T.C.
ADIYAMAN UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

Fe,O3; NANOPARTIKULUNUN BUYUK BAL MUMU GUVESI Galleria mellonella
ENZIM SiSTEMIi UZERINE ETKIiSi

YUKSEK LiSANS TEZIi

MEHMET SERTBAS

DANISMAN

PROF. DR. MUSTAFA COSKUN

ADIYAMAN, 2022



OZET

Fe,O3; NANOPARTIKULUNUN BUYUK BAL MUMU GUVESI Galleria
mellonella ENZIiM SISTEMIi UZERINE ETKIiSi

Mehmet SERTBAS
Biyoloji Anabilim Dah
Adiyaman Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Agustos 2022
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Mustafa COSKUN

Yapilan ¢alisma force-feeding yontemiyle 7. evre G. mellonella larvalarina verilen Fe;O3
(1, 2, 5, 10, 20, 50 pg/larva ) nanopartikiillerinin karbohidrat, protein, lipid miktar1 ve
oksidatif stres belirtegleri (siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), melondialdehit
(MDA)) iizerine etkisi spektrofotometrik yontem kullanilarak belirlenmistir.

Protein miktarinda 4 saat sonunda en yiiksek dozda diisiis goriilmesine ragmen ve 24 saat
sonunda en yiiksek diistis 1.00 pg/Larva dozunda goriilmistiir. Lipid miktarii diizeyine
bakildiginda 4 saat sonunda 1.00 pg/Larva dozu disinda diger dozlarda diislis goriilmiis ve
24 saat sonunda biitiin dozlarda diisiis kaydedilmistir. Karbohidrat miktarinda 4 saat ve 24
saat sonunda kontrol besine gore diisiis oldugu goézlenmistir. SOD enzim aktitesinde 4 saat
sonunda en yiiksek dozda en yiiksek artis goriilmesine ragmen 24 saat sonunda en fazla
diisiis en yiiksek dozda goriilmiistiir. CAT aktivitesinde 4 saat sonunda 5.00, 20.00, 50.00
00 pg/Larva dozlart kontrol grubuna gore diislis goriilmiis ve 24 saat sonunda 1.00
pg/Larva hari¢ diger dozlarda diislis goriilmiistiir. Oksidatif stres biyobelirteclerinden biri
olan MDA miktarinda 4saat sonunda kontrole gore artig gostermis ve 24 saat sonunda ise
kontrole gore 10.00,20.00 ve 50.00 pg/Larva dozlarinda artis gézlemlenmistir.

Sonug olarak, bu calismada demir oksidin doz ve siireye bagli olarak biyokimyasal
parametreler tizerine farkli etkilere neden olabilecegi model bdcek G. mellonella

kullanilarak gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, Protein, Demiroksit, Antioksidan enzimler,



ABSTRACT

THE EFFECT OF Fe,O; NANOPARTICLE ON ENZYME SYSTEM OF THE
GREATER WAX MOTH Galleria mellonella LARVEA.

Mehmet SERTBAS
Department of Biyology
Adiyaman University Graduate Education, Agust,2022
Department of Biyology
Supervisor  : Prof. Dr. Mustafa COSKUN

In this work carried out, the effect of Fe,Os (1, 2, 5, 10, 20, 50 pg/larva) nanoparticles
given to stage 7th G. mellonella larvae by force-feeding method on carbohydrate, protein,
lipid amount and oxidative stress markers (superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
melondialdehyde (MDA)) was determined by spectrophotometric method.

The highest drop in protein quantity was 1.00 pg/Larva after 24 hours, despite the highest

drop in the highest dose after 4 hours. Based on the level of the lipid amount, other doses
were dropped outside of the dose of 1.00 pg/Larva after 4 hours and all doses were
recorded after 24 hours. In the amount of carbohydrates, it was observed that there was a
decrease in control five after 4 hours and 24 hours. Although the highest dose of the
highest increase in the SOD enzyme flow after 4 hours, the maximum drop after 24 hours
has been seen in the highest dose. CAT activity has decreased by control group of 5.00,
20.00, 50.00 pg/Larva doses after 4 hours, and other doses, except 1.00 pg/Larva, were
seen at the end of 24 hours. An increase in the amount of MDA, one of the oxidative stress
biomarkers, increased by control at the end of 4 hours, and an increase in the doses of
10.00,20.00 and 50.00 pg/Larva was observed at the end of 24 hours.

As a result, in this study where iron oxide can have different effects on biochemical
parameters depending on the dose and time shown using the model insect G. mellonella.

Keywords: Galleria mellonella, Protein, Ironoxide, Antioxidan enyzmes



TESEKKUR

Ciddi bir emek ve Ozveri ile hazirladigim yiiksek lisans tezimi tamamlamanin
heyecanini yasiyorum. Bu boliimii benden desteklerini esirgemeyen ve beni tesvik eden

insanlara ayirip tesekkiir etmeyi borg bilirim.

Oncellikle danismanligimi iistlenen, konu se¢iminden arastirmanin yiiriitiilmesine
dek beni sinirlamayip 6zgiir birakan, yiiksek lisans dgrencisinin yeterliligini gostermesine
olanak taniyan ve birlikte ¢alismaktan her zaman mutluluk duyacagim danigman hocam
Sayin Prof. Dr. Mustafa COSKUN’a ve her zaman kapisini rahatlikla ¢alabildigim hocam
Saym Dog¢. Dr. Tamer KAYIS’a engin bilgi ve tecriibelerini esirgemeyip beni
destekledikleri i¢in tesekkiir ederim.

Bu siirecte kansere yakalanan ve ozellikle de deney calismalarim siirecinde ¢ok
thmal edip, yaninda olamadigim, tezimi yazdigim dénemde de kaybettigim babam Ali
SERTBAS’1 rahmetle anarak tesekkiirii bor¢ bilirim. Sadece bu siirecte degil hayatimin her
evresinde her zaman yanmimda olan, gecelerce benimle beraber uyumayip destegini

esirgemeyen ve daima yiireklendiren can yoldasim Evrim SERTBAS’a tesekkiir ederim.



ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz ve
bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun
davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tim veri ve bilgiler i¢cin kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu c¢alismanin Adiyaman
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigin1 ve hicbir
sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, calismamla ilgili
yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya cikacak tiim ahlaki

ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.

Mehmet SERTBAS
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1.GIRIS Mehmet SERTBAS

1. GIRIS

Bilim ve teknolojinin gelismesi ile beraber her gecen giin yeni bir arastirma alani
olugmaktadir. Nanoteknoloji de giliniimiizde onemli bir yere sahip olup arastirma ve
gelistirme i¢in 6nemli yatirimlarin yapildigi bir alandir. “Nano” “bodur (kiigiik)” anlamina
gelen Yunanca’dan tiiretilmis bir kelimedir; yani kiigiik parcaciklarin teknolojisi de
diyebiliriz[1]. 1 nanometre “nm” ile ifade edilir ve 1 metrenin milyarda biri (10° m)
Ol¢iistindedir [2]. Baz1 arastirmacilar 50 nm kadar olan maddeleri nanopartikiil olarak
smiflandirirken [3] bazi arastirmacilar ise 100 nanometre ve 1 mikronu (p)[1] dst smir
olarak kabul ederek siiflandirmaktadir. Nanoparcaciklar daha diisiik hata seviyeleri ve
essiz dayaniklilik gii¢leri ile halihazirdaki birgok endiistriyel siireg i¢in devrimsel yenilikler
getirmektedir. Aktif ve c¢ok yonlii formlardaki nanoparcaciklarin olusmast veya
olusturulmasiyla birlikte biyoloji, tip, eczacilik, kozmetik, matematik, fizik, kimya,

elektronik, tarim ilaglari, bilisim, otomobil gibi bir¢ok alanda kullanimi yaygindir[4].

“Malzeme ™\

Bilimi [ Matemauk
\(Hafif ve kuvvetli / \_ (Modelleme) /

N Mmaizeme) N .
Fld\lrumk Teorllklgrlw\ ora) ’j
|Nano elektromk) w 3 .

Blluxa\ ar "\ / \ Kimya )
lg (Kuantum (Seczo depofama)"
bng|sa,ar» / ) ‘ >

-— "’ELZ{ILIIII\.
Tip /[ Biyolon

\ (Yapay kemik) / \ (Biyosensdorier) /

Sekil 1.1. Nanoteknolojinin kullanim alanlari[5].

Nanopartikiiller dogal kaynakli veya insan kaynakli nanopartikiil olabilmektedir.
Ornegin toz firtinalari, okyanus suyunun buharlasmasi, volkanik patlamalar ve orman
1
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yanginlar1 dogal kaynakli olabilirken kozmetik iirlinler evsel atiklar sigara dumani egzoz

ve bina yikintilari insan kaynakli nanopartikiiller olabilmektedir[1].

Nanopartikiiller genel olarak karbon bazli nanopartikiiller, yar1 iletken bazh
nanopartikiiller ve metal bazli nanopartikiiller olarak siniflandirilabilir.  Ayrica
nanopartikiiller sekillerine gore: ylizey modifikasyonu, kimyasal dogasi, dagilma ortami

gibi farkli 6zellikler g6zoniinde bulundurularak da siniflandirilabilir[6].

Metal bazli nanopartikiillere bakir, altin, giimis, platin, demir, titanyum gibi
ornekler verilebilmektedir. Farkli formlarda bulunan magnezyum, bakir, giimiis, demir,
altin, platin gibi metal bazli nanopargaciklar saf haldeyken; ¢inko oksit, magnezyum oksit,
aliminyum oksit, demir oksit gibi metal oksit formlarinda da bulunabilmektedir. Metal
oksit nanoparcaciklari1 dogada kendileri olusabildikleri gibi bunlarin sentezi de
yapilabilmektedir[7].

Demir oksit, farkli kimyasal bilesen ve manyetik 6zelliklere sahip metal oksittir.
Demir oksitin birgok formu olmakla birlikte en 6nemlileri Fe,O (wiistit) Fe,O3z(maghemit),
Fe304 (manyetit)tir. Fe,O3 ve Fe3Oy4 en ¢ok kullanilan demir oksitlerdir. Fiziksel 6zellikleri
aynt olan maghemit ve manyetit miknatislik o6zelligi daha az olan maghemittir.

Paramanyetik olan Fe,O3 kirmizimsi kahverengi rengine sahip inorganik bir bilesiktir[8].

n.n . T
0’\00 |
‘o a.n

=] » 9 9
g% o
3 .
o 0%
b .- A
(a) Hematit_ (b) Magnetit (c) Maghemit
Rhombohedral. R3¢ cuble Fd3am Cubic, P4 32/ Tetragonal, P4 2 2

Sekil 1.2. - Fe,05(hematit), Fe;04(manyetit), y -Fe,03(maghemit) kafes yapilar1[9].
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Demir oksitler manyetik 6zelliklerinden dolayi araglar, ferro sivilar, katalizorler,
saglik alaninda gorlintileme cihazlarinda ve farmasotik gibi uygulama alanlarinda
kullanilmaktadir. Protein saflastirilmasinda, sulardaki agir metallerin eliminesinde,
besinlerin analizinde ve ilag tasiyict olarak da kullanilabilmektedir. Fe,O3 ve Fe3Oq4
nanopargaciklarinin sentetik metodlarla olusturulmasi igin literatiirlerde birgok farkli

yontem yer almaktadir[10,11].

Demir oksit nanopargaciklar1 biyolojik, kimyasal ve fiziksel olarak farkli
yontemlere gore tretilir. Bu yontemler partikiiliin kararlilig1 ve yapist biyolojik uyum i¢in
olduk¢a Onemlidir. Bunlarin sentezi igin en ¢ok hidrotermal, sanokimyasal sentez,
mikroemiilsiyon, birlikte ¢oktiirme ve elektrokimyasal biriktirme metodlar1 kullanilir. Bu
metodlar demir oksit par¢aciklarini daha verimli elde etmek i¢in kullanilir. Bu metotlarla
birlikte mikroorganizma veya bakteriyel sentez ve lazer piroliz teknikleri de
kullanilir[8,12-17].

1.1. Galleria mellonella Biyolojisi

Alem : Animalia
Sube : Arthropoda
Simif - Insecta
Takim : Lepidoptera

Ust Familya : Pyraloidea

Familya : Pyralidae

Alt Familya : Gallerinae

Cins : Galleria (Fabricius, 1798)

Tiir : Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) [18]
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Biiyik bal mumu giivesi olarak bilinen Galleria mellonella (L.) Lepidoptera
takimmin Pyralidac familyasina ait iliman bolgeleri seven holometabol olan bir tiir
bocektir[21]. Yapilan bazi arastirmalara gore diinya genelinde yaygin olarak yasayan bal
mumu glivesinin aricihi@in yogun oldugu bélgelerde daha fazla yayilim gosterdigi
bilinmektedir, ayrica bu canlinin adaptasyon yetenegi oldukga yiiksektir[19,20]. G.
mellonella larval evrede petek, bal ve bal mumu ile beslenmektedir. Bu nedenle bal mumu
giivelerinin aricilik sektoriinde 6nemli 6l¢iide kayiplara neden oldugu bilinmektedir[22].
G. mellonella ergin evrede ise besin tilketmemektedir. Etkili bir miicadele i¢in bocegin
biyokimyas1 ve fizyolojik yapisinin anlagilabilmesi i¢in son yillarda biiyilk bal mumu
giivesi ile ilgili calismalar oldukg¢a artmistir[22,23]. G. mellonella’nin laboratuvar
ortaminda ¢ok fazla yumurta vermesi, gelisim dongiisiiniin kisa olmasi, besinin az
maliyetli olup kolay hazirlanmasiyla birlikte memelilere bagisiklik sistemi, hiicre yapisi, ve
metabolik olarak benzediginden daha g¢ok tercih edilen bir model organizma olmustur.
Bununla birlikte farmakolojik ¢aligmalarda ila¢ deneylerinde, mikroorganizmalarin
patojenik ¢alismalarinda kullanilabilmektedir. G. mellonella’nin 30+2 °C ve %6545 bagil
neme bagl olarak gelisim dongiisii 3 - 5 ay arasi siirmektedir. Yasam dongiisii; 7-11 giin
arast larvalar yumurtadan ¢ikmakta ve yumurtalar ise beyazimtrak veya krem renginde
olup kiire seklindedir. Larval evre 14-28 giin siirmektedir. Yumurtadan ¢ikan larvalar kiil
renkli ya da krem renkli olabilmektedir. Larvalar segmentli bir yapiya sahip olup
biiylidiikce segmentler belirginlesir ve renkleri giin gectikge koyulasir. Larval evrede
peteklerin tahribasyonu iist diizey iken diger evrelerde yok denilecek kadar azdir. G.
mellonella’nin larval donemi 7 evreden olugsmaktadir ve son evre olan 7. evrede koza oriip
pupa dénemine gegmeye caligir. 8-15 giin olan pupal evrede 6rmiis oldugu koza nedeniyle
beyazimsi renkli olmakla birlikte kozanin igindeki pupa ise koyu sarimsi-turuncu renkli
olup ve evrenin sonuna dogru pupa koyulasir. Omiirleri 10-25 giindiir, ergin bireyler disi
ve erkek olmak iizere farkli cinsiyetlere sahiptir. Disi bireyler erkek bireylere goére daha iri
ve daha koyu renklidir. Ergin bireyler yasam siireleri boyunca yaklasik 250-650 arasi
yumurta birakmaktadir[21,24].
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1.2. Enzimler

Canli metabolizmasi, toksik faktorlere karsi diren¢ saglamak i¢in kendi savunma
sistemini kullanir. Bu sistemler enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak
siiflandirilir. Canlinin metabolik olaylara karsi olusturdugu bu karmasik olan antioksidan
sistemleri savunmada goérev alir. Canli, bu savunma sistemlerini biyotik ve abiyotik
faktorlerde bulunan serbest radikallere karsi kullanip yasam siiresini arttirmak igin
gelistirir[25,26,27,28]. Hiicreler metabolik olaylar sonucu siirekli olarak reaktif oksijen
tirlerini (ROS) olusturur ve bu reaktif oksijen tiirleri ile denge halindedir. Bu reaktif
tirlerini yok etmeye c¢alisan antioksidanlar gorev almaktadir. Bu antioksidanlar

metabolizma aktivite siiresi boyunca tiretilmektedir[29].

Serbest radikalleri durdurmaya calisan ve olusacak olan olas1 hasarlar1 6nlemek i¢in
kullanilan ana sistem, antioksidan savunma sistemidir. Radikalleri dengeleyen
antioksidanlar ile serbest radikallerin denge durumunun bozulmasi protein, lipid,

karbohidrat, niikleik asitleri ve hiicre zarmin hasarina neden olabilmektedir[29-30].

Normal kosullarda hiicrelerde antioksidanlar tiretilmektedir ancak bununla birlikte
disaridan da besinler yoluyla alinabilmektedir[30]. Serbest radikaller, yoriingelerinde en az
bir eslesmemis elektron bulunduran atom, molekiil veya bilesiklerdir. Bu radikaller siirekli
diger bilesik veya atomlarla etkilesime girmeye calisarak kararli hale ge¢me istegine
sahiptir[27,31,32]. Serbest radikallerin en temel kaynagi molekiil yapidaki oksijendir.
Serbest radikaller giiclii oksidan 6zellikteki oksijen ara iiriinlerinin olmasi i¢in oksijenin
indirgenmesini saglar. Bu radikaller bagka atom ve bilesik ajanlarla etkilesime girerek
biyolojik etkilere neden olmaktadir[33]. Serbest radikallerin gerek metabolik olaylar
gerekse cevresel faktorler ile (sigara, alkol, ilag takviyesi, U.V. 1sinlar1) tretilmesi her
zaman devam etmektedir[34]. Canlidaki antioksidan savunma sistemleri metabolizma
faaliyetleri sonucu olusan reaktif oksijen tiirlerinin eliminesinde yetersiz kaldigi
durumlarda denge bozulur ve bu dengenin bozulmasi olayma oksidatif stres
denir[35,36,37]. Oksidatif strese neden olan oksidasyon reaksiyonlari hiicredeki
molekiillerin deforme olmasina, hiicrelerin zarar gdrmesine hatta hiicrenin dliimiine dahi
neden olabilir[38]. Serbest radikal kaynaklarina alkol, sigara tiikketimi, agir metaller, fazla
demir yiiklemesi, ileri yas faktorii, U.V. 1sinlari, dogum kontrol ilaglar1 ve radyasyon

ornek verilebilir. Bununla birlikte askorbik asit, karotenoidler, glutatyon ve tiyoller,
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flavonoidler, a-tokoferoller, selenyum, ubikinon, koenzim Q, seriiloplazmin, albiimin,
bilirubin, melatonin, metiyonin, miyoglobin, ferritin, tirat, hemoglobin, transferrin, sistein
ve APOX, CAT, GST, GPx, GR gibi enzimler de antioksidan molekiiller olarak
orneklendirilebilir. Oksidatif hasar biyobelirtecleri olarak da DNA hasarinin belirlenmesi,

protein hasarinin belirlenmesi ve lipid peroksidasyon {riinlerinin belirlenmesinde
kullanilabilir[27,39,40,41,42].

1.2.1. Siiperoksidaz dismutaz (SOD)

Stiperoksidaz dismutaz (SOD) olduk¢a zararli olan siiperoksit radikali anyonlar1 ve
ROS (reaktif oksijen tiirleri) karsi aktivitesi yiiksek olan enzimdir[43]. Cok giicli
antioksidan olan SOD, hiicrede tahribasyona yol acan siiperoksit radikalini hidrojen
peroksit (H,O;) ve Oy’e (molekiiler oksijen) doniisiimiinii gergeklestirerek uzaklastirir.
Hem indirgeyici hem de oksitleyici ozelligine sahip olan siiperoksit radikali oksidan
gorevini Ustlenerek bir e (elektron) alip hidrojen peroksite indirgenir[44]. Gelismis
canlilardan basit yapili organizmalara kadar canlilarin biitlin hiicre ve dokularinda

stiperoksit dismutaz bulunmaktadir[45].
Bulundugu yere gore;

Sitoplazmik SOD Cu-Zn-SOD (SOD1),
Mitokondriyal SOD Mn-SOD(SOD2),

Ekstraseller SOD Cu-SOD (SOD3) olmak iizere ii¢ formu bulunur. Bu ti¢ form da hiicrede
olusan siiperoksit radikallerine kars1 iyi bir antioksidan enzimi olup hiicreyi hasarlardan

korumaktir ancak hiicre i¢inde en ¢ok bulunan sitoplazmik formudur[46].

1.2.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT) hayvanlarda metabolik aktivitesi yiliksek olan kalp, kas, bobrek,
karaciger gibi organlarin hiicrelerinde bulunup bu hiicrelerin de endoplazmik retikulum,
mitokondri ve peroksizomunda bulunur. Katalaz enziminin hiicrede en ¢ok bulundugu
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organel peroksizomlardir. Hemoprotein yapili olan katalaz enzimi hiicre igindeki
metabolik olaylar sonucu olusan H,O,’i (hidrojen peroksit) H,O (su) ve O’ye(oksijen)

pargalar[47].

1.2.3. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit, ¢oklu bag igeren doymamis yag asitleri peroksidasyonun en ¢ok
calisan1 ve en temel iirliniidiir. Malondialdehit ¢ogunlukla oksidatif stres diizeyini 6lgen
bir belirtegtir. Metabolizma sonucu olusan serbest radikaller, doymamis yag asitleri ve
kolesterol ile etkilesime girerek lipid peroksidasyonunu olusturur. Malondialdehit,
tiyobarbitiirik asitle (TBA) reaksiyona girdiginden dolayr ¢oklu doymamis (Omega-3,
Omega-6) yag asitleri lipid peroksidasyonu igin biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir[46-
50].

Hayatimizin her alaninda nanopartikiiller dogrudan veya dolayli olarak canliya
niifuz etmektedir. Kullanimi hizla yayginlasan nanopartikiiller kozmetik sektoriinde, besin
analizlerinde, tip, eczacilik gibi alanlarda kullanilir iken demir oksit nanopartikiilleri daha
cok kanser ilaglari, tarim, medikal uygulamalar1 gibi alanlarda kullanilmaktadir. Agir
metallerin canli viicuduna alinmasiyla doku, organ hiicrelerinde birikmektedir. Bu birikim
ile birlikte organizma biyolojik ve kimyasal farkliliklar gosterebilmektedir. Fe,Os
nanopartikiiliiniin organizmada nasil bir etkiye sahip oldugu tam olarak bilinmemektedir.
Model organizma olarak kullanilan biiyiik bal mumu giivesi kolay yetistirilmesi, hizli
tireme dongiisii, diisiik maliyetli olmasiyla birlikte immiin sistemleri memeliler ile
benzerlik gosterdigi ig¢in bir biyoindikatdr olarak kullanilmistir. Biiyiik bal mumu giivesi
ile yapilan ¢alismalarda oldukga basarili sonuglar elde edilmistir ancak G. mellonella ‘da
Fe,O3 nanopartikiillerinin antioksidan enzim sistemi iizerine etkilerinin arastirilmasi ile
ilgili yeterli ¢alismaya bulunmamaktadir. Bu baglamda 6zenle yaptigimiz ¢alismada G.
mellonella larvalarinda force-feeding yontemiyle verilen farkli konsantrasyonlardaki Fe,O3
nanopartikiiliiniin antioksidan savunma sistemlerinden SOD, CAT enzimlerine etkileri,
MDA miktari, total karbohidrat, total protein ve total lipid miktarlarina nasil etki ettigi

arastirildi.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Remya vd.[51]; Demir oksit nanopartikiillerinin Hint sazani olan Labeo rohita
‘daki bazi parametreler iizerindeki etkilerini incelemistir. Deney sonunda baliklardan
alman kirmizi kan hiicresi sayisinda, hemotokritte ©nemli derecede artis oldugu,
hemoglobin hacmi ve konsantrasyonunda, beyaz kan hiicre sayilarinda diisiis oldugu tespit
edilmistir. Yiiksek konsantrasyonlu demir oksit nanopartikiillerinin bu baliklarda fizyolojik

olarak olumsuzluklar olusturabilecegi ifade edilmistir.

Zhang vd.[52]; iki farkli formdaki demir oksit nanopartikiiliiniin farkl
konsantrasyonlarda zebra baligina verilmesi ile viicuttaki birikimi, eliminasyonu
arastirilmistir. Demir oksit nanopartikiiline maruz birakilan baliklarin gévdesinde ve
diskisinda yapilan Slglimler sonunda yiiksek oranda nanopartikiil birikimi oldugu tespit
edilmistir ancak temiz suya alinan baliklarin nanopartikiilleri biiyiik bir oranda atildig:

Olciilmiis ve nanopartikiillerin gastrointestinal ile elimine edildigi belirtilmistir.

Ates vd.[53]; Tilapia (Oreochromis niloticus)’ nin alfa ve gama demir oksit
nanopartikiillerinin farkli konsantrasyonlarima maruz birakilarak doku ve organlarda
birikimi, atilim1 hematolojisi {izerindeki etkileri incelenmistir. Baligin doku ve
organlarinda 6nemli derecede artan nanopartikiillerin tatli sularda biiylik bir kisminin

elimine ettigi ve diger parametrelerde onemli bir degisiklik olmadig belirtilmistir.

Akbary vd.[54]; Makro ve nano demir oksiti farkli konsantrasyonlarda balik
besininde katki maddesi olarak kullanarak bazi parametreler tizerindeki etkileri
incelenmigtir. Demir oksit takviyeli besinler ile beslenen baliklar diger baliklara oranla
biiyiime hizi, histopatolojik, gen ekspresyonlarinin diizeni ve enzimatik reaksiyonlarda

olumlu etki gosterdigi ifade edilmistir.

Ramalingam vd.[55]; Yumurtalik kanseri kadinlarin yakalanma olasiliginin fazla,
yasama siiresinin kisa oldugu ve sik rastlanan jinekolojik kanser tiiriidiir. invitro demir
oksitin kristal yapisi, diizensiz sekli hiicrelerdeki mitokondri zarina zarar verdigi, reaktif
oksijen tiirlerinde(ROS) artig gosterdigi metastaz hiicrelerinin yok edildigi i¢in yumurtalik

kanserinde kullanilabilecegi belirtilmistir.
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Thangandiyan vd.[56]; Demir oksit nanopartikiillerinin Labeo rohita ‘daki
aktivitesini incelemislerdir. Kiiltiir eklenen demir oksit nonopartikiillerinin Labeo rohita
‘nin hayatta kalma, biliyiime ve biyokimyasal bilesenler iizerine olumlu etkiler yaptigi,
hemoglobin ve eritrosit degerlerini artirdigini tespit etmistir. Elde edilen verilere gore
demir oksit nanopartikiillerinin baligin demir eksikligini gidermede ve biiylimede alternatif

bir besin kaynagi olabilecegi ifade edilmistir.

Tombuloglu vd.[57]; Demir oksit nanopartikiillerin arpa tiizerindeki etkisi
aragtirtlmistir. Farkli konsantrasyonlarda arpaya uygulanan demir oksit nanopartikiilleri
kok ve dokulari incelendikten sonra kokteki hiicre zarmmin zarar gordiigl, klorofil ve
karotenoidleri azalttigini, pigment sentezi ve ¢imlenmede engelleyici bir yapiya sahip

oldugu ifade edilmistir.

Eskin vd.[57]; Farkli konsantrasyondaki demir oksit nanopartikiilleri force-feeding
yontemi ile 6.evre biiyiik bal mumu larvalarina uygulanmistir. Yiiksek konsantrasyondaki
demir oksit nanopartikiillerinin uygulandig1 larvalarda pupa agirliginin 6nemli oranda
arttig1 ve bu konsantrasyonda ergin gelisim evresinin de arttigi ifade edilmistir. Ancak
kontrol gruplarina gore pupa gelisim zamani, pupa ve ergin agirligi, ergin yasam siiresinde

istatiksel agidan 6nemli bir fark olusmadigi ifade edilmistir.

Faria vd.[59]; Herbisit olan glifosat ve demir oksit nanopartikiillerine maruz
birakilan Poecilia reticulata baliginda karaciger dokusundaki etkileri incelenmistir.
Kullanilan glifosat bazli herbisitlerin dokulara zarar verdigi ve demir oksitin bu toksik

maddeleri etkisizlestirme ve iyilestirmeye sahip oldugu ifade edilmistir.

Gongalves vd.[60]; Demir oksit nanopartikiillerine maruz birakilan erkek
lepisdeslerin iiremedeki aktivitelerini incelenmistir. Farkli konsantrasyonlarda verilen
demir oksit nanopartikiillerin erkek lepisdeslerin iireme davramiglarinda bir degisiklik

olmamasiyla birlikte spermatogenezi degistirdigi ifade edilmistir.

Kohei.[61]; Cyprinus carpio baligini farkli konsantrasyonlu demir oksit ve FeCl3’e
maruz birakilmigtir. Elde edilen deney guruplarinda dokularda o6nemli miktarda

nanopartikdl artis1 oldugu ve bagisiklik sistemindeki tepkinin azaldig: ifade edilmistir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1 G. mellonella’nin elde edilmesi

Farkli konsantrasyonlara sahip demir oksit nanopartikiillerinin G. mellonella
tizerindeki bazi biyoparametrelerine etkisi arastirildi. Bu ¢alismada kullanilacak olan G.
mellonella bireyleri de 30+£2°C’de, % 65+5 bagil neme ve karanlik ortama sahip
laboratuvar ortaminda Broksill[62] tarafindan gelistirilen besin ile beslenen stok

larvalarindan 7. evre larvalan kullanildi.

Gorsel 3.1. G. mellonella kiiltiirii

3.1.2. Deney besinlerin hazirlanmasi ve boceklere uygulanmasi

Bu calismada kullanilan besin, yapilan denemeler sonucunda 1, 2, 5, 10, 20, 50 ug
dozlar1 olarak belirlendi. Kullanilan demir oksit nanopartikiilii bidistile su icinde
homojenizatdr cihaz1 yardimi ile konsantrasyonlar hazirlandi. Hazirlanan konsantrasyonlar
10 pl Hamilton marka enjektdr yardimiyla alinip force-feeding yontemi ile 7. evre G.

mellonella larvalarina verildi. Kontrol grubundaki larvalara islem uygulanmadi ve negatif

10
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kontrol i¢in alinan larvalara 10 pg bidistile su verildi. Force-feeding yontemi sonrasinda
larvalar 4 ve 24 saat boyunca % 65+5 bagil nem 30+2°C sicaklik ve karanlik ortama sahip
laboratuvar ortaminda bekletildi. Beklenilen siire sonunda larvalar alinip yas agirhigi

belirlendikten sonra biyokimyasal analizler i¢in -80°C’de saklandi. Her bir konsantrasyon

icin beg larva ve her bir konsantrasyon i¢in bes tekrar seklinde deney yapildi.

Gorsel 3.2. Fe,0O3 Nanopartikiiliinlin hazirlanist

Gorsel 3.3. Fe;O3 Nanopartikiiliinin G. mellonella’ya uygulanmasi
11
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3.2. Yontem

Farkli tozlarda demir oksit nanopartikiillerinin uygulandigr -80°C’de muhafaza
edilen larvalar, karbohidrat miktari, lipid miktari, protein miktar1 tayini, melondialdehit

(MDA) ve enzim aktiviteleri ¢calisilmak iizere hazirlanildi.

3.2.1. Karbohidrat ve lipid miktari tayini icin boceklerin homojenizasyonu

Karbohidrat ve lipid miktar1 i¢in 6nceden yas agirliklart alinan -80°C’de muhafaza
edilen G. mellonella larvalart kullanildi. Buzun ¢oziilmesi igin tiiplere konulan larvalarin
lizerine melaninlesmeyi 6nlemek i¢in birkag fenilthioure kristali eklendi. Sonra bu tiiplere
2 ml sodyum siilfat konularak 24000 devir/dk da 10 dakika homojenize edildi. Bu islem
sonrasinda 1/2 oraninda hazirlanan kloroform/metanol ¢ozeltisinden 8 ml eklenerek 10
dakika 9000 devir/dk da santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 karbohidrat analizi i¢in 0.2 ml

lipid analizi i¢in 0.2 ml siipernatant alindu.

3.2.2. Karbohidrat miktar1 tayini

Karbohidrat miktar: tayini i¢in Van Handel [63] yontemi uygulandi.

Cozeltiler;

1. %2’lik Na,SO, ¢ozeltisi: 5 gr sodyum siilfat tartildi {izerine son hacim 250 ml olacak

sekilde saf su konuldu ¢6ziinme islemi gergeklestikten sonra ¢6zelti hazirlandi.

2. ¥ oraninda kloroform/metanol karistmi: 250 ml kloroform ve 500 ml metanol alindi,

Y4 olacak sekilde hazirlandi.

3. Antron c¢ozeltisi: 760 ml konsantre siilfiirik asit (H,SO4) ve 300 ml bidistile su iginde

1,5 gr antron ¢ozildii.

12
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Karbohidrat miktar1 tayini i¢in 0,1 gram glikoz alinip balon jojeye konularak son
hacim 100 ml olacak sekilde 0,1 gr/ml stok glikoz ¢6zeltisi hazirlandi. Stok c¢ozelti
seyreltme yontemi ile 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 mg/ml glikoz ¢ozeltileri
hazirlandi. Her standart ¢ozelti i¢in; cam tiipe 0.2 ml glikoz ¢ozeltisi + 1 ml antron
¢ozeltisi konuldu. 90°C’de 15 dakika benmaride bekletildikten sonra tiipler sogumaya
birakilip 625 nm absorbans ile spektrofotometrede okundu ve bu veriler ile standart glikoz
egrisi elde edildi.

Karbohidrat tayini igin homojenizasyon islemi sonrasi santrifiij edilen
numunelerden 0.2 ml cam tiiplere konuldu. Cam tiipler 90°C’deki benmariye konuldu ve
kloroform/metanol ¢ozeltisi tamamen buharlasincaya kadar beklendi ve tiipler sogumaya
birakildi. Soguma islemi gerceklestikten sonra iizerine 1 ml antron ¢ozeltisi eklendi ve
tipler 90°C’de 15 dakika benmaride bekletildi. Bu islem sonrasinda tiipler sogumaya
birakildi ve numuneler 625 nm absorbansta spektrofotometrede okundu. Elde edilen

degerler regresyon denkleminde yerine konularak toplam karbohidrat miktar1 belirlendi.

eSS T T s e e s e ——

Gorsel 3.4. Karbohidrat analizi dncesi 6rneklerdeki renk degisimi

3.2.3. Lipid miktar tayini

Van Handel (1985b)[64] yontemi kullanilarak lipid miktari tayini gerceklestirildi.

Cozeltiler;

1. Vanilin - fosforik asit: Hacim 100 ml olacak sekilde 600 mg vanilin sicak bidistile su
icinde ¢oziildiikten sonra tlizerine %85'lik 400 ml fosforik asit eklenerek ¢ozelti hazirlandi

ve karanlik ortamda sakland.

13
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2. %2’lik Sodyum siilfat (NaSO4) cozeltisi: 5 gr sodyum siilfat tartildi iizerine 250 ml

olacak sekilde saf su konuldu ¢6ziinme gerceklestirildikten sonra ¢ozelti hazirlandi.

3. Kloroform/ metanol karistmi: 250 ml kloroform ve 500 ml metanol alindi, oran 1/2

olacak sekilde hazirland.

4. Konsantre siilfiirik asit(%95-97)

Lipid miktar1 tayini i¢in ilk once lipid standart egrisi olusturuldu, lipid standart
egrisi i¢in standart ¢ozelti hazirlandi. Standart ¢ozelti 0.1 gr misir yagi alindi balon jojeye
konuldu ve toplam hacim 100 mililitre olmak tizere kloroform/metanol ¢o6zeltisi konuldu.
Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden seyreltme yontemi ile 25, 50, 75, 125, 150, 200, 250, 300,
350 p/l olan standartlar hazirlandi. Bu standart ¢ozeltilerin her biri i¢in ayr1 ayr1 0.2 ml
almip cam tiipe konuldu. Iginde ¢ozelti bulunan bu cam tiipler 90°C’lik benmaride
bekletildi ve i¢indeki kloroform/metanol ¢6zeltisinin buharlasmasi beklendi. Buharlagsma
islemi tamamlaninca iizerine 0.04 ml siilfiirik asit c¢ozeltisi konulduktan sonra iyice
karistirildi ve 2 dakika 90°C’lik benmaride tekrardan bekletildi. Cam tiipler benmariden
cikarilip sogutulduktan sonra iizerine vanilin - fosforik asit ¢ozeltisinden 960 ml eklendi ve
30 dakika beklendikten sonra kore karsi spektrofotometrede 525 nanometrede okundu.

Spektrofotometrede okunan degerler kaydedildi ve lipid standart egrisi belirlendi
Kor: 0.2 ml bidistile su + 0.04 ml siilfiirik asit + 0.96 ml vanilin-fosforik asit
Lipid standart egrisi i¢in kullanilan Van Handel (1985b)[64] metodu her bir 6rnek

icin ayrt ayni kullanilarak spektrofotometrede 525 nanometrede kore karsi okundu, bu

degerler standart egrisinde yerine konuldu ve lipid miktari tespit edildi.

:‘:‘%ﬁ
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Gorsel 3.5. Lipid analizi 6ncesi 6rneklerdeki renk degisimi
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3.2.4. Bocek homojenizasyonu

Daha onceden yas agirliklari belirlenen G. mellonella -80°C’den ¢ikirilip buzunun
¢Oziilmesi i¢in oda sicakliginda bekletildi ve melaninlesmeyi 6nlemek i¢in fenilthioure
kristali eklendi. Larvanin buzu ¢oziildiikten sonra iizerine 1/5 oraninda pH’1 7.4 olan fosfat
tamponu eklendi ve 24000 devir/dk da homojenize islemi gergeklestirildi. Homojenize
islemi sonrasi tiipler 10000 devir/dk da 30 dakika santrifiij edilip siipernatantlar1 alindi. Bu
siipernatantlar toplam protein miktari, CAT, SOD aktivtesi ve malondialdehit tayini igin

kullanildi.

3.2.5. Protein diizeyi tayini

Protein miktar1 tayininde Lowry vd.[65] tarafindan gelistirilen metot kullanilmistir.

Cozeltiler;

1. Cozelti A: %2’lik Na,CO3(0.1N NaOH icinde): 2 gr NaOH tartilip balon jojeye
konuldu iizerine bir miktar bidistile su konuldu ¢6ziinmesi saglandiktan sonra iizerine 10 gr
sodyum karbonat konulup son hacim 500 ml olacak sekilde bidistile su ile tamamlanip

¢Ozelti hazirlandi.

2. Cozelti B1: %1’lik CuS04.5H,0: 0.5 gr CuSO,4.5H,0 alind1 balon jojeye konuldu son

hacim 50 ml olacak sekilde bidistile su ile tamamlanip ¢oziildii.

3. Cozelti B2: %2’lik Na-K-tartarat: 1 gr Na-K-tartarat tartilip balon jojeye konuldu

tizerine son hacim 50 ml olacak sekilde bidistile su ile tamamlanip ¢ozildii.

4. Cozelti C: 1 ml ¢ozelti B1, 1 ml ¢ozelti B2 ve 100 ml ¢ozelti A alinip erlen mayere

konulup karistirilip ¢ozelti hazirlanildi.
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5. Folin-ciocalteu Cozeltisi: 10 ml folin-ciocalteu alind1 15 ml bidistile su ile seyreltip

hazirlandi.

Protein diizeyi tayininde kullanilan Lowry vd.[65] metodu, ortamda bulunan
protein alkali bakir iyonlarinin eklenmesi sonucu folin-ciocalteu reaktifi ile rediiklenerek
mavi renk olusturma temeline dayanur.

Protein diizeyi tayini i¢in standart egrisi olusturuldu. Standart egrisi i¢in %1’ lik
bovine serum albumin ¢ozeltisinden seyreltme yontemi ile 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000 w/ml bovine serum albumin i¢eren ¢ozeltiler hazirlandi.

Kor: 300 pl bidistile su + 3 ml ¢ozelti C+ 300 pl folin-ciocalteu
Her bir konsantrasyon i¢in 300 pl bovine serum albiimin + 3 ml ¢ozelti C + 300 pl

folin-ciocalteu kullanildi.

Lowry vd.[65] metoduna gore 750 nanometrede spektrofotometrede okundu ve
protein standart egrisi elde edildi. Standart egrisi olusturulduktan sonra deney tiipiine 300
ul ornek konuldu tizerine 3 ml ¢ozelti ¢ eklenip karigtirildi, 15 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Siire sonunda folin-ciocalteu ¢ozeltisinden 300 ul eklendi ve spektrofotometrede
750 nanometrede okundu. Elde edilen veriler standart egrisinde yerine konularak protein

miktan belirlendi.

3.2.6. Malondialdehit diizeyinin belirlenmesi

Malondialdehit tayini Barr-Or vd.[66] de gelistirdikleri TBA ( tiyobarbitiirik asit)

metodu kullanilmustir.

Cozeltiler;

1. %20’ lik trikloroasetik asit (TCA) cozeltisi: Balon jojeye 20 gr TCA tartilip konuldu

tizerine 100 ml olacak sekilde bidistile su ile tamamlandi.

2. %0.8’ lik tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisi: 0.4 gr TBA tartilip balon jojeye konuldu ve

tizerine son hacim 50 ml olacak sekilde bidistile su ile tamamlanip ¢oziinmesi saglandi.
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3. MATERYAL VE YONTEM Mehmet SERTBAS

Malondialdehit tayini icin 0.25 ml 6rnek alindi iizerine 0.125 ml TCA eklendi
vortex ile karistirildi. Bu 6rnek 15000 devir/dk da 10 dakika +4°C de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatantlar alinip cam tiipe konuldu ve tlizerine 0.2 ml tiyobarbitiirik
asit eklendi, agizlarnn tipa ile kapatildi, iyice karistirildi. 90°C de bir saat benmaride

bekletildi sonra ¢ikartilip 535 nanometre de kore karsi okundu.

3.2.7. Siiperoksit dismutaz aktive tayini

Cozeltiler;

1. 1g/l bovine serum albumin: 10 ml albiimiin alind1 son hacim 10 ml olacak sekilde

bidistile su ile tamamlanip ¢oziildi

2. 150 ug/l NBT(nitroblue tetrazolium): 6.15 ml nitroblue tetrazolium tartilip son hacim

50 ml olacak sekilde bidistile su ile tamamlanip ¢oziildi

3. 0.6mM Etilendiamin tetra asetik asit(EDTA): 11.15 ml EDTA tartilip son hacim 50

ml olacak sekilde bidistile su ile tamamlanip ¢6ziildii.

4. 400mM Na,CO3; (Sodyum karbonat) c¢ozeltisi: 2.12 gr sodyum karbonat tartilip son

hacim 50 ml olacak sekilde bidistile su ile tamamlanip ¢6ziildii.

5. IN Sodyum hidroksit(NaOH): 0.4 gr sodyum hidroksit tartilip son hacim 10 ml olacak

sekilde bidistile su ile tamamlanip ¢6ziildi.
6. 0.3 mM Ksantin: 11.41 mg ksantin tartilip bir ka¢ damla 1N sodyum hidroksit i¢inde

¢oziildiikten sonra son hacim 250 ml olacak sekilde bidistile su ile tamamlanip ¢ozelti

olusturuldu.
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3. MATERYAL VE YONTEM Mehmet SERTBAS

7. Reaktif ¢ozelti: 9 ml albumin ¢ozeltisi, 30 ml NBT ¢ozeltisi, 30 ml etilen diamin tetra
asetik asit, 18 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi, 60 ml ksantin ¢ozeltisi karistirilarak ¢ozelti

olusturuldu.

8. 2M (NH,4),SO, ¢ozeltisi: 13.215 gr amonyum siilfat tartilip son hacim 50 ml olacak
sekilde bidistile su iginde ¢oziildii.

9. Ksantin oksidaz (5U/l): Ksantin oksidazdan 50 pg alindi 3ml 2M Amonyum siilfat
icinde buz soguklugunda ¢oziildii

10. 0,8 mM CuCl,.2H,0 ¢ozeltisi: 34 mg CuCl,.2H,0 tartilip son hacim 250 ml olacak

sekilde bidistile su ile tamamlanip ¢6ziildii

SOD aktivite tayininde Sun vd. [67]’nin gelistirdikleri metod kullanilmustir.
Stiperoksit dismutaz enzim olusumu i¢in 2 tiip alindi. Biri koér digeri 6rnek i¢in kullanmak
tizere belirlendi. Tiiplere ayri ayr1 1.425 ml reaktif ¢ozeltisi konuldu sonrasinda bu
tiiplerden sadece ornek tiiptine 50 pl 6rmek konuldu. Her iki tiipe 25 pl ksantin oksidaz
¢ozeltisi eklendikten sonra karigtirtlip 20 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bu siire
sonunda reaksiyonu durdurmak igin her iki tiipe 50 pul CuCl,.2H,0 konuldu ve son olarak

kor tiiptine 50 pl 6rnek konulup spektrofotometrede 560 nanometrede okundu.

3.2.8. Katalaz (CAT) aktivite tayini

Metabolizma sonucu olusan hidrojen peroksitin katalaz enzimi yardimi ile zamana

bagli ortadan kaldirilmasi prensibine dayanan Aebi [68]’nin metodu kullanilmistir.

Cozeltiler;

1. 50mM fosfat tamponu: 7.100 gr Na;HPO, ve 6.810 gr KH,PO, tartildi bidistile suda

¢oOziildii pH:7.4 e ayarlanip son hacim 1 litre olacak sekilde hazirlandi.

2. 30mM H;0; (hidrojen peroksit): %30’ luk hidrojen peroksitten 850 pul alindi son

hacim 250 ml olacak sekilde 50mM fosfat tamponu ile tamamlandi.
18
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CAT aktivitesini belirlemek i¢in iki kuvars kiivet alindi, biri kor i¢in digeri 6rnek
i¢in kullanildi

Kor : 2.8 ml H,O, + 200 ul fosfat tamponu

Omek: 2.8 ml H,0; + 200 pl drnek konulup hizli bir sekilde karistirilip 240
nanometrede spektrofotometrede okundu. Baslangi¢ degeri, 30. saniyedeki degeri ve 60.

saniyedeki degeri olmak iizere 3 absorbans not edildi.

3.3. Verilerin istatistiksel analizi

Yapilan ¢alismada ¢ikan sonuglarin Kendi aralarinda karsilastirilmasinda varyans
analiz yontemi, Student Newman Keul’s (SNK) testi ile ortalamalar arasindaki farkin 6nem
kontrolii, ¢ikan sonuglar arasindaki bagin 6nem diizeyinin belirlenmesinde ise SPSS 20.00
istatistik paket programi kullanildi. Harfler arasindaki farklar P<0.05 diizeyinde

istatistiksel farkin gosterilmesinde kullanildi. Veriler bes tekrarin ortalamasi olarak ifade
edildi.
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4. BULGULAR Mehmet SERTBAS

4 BULGULAR

Force-feeding yontemiyle verilen farkli demir oksit nanopartikiil (Fe,O3; NP)
konsantrasyonlarimin (1.00, 2.00, 5.00, 10.00, 20.00, 50.00 upg/larva) G. mellonella
larvalarmmin SOD, CAT aktivitesi ve MDA miktan iizerine etkisi Tablo 4.1 ve 4.2 de
gosterilmistir. Protein, karbohidrat ve lipid miktar iizerine etkisi ise Tablo 4.3 ve 4.4 de

gosterilmistir.

Farkli oranlarda force-feeding yoOntemiyle verilen Fe,Oz NP’lerinin 4 saat
sonundaki larvalarin SOD ve CAT enzimleri ile MDA miktar1 iizerine olan etkileri Tablo
4.1 ve Sekil 4.1, Sekil.4.2, Sekil.4.3 de verilmistir.

Tablo 4.1. Demir oksit Nanopartikiillerinin G. mellonella larvalarinin SOD, CAT

aktivitelerine ve MDA miktarlarina 4 sonundaki etkileri

Demir Oksit NP SOD CAT MDA
(ng/Larva) (U/mg protein) (U/mg protein) (nmol/mg protein)
0.00* 1.89+0.04b 6.06+0.21ab 15.76+0.70d
0.00** 1.65+0.02cd 5.87+0.09ab 17.74+0.69¢cd
1.00 1.60+0.04d 6.17+0.14ab 20.88+0.63bc
2.00 1.79+0.05bc 6.19+0.04ab 22.81+0.14b
5.00 1.76+0.06bc 5.92+0.25ab 32.21+2.33a
10.00 1.83+0.03b 6.49+0.17a 33.11+0.73a
20.00 1.86+0.03b 5.52+0.05b 23.74+1.35b
50.00 2.51+0.04a 6.00+0.12ab 23.27+1.54b
* . Kontrol

** . Negatif Kontrol

SNK: a, b, ¢, d, e harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla
kullanilmistir. Aynmi harfi iceren veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayirim
vardir.
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Sekil 4.1. Fe,0; nanopartikiiliiniin G. mellonella larvalarinda SOD aktivitesi iizerine 4 saat sonunda etkisi

Fe,O3 nanopartikiil uygulamalar: sonucu SOD enzim aktivitesi kontrole gore sadece
en yiikksek doz uygulamasinda artmistir. Denenen oranlardan sadece 1.00 pg SOD
aktivitesini diigtirlirken diger uygulama oranlar1 herhangi bir etkide bulunmamustir.
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Sekil 4.2. Fe,0; nanopartikiiliiniin G. mellonella larvalarinda CAT aktivitesi iizerine 4 saat sonunda etkisi
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4. BULGULAR Mehmet SERTBAS

Katalaz aktivitesi tizerine force-feeding yontemiyle Fe,O3 NP’ leri 4 saat sonunda
kontrol grubu iizerine herhangi bir etkide bulunmamistir. Deney dozlar1 arasinda sadece
10.00 ve 20.00 pg/larva arasinda fark istatistiki agidan Onemli ¢ikmistir. S6z konusu
katalaz aktiviteleri sirasiyla 6.49 ve 5.52 U/mg protein olarak 6l¢iilmiistiir.
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35
£
T 30
o
o 25
g 20
S 15
£
£ 1
<
g 5

0

Kontrol  0.00** 10.00 2000  50.00
Fe,O; Nanopartikiil (ng/Larva)

Sekil 4.3. Fe,0; nanopartikiiliiniin G. mellonella larvalarinda MDA miktari iizerine 4 saat sonunda etkisi

MDA miktar1 4 saat sonunda kontrol besine gore denenen oranlarda yiiksek
cikmistir. En yiiksek MDA miktar1 larva bagma 5.00 ve 10.00 pg nanopartikiil verilen
grupta ortaya c¢ikmistir. En yiiksek iki dozda MDA miktar1 ise bu oranlara gore diisiis
gostermistir.  20.00 ve 50.00 pg/larva uygulamalart arasinda herhangi bir fark

goriilmemistir.
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Mehmet SERTBAS

Farkli oranlarda force-feeding yontemiyle verilen Fe,Os; NP’ lerinin 24 saat

sonundaki larvalarin SOD ve CAT enzimleri ile MDA miktar1 tizerine olan etkileri Tablo
4.2 ve Scekil.4.4, Sekil.4.5, Sekil.4.6 da verilmistir.

Tablo 4.2. Demir oksit Nanopartikiillerinin G. mellonella
aktivitelerine ve MDA miktarlarina 24 saat sonundaki etkileri

larvalarinin SOD, CAT

Demir Oksit NP SOD CAT MDA
(ng/Larva) (U/mg protein) (U/mg protein) (nmol/mg protein)
0.00* 1.9840.03a 6.17+0.13a 18.23+0.39bc
0.00%* 2.05+0.10a 5.27+0.22b 18.00+0.34bc
1.00 1.87+0.04a 6.17+0.23a 17.11+0.76¢
200 1.95+0.06a 5.27+030b 17.34+1.25¢
500 1.52+0.03b 4.72+0.08b 16.33+0.22¢
10.00 1.69+0.02b 5.99+0.21a 18.75+0.21bc
20.00 1.60+0.04b 4.99+0.12b 20.23+0.32ab
50.00 1.29+0.01¢ 5.04+0.09b 21.72+0.46a
* : Kontrol

** : Negatif Kontrol

SNK: a, b, ¢, d, e harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla
kullanmilmistir. Ayn1 harfi iceren veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayirim

vardir.
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Sekil 4.4. Fe,0; nanopartikiiliiniin G. mellonella larvalarinda SOD aktivitesi {izerine 24 saat sonunda etkisi

Farkli konsantrasyonlara sahip Fe;Os; nanopartikiiliin besin olarak verilen G.
mellonella larvalarinda SOD aktivitesi 5.00 pg ve sonraki Fe;O3 NP doz artisina bagl
olarak kontrole gore diismiistiir. 1.00 ve 2.00 pg/Larva uygulamalari ise SOD enzimi

tizerine herhangi bir etkide bulunmamastir.
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Sekil 4.5. Fe,03 nanopartikiiliiniin G. mellonella larvalarinda CAT aktivitesi iizerine 24 saat sonunda etkisi
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4. BULGULAR Mehmet SERTBAS

G. mellonella’ya uygulanan farkli konsantrasyonlardaki Fe,Oz nanopartikiiliiniin
kontrol grubuna gore diistisii goriilmiistiir. En yiiksek 2 doz CAT aktivitesini kontrol
grubuna gore 6nemli derecede diisiirmiistiir. Bununla birlikte denenen higbir doz CAT

aktivitesini kontrole gore arttirmamistir.
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Sekil.4.6. Fe,0; nanopartikiiliiniin G. mellonella larvalarinda MDA miktar1 iizerine 24 saat sonunda etkisi

Farkli oranlarda besin olarak verilen Fe,O3 nanopartikiiliiniin kontrol grubuna gore

en yliksek dozda yiikselis goriilmiistiir ancak diger dozlarda istatiksel olarak 6nemli bi fark

goriilmemistir.
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Farkli konsantrasyonlardaki, force-feeding yontemiyle, G.mellonella larvalarina
verilen Fe;O3 NP molekiiliiniin protein, karbohidrat ve lipid miktarina 4 saat sonundaki

etkileri Tablo 4.3 ve Sekil 4.7, Sekil.4.8, Sekil.4.9’ da gosterilmistir.

Tablo 4.3. Demir oksit Nanopartikiiliiniin G. mellonella larvalarinin protein, karbohidrat

ve lipid miktarlarina 4 saat sonundaki etkileri.

Demir Oksit NP Protein Karbohidrat Lipid
(ng/Larva) mg mg mg
0.00* 14.14+0.59¢cd 11.80+£0.19a 1.28+0.05ab
0.00** 14.03+0.39¢cd 9.20+0.04b 1.11£0.06bc
1.00 15.12+0.35bcd 7.91+£0.32cd 1.42+0.10a
2.00 15.80+0.39bc 8.57+0.41bc 0.95+0.04c
5.00 16.17+0.57ab 8.92+0.29bc¢ 0.954+0.04¢c
10.00 15.09+0.54bcd 7.78+0.25¢cd 1.15+0.11bc
20.00 17.45+0.31a 7.30£0.78d 0.99+0.03¢c
50.00 13.58+0.32d 7.16+0.26d 0.98+0.39¢
* : Kontrol

* . Negatif Kontrol

SNK: a, b, ¢, d, e harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla
kullanilmistir. Aynm1 harfi igceren veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayirim
vardir.
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Sekil.4.7. Fe,0; nanopartikiiliiniin G. mellonella larvalarinda protein miktari iizerine 4 saat sonunda etkisi
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Protein  miktarina  etkilerinin  incelendigi  deney  serisinde;  yiiksek
konsantrasyondaki Fe;O3; NP konsantrasyonlarinin besin yoluyla verilmesi sonucu kontrole
gore protein miktarinda degisimler géze ¢arpmaktadir. En diisiik protein miktar1 50.00
pg/larva olan konsantrasyonda 13.58 mg olarak gerceklesmistir. Larvalara verilen 1.00 ve
2.00 Fe;O3 NP protein miktarina kontrole goére herhangi bir etkide bulunmamustir.
Konsantrasyonun 20.00 pg/larva oldugu durumda ise protein miktar1 kontrole gére 6nemli

bir sekilde artis géstermistir.

KARBOHIDRAT
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Fe,O; Nanopartikiil (ug/Larva)

Sekil.4.8. Fe,0; nanopartikiiliiniin G. mellonella larvalarinda karbohidrat miktar1 {izerine 4 saat sonunda
etkisi

Karbohidrat miktar1 4 saat sonunda uygulanan tiim konsantrasyonlarda kontrole
gore oOnemli bir sekilde dismiistiir. Bazi konsantrasyonlarda istatistiki bir ayrim
goriilmemesine ragmen, konsantrasyon artisina bagli olarak lineer bir diislis goze
carpmaktadir. En diisiik karbohidrat miktari en yiiksek konsantrasyon olan 50.00 pg/larva
olmast durumunda 7.16 mg olarak gozlenmistir. En yiiksek karbohidrat miktar1 kontrol

grubunda 11.80 mg olarak ger¢eklesmistir.
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Sekil.4.9. Fe,0; nanopartikiiliiniin G. mellonella larvalarinda lipid miktari iizerine 4 saat sonunda etkisi

Force-feeding yontemiyle verilen farkli demir oksit nanopartikiil (Fe;O; NP)
konsantrasyonlarinin G.mellonella lipid miktarina 4 saat sonundaki etkileri Tablo 4.3 ve
Sekil 4.9” de gosterilmistir. Lipid miktar1 1.00 ve 10.00 pg/larva uygulama dozu disindaki
oranlarda kontrole gore diismiistiir. S6z konusu Fe,O3 NP dozlar1 lipid miktarina olumlu
veya olumsuz yonde bir etkide bulunmamaistir. Kontrol ve negatif kontrol verileri arasinda

istatistiki bir ayrim s6z konusu degildir.
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Force-feeding yontemiyle son evre larvalarmma verilen farkli demir oksit
nanopartikiil (Fe,O3 NP) molekiillerinin (1.00, 2.00, 5.00, 10.00, 20.00, 50.00 pg/larva) 24
saat sonraki etkileri Tablo 4.4 ve Sekil 4.10, Sekil.4.11, Sekil.4.12” de gosterilmistir.

Tablo 4.4. Demir oksit Nanopartikiillerinin G. mellonella larvalarinin protein, karbohidrat

ve lipid miktarlarina 24 saat sonundaki etkileri

Demir Oksit NP Protein Karbohidrat Lipid

(ng/Larva) mg mg mg
0.00* 15.840.43d 11.28+0.45a 1.50+0.07a
0.00%* 16.06+£0.54bc 9.09+0.29b 1.37+0.05abc
1.00 15.09+0.73d 7.18+0.36¢ 1.454+0.04ab
200 16.63+0.31bc 6.94+0.24c 1.20+0.06bc
500 18.25+0.60ab 7.06+£0.21¢c 1.07+0.08c
10.00 16.62+0.42bc 7.63+0.18¢c 1.224+0.04abc
20.00 18.90+0.98a 7.10+£0.27¢ 1.32+0.08abc
50.00 15.31+£0.39d 6.92+0.14c 1.2440.06abc

* : Kontrol

** : Negatif Kontrol
SNK: a, b, ¢, d, e harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla
kullanilmistir. Ayn1 harfi iceren veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayirim

vardir.
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Sekil.4.10. Fe,O3 nanopartikiiliiniin G. mellonella larvalarinda protein miktar1 {izerine 24 saat sonunda
etkisi

Protein miktar1 yiiksek dozdaki Fe,O; NP wuygulamalarinda kontrole gore
yiikselmistir. En yiiksek protein miktar1 18.90 mg olarak 20.00 pg/larva Fe,O3; NP verilen
boceklerde Olgiilmiistiir. En diisiik protein miktarlarindan biri de en yiiksek Fe,O; NP
konsantrasyonunda gerceklesmistir. Benzer bir sekilde Fe;O3 NP oramin 1.00 pg/larva
oldugu grupta da protein miktar1 diger konsantrasyonlara gére dnemli oranda diismiistiir.
Denenen Fe,O3 NP oranlar1 protein miktarini kontrol grubuna gore etkide bulunmustur.

S6z konusu durum genellikle artis seklinde kendini gostermistir.
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Sekil.4.11. Fe,0; nanopartikiiliiniin G. mellonella larvalarinda karbohidrat miktari iizerine 24 saat sonunda
etkisi
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Karbohidrat miktar1 artan Fe,O3 NP oranlarina bagl olarak kontrol grubuna gore
onemli derecede diigmiistiir. En yiiksek karbohidrat miktar1 kontrol grubunda ortaya
cikmistir. Negatif kontrol grubundan elde edilen veriler ile kontrol grubu arasinda da
farkliliklar goze ¢arpmaktadir. Kontrol grubunda 11.28 mg dlgiilen karbohidrat miktar
negatif kontrol grubunda 9.09 mg bulunmustur. Denenen Fe,O3 NP konsantrasyonlari
kendi aralarinda karbohidrat miktarina artan konsantrasyona bagli olarak negatif bir etki

yapmasina ragmen bu durum istatistiki olarak anlamli bulunmamustir.
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Sekil.4.12. Fe,O; nanopartikiiliiniin G. mellonella larvalarinda lipid miktari iizerine 24 saat sonunda etkisi

Lipid miktar1 Fe,O3 NP etkisi altinda 24 saat sonunda uygulanan tiim
konsantrasyonlarda kontrole gore diisiis gostermistir. Force-feeding yontemiyle verilen
Fe,O3 NP’leri her larva igin oranin 2.00 ve 5.00 pg oldugu durumda lipid miktari sirasiyla
1.20 ve 1.07 mg olarak gergeklesmistir. S6z konusu durumda lipid miktar1 kontrole gore
onemli bir sekilde diismiistiir. Bu sekilde elde edilen sonuglar lipid miktar1 igin en disiik

verilerdir. Diger konsantrasyonlardaki diisiisler istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir.
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5. TARTISMA

Son yillarda yapilan g¢aligmalarda model organizma G. mellonella {izerine birgok
alanda kullanilan gesitli Ozellikteki eksojen ve endojen kaynakli materyallerin etkileri
arastiritlmistir. Calismamizda da force-feeding yontemiyle verilen Fe,O3 nanopartikiiliiniin
SOD, CAT enzimlerine etkileri, MDA miktari, total karbohidrat, total protein ve total lipid
orani iizerine etkileri arastirildi. Yapilan ¢alismada inceleme yapilan parametreler tizerine
Fe,O3 nanopartikiiliiniin etkisinin oldugu ortaya konmustur.

Gegis metalleri, birgcok Onemli biyolojik siirecte yer almasindan dolayr canli
organizmalarin hayati fonksiyonlar1 i¢in ¢ok Onemlidir. Bu metaller genellikle
metalloproteinler sinifina dahil edilmekle birlikte metalloenzimler, depo proteinleri ve
transkripsiyon faktorleri de bu gruba dahil edilmektedir. Bu metaller i¢inde demirin
solunum ve bazi metabolik siireclerde 6nemli gorevi vardir. Tiim canli organizmalar
hayatta kalmak i¢in gecis metallerine ihtiya¢ duyar, ancak bu metallerin katalitik
aktiviteleri toksisitelerini giiglendirir. Bu nedenle gegis metallerinin orani dikkatli bir
sekilde kontrol edilmelidir.

Ksenebyotikler, canli organizma ile metabolik etkilesimi sonucu molekiiler diizeyde
hiicrelerde  lipid peroksidasyonuna neden olarak etkilerini toksik diizeyde
gostermektedir.[69,70,71] Bu durumda toksikantlar hiicre zar yapisinin ve homeostazinin
bozulmasina neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonu sonucu MDA son iiriin olarak bu
durumdan sorumlu molekiil olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sonug olarak hiicrede apoptotik
stireclerin baslamasi olagan bir durumdur. Yapmis oldugumuz c¢aligmada en yiiksek
konsantrasyondaki MDA diizeylerindeki artisin CAT aktivitesi ile ilgili oldugu
diisiiniilmektedir. Bu antioksidan, enzim aktivitelerindeki diisiis hiicreleri oksidatif stresin
olumsuz etkisine karsi korunaksiz hale getirmis ve artan lipid peroksidasyonuyla MDA
diizeyleri degismis olabilir.

Nanopartikiillerin kalp, karaciger, dalak, bobrek ve beyin gibi hassas organlarda
inhalasyon, yutulma ve cilt temasindan sonra birikmesi muhtemeldir.[72,73]

In vitro ve in vivo caligsmalar, nanopartikiillere maruz kalmanin, toksisiteye yol
acan baskin bir mekanizma olan reaktif oksijen tlrlerinin (ROS) {iretimini
indiikleyebilecegini  gostermektedir[74,75]. Asirt  ROS {retimi oksidatif strese,
inflamasyona ve ardindan proteinlere, hiicre zarlarma ve DNA'ya zarar verir[76-79].

Nanopartikiiller tarafindan indiiklenen ROS iiretimi, boyut, sekil, yiizey, bilesim,
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¢ozinlrlik, agregasyon ve pargacitk alimi ile kontrol edilir[80-85]. Metalik bir
nanomalzemenin toksisitesi, oksidasyon durumuna, ligandlara, c¢oziiniirliige ve
morfolojiye, ¢evre ve saglik kosullarina bagli olarak degisebilir.

Nanopartikiiller tarafindan indiiklenen ROS {iretim seviyesi, boyut, sekil, ylizey,
bilesim, ¢oziiniirliik, agregasyon, parcacik alimi, mutajenlerin varlig1 ve pargaciklara bagl
gecis metalleri gibi c¢esitli faktorlere baglidir[79,80,82,84,86-89]. Bu durum o&zellikle
calismamizdaki SOD ve CAT enzim oranlarinda degisim olmamasini agiklamaktadir.
Belki de kullanilan nanopartiikiil boyutu veya siireye bagli olarak SOD ve CAT enzim
degisikligi goriilmemistir.

Yapilan baska bir calisma karaciger fonksiyon enzimlerinin, oksidatif stres
belirteglerinin ve karaciger histolojik kesitlerinin titanyum oksit nanopartikiillerinin dozu
ve zamami ile bilyiik 6lciide etkilendigini gdstermistir[90]. Ozellikle bdceklerde orta
bagirsak besinlerin sindirimi ve emilimi, bagirsak mikroflorasi ile besin sentezi ve yag
dokuda humoral ve hiicresel bagisiklik tepkisinin diizenlenmesi ve morfolojik degisimlerin
de dahil olmak iizere anabolik ve katabolik metabolizmanin gerceklestirilmesinde ve
diizenlenmesinde etkilidir. Yapilan calismada Cu veya Zn'nin bagirsakta, yag dokuda ve
ipek bezlerinde biyobirikimi, bu organlarda oldugu i¢in ¢oklu homeostatik fonksiyonlara
miidahale etmesi muhtemeldir[91-93]. Benzer durum yapmis oldugumuz g¢alismada da
goriilmis olabilir. Bununla birlikte giimiis nanaopartiikiilleri etkisinde S. litura bireylerinde
SOD aktivitesinin arttg1 bildirilmis olup E. fetida ve G. mellonella tiirlerinde ¢inko ve
bakir nanopartiiklleri etkisi altinda SOD oraninin azaldigi bildirilmistir[94-96].

Insan ve euroblastoma hiicre hattinda ve noral kok hiicrelerde demir oksit

nanopartikiillerinin akut toksisitesi lizerine yapilan ¢alismalar, ROS kalsiyum homeostazi,
mitokondriyal biitiinliik ve hiicre morfolojisinde hiicre tipine ve tiire 6zgili yanit1 ortaya
koyarak hiicresel homeostazin farkl sekillerde bozuldugunu gostermistir[97].
SOD enzim aktivitesinin, artan siiperoksit radikal iiretimine bagl olarak hiicreleri bu
radikalin etkilerinden korumak igin arttigi bilinmektedir. Antioksidan enzim
aktivitelerindeki artiglarin kirleticilere karsi bir adaptasyon yaniti olarak olustugu ve
kirleticilerin ~ etkisinde olusan durumun nétralize edilmesinde Onemli oldugu
belirtilmektedir.

Besinler organizma sagligina olumlu katkida bulunurken, yetersiz ve asir1 beslenme

sonucunda olusan saglik problemleri taksonlar arasinda biiyiik sorun teskil etmektedir[98].
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Bocekler de diger canlilar gibi hayatsal faaliyetlerinin devami i¢in besinlere ihtiyag
duyar. Protein, karbohidrat ve lipid ihtiyaglari tiirden tiire farklilik gosterecegi gibi ayni
tiirtin bireyleri arasinda ve gelisim evrelerinde bile farklilik gosterebilir.

Hemolenf, boceklerde besinsel ve immiinolojik homeostazin ana diizenleyicisi
oldugundan besin bilesenleri ve alinan besinin kalitesi bdcegin yasami i¢in en Onemli
grubu olusturmakdarr.

Besin depolamasi i¢in 6nemli bir yer hemolenf, trehaloz ve glikoz gibi sekerler ve
mannitol ve sorbitol gibi seker alkolleri, serbest amino asitler ve ayrica gesitli peptitler ve
proteinler igerir. Bu nedenle bir mikroorganizma i¢in bdcek hemolenfi, besin acisindan
zengin, dengeli iyonik bilesimli ve notre yakin pH'li bir ortam oldugu igin en iyi yerdir.
Buna karsilik, hemolenf immolojik olarak bir¢ok faktdrii bilesenlerinde bulundurdugundan
organizmanin bagisiklik merkezidir [99-104].

Besinlerin ~ bocek ~ homeostazisinde ~ ve  immiinolojik  fonsiyonlarin
diizenlenmesindeki kanitsanamaz rolii yapilan ¢alismanin 6nemini bir kez daha ortaya
koymustur.

Calismamizda Fe;Os; nanopartikiil etkisinde goriilen total protein miktarlar
acisindan kontrol gruplart ve deney gruplari arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir fark
olmamasinin nedeni bocekteki protein seviyelerinin genel olarak korunmasi olabilir.
Onemsiz seviyelerde azalma goriilmesinin nedeni ise NP’lerin, bocekte stres kosullarmi
tetiklemesi ve protein katabolizmasinin bocekte rol almasi olabilir[105]. Baz
konsantrasyonlardaki protein miktarlarindaki artis ise 6zellikle nanopartikiillerin juvneil
hormon yapist ilizerine olan etkisi ile agiklanabilir. Bu durumda boceklerin metamorfoz
gecisleri engellenmis ve dolayist ile boceklerde olast kiitlesel bir artisa[106] gidildiginden
dolayr protein miktarindaki artislarin normal oldugu sdylenebilir. Ozellikle karbohidrat
miktarlarindaki azalisin boceklerin stres ile bas edebilmesi i¢in karbohidrat kaynaklarini
tiiketmesi sonucu olmaktadir. Bu durumun daha iyi agilanabilmesi i¢in farkli boyut, siire ve

uygulama metotlarina ihtiyac oldugu bir gercektir.
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6. SONUC ve ONERILER

Zorla besleme, bir insant veya diger hayvanlart iradeleri disinda besleme
uygulamasidir. Giiniimiizde, mikroorganizmalarin veya toksik maddelerin toksisitesi, zorla
besleme uygulamalar1 ile bocekler tizerinde gergeklestirilmektedir. Bu anlanmada bu
durumun model organizma G. mellonella tizerinde gosterilmis olmasi ¢alismanin énemini
bir kez daha ortaya koymaktadir. Yiiksek konsantrasyonlaraki ozellikle karbohindrat ve

MDA diizeylerindeki lineer artis ve azalislar biyobelirteg olarak kullanilabilir.

Elde edilen sonuglarin 6zellikle immun sistem cevaplar1 agisindan insanlar ile ilgili
yapilacak caligmalarda kullanilabilmesi agisindan 6nemlidir. Farkli boyut ve siirelere gore
ozellikle akut ve kronik olarak verilecek olan farkli nanopartiikllere ile yapilacak

calismalara neden model olmasi agisindan 6nemlidir.
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