schistocerca gregaria nimfleri ile
yapilan bir calismada abamectin uygulamasi sonucunda
AChE aktivitesinde artiy meydana gelirken, Spodoptera
litura larvalarindaki enzim aktivitesinde Onemli bir
degisim olmadig1 bildirilmistir (Abd El-Aziz 2010, 2015).

Yapilan bu ¢alismada 30 pg/L grubunda AChE aktivitesi
kontrole gore %62,5 oraninda belirgin bir artig gostermistir
(Sekil 1). G. mellonella ile yapilan baska bir ¢alismada
sodyum tetraboratin farkli konsantrasyonlarina maruz
birakilmasi sonucunda, hemolenfte AChE aktivitesinde
azalma meydana geldigi, yag dokuda ise artis oldugu tespit
edilmistir (Durmus 2007). Oksidatif stresin yani serbest
radikallerin artmasi ile ACh saliniminda bir artig olmus ve
bu nedenle de AChE aktivitesinin artmis olabilecegi
disiiniilmektedir.  Ayrica  nanopartikiillerin  etkileri,
konsantrasyona, dokuya ve siireye bagli olarak degisiklik
gosterebilmektedir.

Boceklerin toksik maddeler ile reaksiyonlar1 hizli ve
gliclidiir. Yapilan g¢alismalarda toksik metallerin bu tiir
bocekler lizerindeki  biiylime inhibisyonu, gelisim
bozukluklari,  mortalitesi, fizyolojilerinin  yeniden
diizenlenmesi, biyokimyasi vb. akut ve kronik etkiler
siklikla bildirilmektedir (Peric-Mataruga ve ark. 2019).

Metallerin ~ dokuda  birikmesi, yilksek  siiperoksit
radikallerinin veya hidrojen peroksit (H20-) gibi tiirevlerin
Olusumunu arttirir  (Gopi ve ark. 2019). Yapilan

¢alismalarda ZnO NP’nin dokularda biriktigi ve apoptozise
neden oldugu gozlenmistir. Calismamizda 30 mg/L
derisiminde uygulanan grupta kontrole gore %12,5
oraninda bir diislis gozlenmistir (Sekil 1). ZnO NP’nin
toksisitesi sonucunda serbest radikallerin artmasi ve artan
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radikallerin AChE aktivitesini azaltmasiyla enzim
aktivitesi inhibe olmus olabilir. Bagka bir yorum artan
serbest radikallerin, enzimlerin kofaktdrii olan Zn iyonlar
ya da enzim yapisindaki aminoasitler ile etkileserek
enzimlerin aktivitesini azaltmis olabilir. Sinapsislerdeki
AChE organizmalarda ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonundan  sorumlu  enzimlerden  biridir.
Ksenobiyotikler AChE’ ye baglanir, ACh hidroliz
edilmesine ragmen  ksenobiyotikler  enzim-substrat
kompleksi olarak sabit kalir ve AChE enzimi bloke
edilerek ACh resopterlerinin  uyusmast  saglanir.
Detoksifikasyon enzimleri genellikle ksenobiyotiklere
kargi enzimatik savunma olarak gésterilmekte ve normal
fizyolojik fonksiyonlarin devam ettirilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir (Tungsoy 2018). Bu gibi enzimlerin artislar
ve/veya azaliglart  ksenebiyotiklerin  toksik etkisinin
belirlenmesinde biyomarkir olarak kullaniimaktadir.

5. Sonuc¢

Yapilan c¢aligmada farkli konsantrasyonlardaki ZnO
NP’nin in vitro kosullarda biyoindikator bir tiir olan G.
mellonella’nin yag dokusundaki AChE enzim aktivitesi
lizerine etkisi arastirilmistir. Sonug olarak organizmaya
farkli konsantrasyonlarda uygulanan Zn0O
nanopartikiillerinin, canlida oksidatif strese neden oldugu
ve AChE enzim aktivitesini etkiledigi goriilmiistiir. Diinya
niifusunun biiyiik bir kismini olusturan bocekler dogada
cok yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Nanopartikiillere
hava, su, oral yollarla maruz kalabilen bocekler, c¢evre
kirliligi diizeylerinin belirlenmesinde biyoindikatér olarak
kullanilmaktadir. Ayrica yasam dongiilerinin kisa olmasi
ve hizli tiremelerinden dolay1 laboratuvar ortaminda kolay
iiretilebilmektedirler. Bu o6zelliklerinden dolayr da insan
akut  toksisite, bakteriyel ve fungal patojenite,
antimikrobiyal farmokinetik etkilerinin  arastirilmasi
calismalarinda omurgalilara alternatif olarak yaygin
bicimde kullanilmaktadir. Omurgalilara benzer immiin
sistem  tepkileri gosteren model organizma ve
biyoindikator bir tir olan G. mellonella’nin, bocek
fizyolojisinde dnemli bir parametre olan detoksifikasyon
sistemlerinin ZnO NP’ye verdigi tepkilerin anlagilmasi
ileride yapilacak toksikolojik, genotoksik, fizyolojik ve
ekotoksikolojik ¢aligmalara katki saglayacaktir.
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