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Oz: Yapilan calismada farkli derisimlerdeki bakir oksit nanopartikiillerinin (10, 100 ve
1000 ug/mL) Galleria mellonella larvalarinin orta barsak ve yag dokusundaki katalaz
(CAT), superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-s-transferaz
(GST) ve asetilkolinesteraz (AChE) aktiviteleri tizerine etkileri arastirilmigtir. Farkli
derisimlerdeki bakir oksit nanopartikiillerine maruz birakilan G. mellonella larvalarmin
orta barsak ve yag dokularinda tiim uygulama gruplarinda CAT, SOD ve AChE
aktivitelerinde azalma tespit edilirken, 100 pg/mL bakir oksit nanopartikiilii uygulamasi
yapilan grupta GPx aktivitelerinde artis meydana geldigi belirlenmistir. Ayrica GST
aktivitesinde tiim uygulama gruplarinda yag dokuda azalma, orta barsakta ise artig
meydana geldigi tespit edilmistir. Genel olarak, bu bulgular, G. mellonella larvalarinda
bakir oksit nanopartikiiliiniin toksisitesi sonucunda reaktif oksijen tiirlerinin birikimi
nedeniyle oksidatif stresin meydana geldigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan enzimler, bakir nanopartikiilleri, Galleria mellonella.
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Abstract: In this study, the effects of copper oxide nanoparticles at different
concentrations (10, 100 and 1000 pg/mL) on catalase (CAT), superoxide dismutase
(SOD), glutathione peroxidase (GPx), glutathione-s-transferase (GST) and
acetylcholinesterase (AChE) activities were investigated in the midgut and fat body of
Galleria mellonella larvae. It was determined that GPx activities increased in the group
exposed to 100 pg/mL copper oxide nanoparticles, whereas a decrease in CAT, SOD
and AChE activities was observed in midgut and fat body of G. mellonella larvae
exposed to all copper oxide nanoparticles applied groups. Moreover, GST activity
decreased in fat body in all applied groups, while an increased was observed in midgut
of G. mellonella larvae when exposed to copper oxide nanoparticles. Overall, these
findings indicate that oxidative stress occurs due to the accumulation of reactive oxygen
species as a result of the toxicity of the copper oxide nanoparticle of G. mellonella
larvae.
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GIRIS

Bakir nanopartikiilleri biyosidal aktivite ve optik
goriintiileme gibi ozelliklerinden dolayr son yillarda
onemli olgiide ilgi gormekte, 6zellikle biyomedikal ve
endiistriyel uygulamalarda siklikla bu nanopartikiillerden
yararlanilmaktadir. Buna ek olarak, yiiksek elektriksel ve
sicaklik iletkenligi gibi fizikokimyasal 6zelliklerinden
dolayt termal, elektrikli cihazlarda ve sensdrlerde
kullanilmaktadir (Hannig vd., 2007; Nations vd., 2015;
Zhou vd., 2016). Buna ragmen farkli deneysel model
sistemlerde oldugu da
bilinmektedir.

Metal oksit nanopartikiilleri, oksidatif strese ve
hiicresel toksisiteye yol acan normal hiicresel aktivitelerin
deregiilasyonuna neden olmaktadir. Bu nedenle, oksidatif
stres nanotoksisitenin en dnemli nedenlerinden biri olarak
kabul edilmekte ve nanopartikiillerin toksik etkilerinin
degerlendirilmesinde biyoindikator olarak
kullanilmaktadir (Libralato vd., 2017).

Bakir maruziyetinin 6nemli Ol¢iide hiicre igi

yiksek toksisiteye neden

reaktif oksijen tiirlerinin birikimine yol agtig1 farkl hiicre
kiltiiri modelleri ile zebra baligi, karides gibi akuatik
model organizmalarda da toksik etkilere neden oldugu
yapilan calismalarda tespit edilmistir (Ivask vd., 2014).
Buna ek olarak, A549 hiicrelerinde bakir oksit
nanopartikiillerinin oksidatif stresle iliskili olan sistein,
glutatyon, distilfir gibi metabolitlerin diizenlenmesini
indiikledigi ve GPx, SOD, GST, lipid peroksidasyon ve
CAT gibi antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin
aktivitelerinin fare hipokampal HI122 hiicrelerinde
degisikliklere de neden oldugu bildirilmistir (Boyles vd.,
2016; Niska vd., 2015). Boceklerde ise, reaktif oksijen
turlerinin olusumunun artmasi , mideye alinan besinlerin
absorbsiyonunu olumsuz etkilemekte ve orta barsak
hiicrelerinde de oksidatif zarara neden olabilmektedir (Bi
& Felton, 1995).

Deneyde kullanilan biiyikk bal mumu giivesi
Galleria mellonella, son yillarda bir¢ok alanda deneysel
calismalarda model organizma olarak kullanilmaktadir.
Tip alanindaki deneysel c¢alismalarda kullanilan farenin
yetistirilmesinin zor ve pahali olmasi, ayrica etik ve legal
yol agmasi model organizma olarak
omurgasizlarin kullanilmasma olanak saglamaktadir. G.
mellonella  gibi tiirler, basit ve pahali
olmamasindan dolay: iyi bir model organizmadir. Ayrica
bu tiire ait larvalarin ticari yonden iiretime uygun olmasi,
oda sicakliginda iiretiminin kolaylikla ve kisa siirede
yapilabilmesi bu tiirii diger omurgasiz canlilardan da ayirt
etmektedir. Bunun yam swra, G. mellonella’ nin
memelilerle benzer dogal bagisiklik sistemine sahip olmasi
da onun uygun bir model organizma olabilmesini
saglamaktadir. Bu bilgiler 1518inda, caligmada kullanimi

sorunlara

uretimi
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hizla artan bakir oksit nanopartikiiliiniin model organizma
olarak kullanilan G. mellonella larvalarinin orta barsak ve
yag dokularinda antioksidan sistem iizerine etkilerinin
belirlemek amaciyla SOD, CAT, GPx, GST ve AChE
enzim aktivitelerinin tespit edilmesi hedeflenmektedir.

MATERYAL VE METOT

Deney Biceklerinin Elde Edilmesi: Bu
calismada kullanilan G. mellonella kiiltiiriiniin devamu,
30£1°C sicaklik ve % 65+5 bagil nem igeren bocek kiiltiir
odalarinda, bocegin yumurtadan yeni ¢ikmig larvalarinin
yar1 sentetik besin ile beslenmesiyle saglanmustir.

G. mellonella larvalarinin beslenmesi i¢in kepek,
gliserin, bal, saf su ve petekten olusan besin karisimi
kullanilmistir (Bronskill, 1961). Hazirlanan besin, bir
litrelik kavanozlara yaklasik 1/3 oraninda konulduktan
sonra, icerisine 10-15 adet ergin disi ve erkek bireyler
birakilmigtir. Kavanozlarin kapaklarina disilerin yumurta
birakmalarim1  saglamak amactyla birakilan kagitlar,
giinasirt degistirilerek icerisinde yeni besin bulunan farkl
kavanozlara aktarilmistir. Gelisimlerini iiglincii evreye
kadar tamamlayan larvalar, besin ortamindan alinarak
deneylerde kullanilmustir.

Bakir oksit nanopartikiillerinin
karakterizasyonu: Deneylerde partikiil biyiikligi 50
nm’den kiigiik olan bakir oksit nanopartikiilii (Sigma-
Aldrich)  kullamilmigtir. Calismada G. mellonella
larvalarina uygulanan bakir oksit nanopartikiillerinin
karakterizasyonu, Portekiz’de Algarve University, Faculty
of Science and Technology (CIMA)’ da transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) ve dinamik 1sik sacilimi
(DLS) cihazi ile yapilmistir. Karakterizasyon yontemlerine
iligkin daha fazla ayrinti1 6nceki ¢alismalarda bildirilmistir
(Gomes vd., 2011; Sezer Tuncsoy vd., 2019; Sezer
Tuncsoy, 2020).

Farkl derisimlerdeki bakiwr oksit
nanopartikiillerinin  uygulanmasi: Besin ortamindan
alinacak tiglincii evre larvalar, kontrol grubu ve uygulama
gruplart olmak iizere iki gruba ayrilmistir. Uygulama
gruplarindaki larvalarim, bakir oksit nanopartikiillerinin 10,
100 ve 1000 pg/mL derisimlerini igeren besin icerisinde
beslenmeleri saglanmistir. Uygulama yapilan her bir grupa
40 adet larva eklenmistir. Deneyler degisik zamanlarda
iicer kez tekrar edilmis ve bir deney serisinde elde edilen

veriler kontrol grubu ile karsilastirmak suretiyle
degerlendirilmistir.
Antioksidan enzim  aktivitelerinin  tayini:

Uygulamadan sonra kontrol ve uygulama gruplarindan
10’ar adet larva diseksiyon igin segilmistir. Larvalar buz
tizerinde 2-3 dakika bekletildikten sonra, % 95 etil alkol ile
dezenfekte edilmistir. Larvalar sirt kismu strafora gelecek
sekilde sabitlenerek birinci ¢ift torasik bacaklarinin
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ontinden orta eksen boyunca uzunlamasina mikro makas
(Bahadir, diiz makas, 16 cm) yardimyla kesilmistir. ilk
once yag doku (fat body) bir pens yardimiyla izole edilmis,
daha sonra 0n, orta ve son barsak olmak iizere li¢ boliimden
olusan sindirim kanalindan orta barsak ayrilmustir. izole
edilen yag doku ve orta barsak, igerisinde homojenizasyon
tamponu (20 mM; pH 7.6) bulunan ependorf tiiplere
aktartimustir.

Daha sonra Ultra Torrax cihazinda dokular
homojenize edilmistir. Yag dokunun homojenizasyonunda
ise, 50 W, 40-50 s' de ultrasonik homojenizator (Bandelin
Sonoplus. HD 2070, Berlin, Almanya) kullanilmistir.
Homojenatlar, 500xg' de 15 dakika (+4°C) santrifijj
edilmis daha sonra siipernatanlar, mitokondriyal
fraksiyona katilmak i¢in 45 dakika (4 °C) boyunca 12,000
X @' de yeniden santrifiij yapilmistir. Sitosolik fraksiyon,
diisiik molekiiler agirlikli proteinleri uzaklastirmak igin
Sephadex® G-25 (PD10, Pharmacia) jel kolonlart {izerinde
saflagtirilmistir (Gonzalez-Rey vd., 2014). Ornekler enzim
aktivitelerinin tayini islemlerine kadar -80°C' de
bekletilmistir.

Antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT ve
GPx) sirastyla McCord & Fridovich (1969), Greenwald,
(1985) ve Lawrence & Burk (1976) 'a gére tespit edilmistir.
ACHhE aktivitesini belirlemek i¢in, orta barsak ve yag doku,
% 10 Triton iceren Tris-HCI tamponu (100 mM, pH 8.0)
icinde buz iizerinde homojenize edilmigtir. Daha sonra
12.000 x g' de 30 dakika (4 °C) santrifiij edilmistir. AChE
aktivitesi, Ellman vd. (1961) tarafindan uygulanan metot
kullanilarak belirlenmistir. GST aktivitesi, Habig wvd.
(1974) yontemine gore spektrofotometrik  olarak
Ol¢lilmiistiir. Protein miktarinin tespitinde ise, substrat
olarak Bovine serum albiimini kullanilarak Bradford
(1976) yontemine gore belirlenmistir.

Istatistiksel analiz: Kontrol grubu ve bakir oksit
nanopartikiilleri uygulanmis gruplar arasindaki istatistiksel
veriler SPSS 21 programinda Student Newman Keul’s
(SNK)) testi kullanilarak degerlendirilmistir. p<0,05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Bakir oksit nanopartikiillerinin
karakterizasyonu: Calismada kullanilan bakir oksit
nanopartikiilleri boyut ve sekilsel analizleri TEM, DLS ve
ELS yontemleri ile belirlenmistir. Karakterizasyona ait
veriler Tuncsoy vd. (2019) ayrintili olarak verilmistir.

Bakir oksit nanopartikiillerinin antioksidan
enzim iizerine  etkisi: Bakir  oksit
nanopartikiillerinin farkli derigimlerinin G. mellonella
larvalarinin yag doku ve orta barsagindaki CAT aktivitesi
iizerine etkileri Sekil 1’ de gosterilmistir. Elde edilen
verilere gore hem yag doku hem de orta barsaktaki tim

aktiviteleri
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uygulama gruplarinda (10, 100 ve 1000 pg/mL) CAT
aktivitesinde Onemli bir azalma meydana geldigi
belirlenmistir . Orta barsak ve yag dokuda 10 pg/mL bakir
oksit nanopartikiilii uygulanan gruplarda CAT aktivitesi
sirastyla % 85,8 ve % 75,5 oranlarinda azalirken, 1000
pg/mL bakir oksit nanopartikiill uygulamasi yapilan
gruplarda bu azalma sirasiyla % 94,2 ve % 69 olarak tespit
edilmistir.

CAT
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I
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Kontrol
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D Yag Doku MOrta Bagirsak

Sekil 1. Bakir oksit nanopartikiillerine maruz birakilan G.
mellonella larvalarinin orta barsak ve yag dokusundaki CAT
aktivitesi. SNK testine gore “*” ile gosterilenler arasinda
istatistiksel bir fark bulunmustur. (P <0,05).

Figure 1. CAT activity in midgut and fat body of G. mellonella
larvae exposed to CuO NPs. According to the SNK test, a
statistical difference was found between those indicated with "**
(P <0.05).

Elde edilen verilere gore bakir oksit
nanopartikiilinin ~ farkli  konsantrasyonlarmin ~ G.
mellonella larvalarinin orta barsak ve yag dokusundaki
SOD aktivitesine olan etkileri Sekil 2’de verilmistir.
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Sekil 2. Bakir oksit nanopartikiillerine maruz birakilan G.
mellonella larvalarinin orta barsak ve yag dokusundaki SOD
aktivitesi. SNK testine gore “*” ile gosterilenler arasinda
istatistiksel bir fark bulunmugtur (P <0,05).

Figure 2. SOD activity in midgut and fat body of G. mellonella
larvae exposed to CuO NPs. According to the SNK test, a
statistical difference was found between those indicated with ***
(P <0,05).

Istatistiki verilere gore larvalarm her iki
dokusundaki SOD aktivitesi de tiim uygulama gruplarinda
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(10, 100 ve 1000 pg/mL) kontrole gore istatistiki olarak
anlamli bir azalma géstermistir. Orta barsak ve yag dokuda
10 pg/mL bakir oksit nanopartikiilii uygulanan gruplarda
SOD aktivitesi sirasiyla % 68 ve % 64,5 oranlarinda
azalirken, 1000 pg/mL bakir oksit nanopartikiil
uygulamasi yapilan gruplarda bu azalma sirasiyla % 80,6
ve % 64,2 olarak belirlenmistir.

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan bakir oksit
nanopartikiiliiniin G. mellonella larvalarinin orta barsak ve
yag dokusundaki GPx aktivitesindeki degisimler Sekil 3’
de verilmistir. Elde edilen istatistiki verilere gére 10 pg/mL
bakir oksit nanopartikiilii uygulanan gruplarda kontrole
gore orta barsak ve yag dokuda sirasiyla % 36,2 ve % 42
oranlarinda 6nemli bir azalma gdzlenirken, 1000 pg/mL
bakir oksit nanopartikiilii uygulanan gruplarda bu azalma
sirastyla % 18,2 ve % 30,5 olarak belirlenmistir. 100
pug/mL uygulama grubunda ise her iki dokuda da sirasiyla
% 54,3 ve % 66,6 oranlarinda anlamli bir artis meydana
geldigi tespit edilmistir.
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Sekil 3. Bakir oksit nanopartikiillerine maruz birakilan G.
mellonella larvalarimin orta barsak ve yag dokusundaki GPXx
aktivitesi. SNK testine gore “*” ile gosterilenler arasinda
istatistiksel bir fark bulunmustur. (P <0,05).

Figure 3. GPx activity in midgut and fat body of G. mellonella
larvae exposed to CuO NPs. According to the SNK test, a
statistical difference was found between those indicated with "*"
(P <0.05).

Bakir oksit nanopartikiiliniin  G. mellonella
larvalarinin yag doku ve orta bagirsagindaki GST enzim
aktivitesindeki degisimler Sekil 4’ de gosterilmistir. GST
aktivitesinde 100 ve 1000 pg/mL bakir oksit nanopartikiil
uygulamas: sonucunda istatistiki agidan onemli bir artis
meydana gelirken, yag dokuda tiim uygulama gruplarinda
azalma meydana geldigi tespit edilmistir. Orta barsakta
meydana gelen GST aktivitesindeki artig 100 pg/mL bakir
oksit nanopartikiili uygulanan grupta % 133,3, 1000
pg/mL bakir oksit nanopartikiilii uygulanan grupta ise %
60,6 oraninda artmugtir.

AChE aktivitesinde istatiksel olarak her iki
dokuda da kontrole gore tiim uygulama gruplarinda (10,
100 ve 1000 pupg/mL) azalma meydana geldigi
belirlenmistir (Sekil 5). Bu azalma orta barsakta tiim
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uygulama gruplarinda sirastyla % 76, % 10 ve % 424
olarak tespit edilirken, yag dokuda ise sirasiyla % 51,7, %
9,78 ve % 42,1 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. Bakir oksit nanopartikiillerine maruz birakilan G.
mellonella larvalarinin orta barsak ve yag dokusundaki GST
aktivitesi. SNK testine gore “*” ile gosterilenler arasinda
istatistiksel bir fark bulunmustur. (P <0,05).

Figure 4. GST activity in midgut and fat body of G. mellonella
larvae exposed to CuO NPs. According to the SNK test, a
statistical difference was found between those indicated with "*"
(P <0.05).
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Sekil 5. Bakir oksit nanopartikiillerine maruz birakilan G.
mellonella larvalarinin orta barsak ve yag dokusundaki AChE
aktivitesi. SNK testine gore “*” ile gosterilenler arasinda
istatistiksel bir fark bulunmustur. (P <0,05).

Figure 5. AChE activity in midgut and fat body of G. mellonella
larvae exposed to CuO NPs. According to the SNK test, a
statistical difference was found between those indicated with "*"
(P <0.05).

TARTISMA VE SONUC

Biyolojik zarlardan kolaylikla gecebilen metal
nanopartikiiller, DNA hasari, oksidatif stres, membran
hasar1 ve molekiiler diizeyde organ, doku ve hiicrede
protein yanlis katlanmasi gibi olumsuz etkilere neden
olabilmektedirler (Aschberger vd., 2011; Schrand vd.,
2010). Serbest radikaller, viicutta siirekli olarak olusan ve
antioksidan savunma sistemi tarafindan yok edilen
molekiillerdir ve canlilardaki bu zararl radikallere karst
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viicutta gelisen bazi enzimatik sistemler vardir. SOD,
CAT, GPx gibi enzimler, agir metal toksisitesinin neden
oldugu serbest radikallerin zararli etkilerine karst viicudu
korumaktadir. Bu gibi biyokimyasal parametreler metal
toksisitesi igin iyi birer biyomarkirdir. Yapilan ¢alismada
G. mellonella larvalarmin orta barsak ve yag dokusunda
uygulanan tiim derisimlerde SOD ve CAT aktivitelerinde
azalma meydana gelirken, orta barsakta GST aktivitesinde
artis meydana geldigi gézlenmistir. GPx aktivitesinde ise,
100 pg/mL derigiminin uygulandigi grupta artis meydana
geldigi tespit edilmigtir. Bakir oksit nanopartikiil
toksisitesinin antioksidan SOD ve CAT seviyelerini
azaltarak larvanm orta barsak ve yag dokusunda reaktif
oksijen tiirlerinin birikmesine neden olmus olabilecegi
diistiniilmektedir. Assadian vd. (2018) yaptiklar1 bir
caligsmada bakir oksit nanopartikiillerinin in vitro sitotoksik
etkisi sonucunda oksidatif stres indiiksiyonu ile hiicre ici
reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerinde 6nemli bir artis
meydana geldigini bildirmiglerdir. Musca domestica ile
yapilan bir calismada, farkli konsantrasyonlarda giimiis ve
kitosan nanopartikiilleri uygulanmasi sonucunda larvalarin
SOD, CAT, GPx ve GST aktivitelerinin maruz kalma
siiresine bagli olarak degistigini tespit etmislerdir
(Ramadan vd., 2020). S. litura ve A. janata ile yapilan bir
calismada, giimiis nanopartikiilii uygulamast sonucunda
SOD, CAT ve GPx aktivitelerinin derisime bagl olarak
degistigini bildirmislerdir (Yasur & Pathipati, 2015). Apis
mellifera ile yapilan bir c¢alismada ise, arilarin 10 giin
boyunca ¢inko oksit nanopartikiillerine ve ¢inko kloriire
maruz birakilmasindan sonra GST aktivitesinde artis
meydana geldigini bildirilmistir (Milivojevic vd., 2015).
Boceklerde nanopartikiiller dis iskelete ve hiicre igi
bosluga girebilir ve daha sonra nanopartikiil iyonlar1
sitoplazmaya salinir ve kiikiirt proteinlerine baglanir,
boylece reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerinin artmasina
ve dolayisiyla hiicresel fonksiyonlarin hasarina ve bunun
sonucunda da hiicre Oliimiine neden olabilmektedir
(Benelli, 2018; Mir vd., 2020). Elde edilen bulgular
sonucunda bakir oksit nanopartikiilliniin neden oldugu
oksidatif stres sonucunda dokularda biriken reaktif oksijen
tirlerinin GPx ve GST enzimleri vasitasiyla ortadan
kaldirilmaya calisildig1 diisiiniilmektedir.

Farkli derisimlerdeki bakir oksit
nanopartikiillerine maruz birakilan larvalarda ise her iki
dokuda da AChE aktivitesinde azalma meydana gelmistir.
Bakirin siilfiir verici gruplara olan yiiksek afinitesi, tiyol
kalintilarina baglanarak AChE inhibisyonuna neden
olabilmektedir (Gomes wvd., 2011). AChE enzim
aktivitesindeki degisiklikler, bakir dahil gesitli metal ve
organofosforlu  pestisitlere kalindiginin  bir
gostergesidir (Bebiaanno vd., 2004; Lehtonen & Leinid
2003; Regoli & Principato 1995). Boceklerde AChE
aktivitesi genellikle beyin, goglis ve karmn bolgeleri ile

maruz
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abdominal ganglionlarda diizenlenmektedir (Thany vd.,
2010). AChE aktivitesi, bir organizmanin sinir sisteminin
kolinerjik fonksiyonlarini belirlemek i¢in kullanilan bir
yontemdir. Ayrica, farkl tiirlerle yapilan ¢alismalarda da
ACHhE aktivitesindeki degisikliklerin oksidatif stres, hiicre
sinyalindeki diizensizlik veya noérotransmisyondaki
bozukluktan kaynaklandigi bildirilmistir (Gongalves vd.,
2012; Milivojevic vd., 2015).

Bocekler, karasal ekosistemin biiyiikk  bir
popiilasyonunu olusturan canli  gruplaridir. Metal
nanopartikiillerinin biyoakiimiilasyonu ve
biyomagnifikasyonu bu canli gruplarinda biiyiikk 6nem
tagimaktadir.  Nanomalzemelerin  biyoakiimiilasyonu,
organizmada nanopartikiillerin birikmesiyle baglamakta ve
daha sonra besin zinciri yoluyla diger organizmalara
aktarilmaktadir. Bu nedenle bocekler bu zincirin dnemli bir
pargasini olusturmakta ve boceklerin model organizma
olarak kullanildigi ¢alismalar 6nem tasimaktadir. Sonug
olarak yapilan g¢aligmada da elde edilen veriler, farkh
derisimlerde bakir nanopartikiillerine maruz kalan G.
mellonella larvalarinin antioksidan enzimlerinde &nemli
degisiklikler meydana getirdigi belirlenmistir. Bakir oksit
nanopartikiiliniin  etkisi reaktif oksijen
tirlerinin dokularda artmasi nedeniyle larvalarn orta
barsak ve yag dokularinda oksidatif stres meydana geldigi
diistiniilmektedir. G. mellonella’ da bakir
nanopartikiillerinin etkisindeincelenen antioksidan
savunma sistemi parametrelerindeki degisikliklerin metal
kirliliginin bir gdstergesi olarak kullanilabilecegi sonucuna
varilmistir.

sonucunda
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