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Polistiren (PS), yavas bozunan ve ¢evrede yaygin olarak mikroplastik (PS-MP, <5
mm) formlarda birikime ugrayan plastik tiirlerinden biridir. Bu calismada 1 pm
boyutunda PS-MP’nin farkli dozlarinin (5, 10, 20, 40 mg/ml) 6n model organizma sar1
un kurdu, Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae) tiirii tizerindeki immiinolojik
etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Belirlenen PS-MP dozlaria besin araciligiyla
maruz kalan gruplarda kontrol grubuna kiyasla larval ve pupal yasam siiresinin arttigi,
larval, pupal ve ergin agirliginin azaldigi belirlendi. PS-MP uygulama sonrasinda larval
hemolenfteki toplam hemosit sayisi, mitotik indeks, plazmatosit, graniilosit ve dnositoit
oranlarmin dozlara gore degistigi belirlenirken, prohemosit oraninda bir degisiklik
gbzlenmedi. Yayilan hiicre, nekrotik ve anormal hiicre olusum oranlart PS-MP dozuna
bagli olarak artarken, apoptotik hiicre oraninin en yiiksek dozda azaldigi belirlendi.
Larval hemositlerin enkapsiilasyon tepkisi ise kontrole kiyasla azaldi. Larval
hemolenfteki toplam protein miktarinda Onemli bir degisiklik gozlenmezken
fenoloksidaz aktivitesinin PS-MP doz artigina bagl olarak arttigi belirlendi. Comet analiz
sonuglarina gore ise PS-MP dozuna bagli olarak DNA hasarinda artis oldugu tespit edildi.
Tez kapsaminda elde edilen tiim veriler, diisiik boyutlu (1 um) PS-MP’ye artan dozlarda
maruz kalan model ve ekonomik-faydali bocek T. molitor larvalarinin dogal bagisiklik
savunmasinda degisiklige neden olurken, sitotoksik ve genotoksik etkilerin varligina

isaret etmektedir.

Anahtar Sozciikler: Polistiren-mikroplastikler, Tenebrio molitor, Dogustan gelen
imiinite, Genotoksisite, Sitotoksisite

v



ABSTRACT
IMMUNOLOGICAL EFFECTS OF POLYSTYRENE MICROPARTICLES ON THE
LARVAL STAGE OF THE MODEL INSECT TENEBRIO MOLITOR L.
(COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE)

Nursen SIMSEKATAN

Department of Biology
Programme in Zoology

Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, May 2025

Supervisor: Prof. Dr. Hiillya ALTUNTAS

Polystyrene (PS) is a type of plastic that degrades slowly and accumulates widely
in the environment in the form of microplastics (PS-MPs, <5 mm). This study aimed to
investigate the immunological effects of different doses (5, 10, 20, 40 mg/ml) of 1 um
PS-MPs on the yellow mealworm, Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae), a
model organism. Exposure to PS-MPs through the diet resulted in increased larval and
pupal developmental times but decreased larval, pupal, and adult weights compared to
the control group. PS-MP exposure altered total hemocyte count, mitotic index, and the
levels of plasmatocytes, granulocytes, and oenocytoids in larval hemolymph, while
prohemocyte rate unchanged. The rate of spreading, necrotic, and abnormal hemocytes
increased with an increasing PS-MP dose, whereas the level of apoptotic cells decreased
at the highest dose. The encapsulation response of larval hemocytes decreased compared
to the control. While no significant change was observed in the total protein content of
larval hemolymph, phenoloxidase activity in hemolymph increased with an increasing
PS-MP doses. Comet assay results revealed a dose-dependent increase in DNA damage
in the larval hemocytes. All data obtained in this study indicate that exposure to low-sized
(1 um) PS-MPs at increasing doses alters the innate immune defense of model and

economic insect T. molitor larvae, while also causing cytotoxic and genotoxic effects.

Keywords: Polystyrene-microplastics, Tenebrio molitor, Innate immunity, Genotoxicity,
Cytotoxicity



TESEKKUR

Oncelikle yiiksek lisans calisma siirecimin bagindan sonuna kadar bilgi, deneyim
ve tecriibeleriyle bana rehberlik eden degerli danigmanim Prof. Dr. Hiilya ALTUNTAS’a
en icten tesekkiirlerimi sunmayi bir bor¢ bilirim. Bu siirecte bana sagladigi tiim
desteklerle birlikte her daim tesvik ve motive edici olmasi, gergeklestirmis oldugum tez
caligmasinin daha verimli ve anlamli ge¢mesini saglamistir. Tez calismasi, Tiirkiye
Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan 1247623 numaral
proje ile desteklenmistir. Projeye verdigi destekten 6tiirii TUBITAK a tesekkiirlerimizi
sunariz.

Deneysel analizlerimde kullanmis oldugum COMET yonteminde bilgi ve
deneyimleriyle katkida bulunan saym Do¢. Dr. Volkan KILIC’a ve egitim siirecimde
emegi gecen diger tim Zooloji Anabilim Dali’ndaki hocalarima tesekkiir ederim. Ayrica
laboratuvarda deneylerimin bir kisminda yer alan ve yardimini esirgemeyen sevgili
Taylan BENVAN, Ayse ASAN ve Elif Nur ASCIOGLU na da tesekkiir ederim.

Son olarak bu siirecte uzakta da olsa her zaman maddi ve manevi destek¢im olan
sevgili aileme, zorlandigimda bana gii¢ veren ve beni motive eden canim arkadasim irem
ATAL’a, laboratuvarda gegirdigimiz kisa siirede tecriibelerini benimle paylasan Emine
DUMAN ERBAS’a ve her zaman sevgisini ve manevi destegini benden esirgemeyen

Omer TOPYILDIZ a da sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Nursen SIMSEKATAN
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {iizere tim asamalarinda bilimsel etik ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢calismanin Eskisehir Teknik
Universitesi tarafindan kullamlan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.

Nursen SIMSEKATAN
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1. GIRIS

Plastik atiklarin giinlimiizde biiyiik 6l¢ekteki iiretimi, bilingsizce tliketilmesi ve
cesitli ekosistemlerde birikmesi, diinya genelinde biiyiik bir ¢evre sorunu haline gelmistir.
Plastiklerin zaman igerinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik yollarla kiigiik pargalara
ayrilarak mikroplastik (MP) olarak adlandirilan formlarda bulunmasi ile plastikler bir
ekosistemden digerine kolaylikla yayilmaya bagladi. Bu durum insan, hayvan ve
bitkilerin siirekli olarak plastiklere ve MP’lere maruz kalmasina yol agti. MP’ler zararsiz
gibi goriinmesinin aksine yapilarinda dayanikliliklarimi arttiran bir¢ok toksik kimyasal
bulundurmalarinin yani sira agir metaller gibi maddeleri de tasiyabilmektedir. Bu
ozellikleri ile canli viicuduna giren ve kiigiik boyutlar1 ile doku ve organlarda birikebilen
MP’ler metabolik bozukluklara neden olmakla birlikte immiinolojik, nérolojik, mutajenik
ve kanserojenik etkileri de beraberinde getirmektedir.

Endiistriyel 6lcekte plastik {iretiminin bagladigi 1950’11 yillardan giliniimiize kadar
8,3 milyon tondan fazla plastik iiretildigi ve bu miktarin yaklasik dortte tigliniin atik
olarak c¢evrede biriktigi bildirildi (Waring vd., 2018). Diinya genelinde 2022 yilinda
tiretilen plastik miktar1t 400 milyon tonu ge¢mis ve bu saymin sadece %10 unun geri
donitstirilebildigi bilinmektedir (PlasticsEurope, 2023). Plastikler, dogal gaz ve ham
petrolde bulunan hidrokarbonlardan elde edilen yiiksek molekiil agirlikli sentetik organik
polimerler olmakla birlikte temelde ikiye ayrilir: yiiksek ve diisiik yogunluklu PE
(polietilen), PP (polipropilen), PS (polistiren), PVC (polivinil kloriir) ve PET (polietilen
tereftalat) gibi 1s1 ile sekillendirilebilen termoplastikler; PUR (politiretan) gibi 1s1 ile
sekillendirilip kaliba sokulamayan termosetler (Geyer vd., 2017; Rhodes, 2018). Son
zamanlarda yapilan aragtirmalar ve ¢alismalarda plastik kirliligi, plastik boyutuna gore:
nanoplastikler (1 ila <1000 nm), mikroplastikler (1 ila <1000 um), mezoplastikler (1 ila
<10 mm), makroplastikler (1 cm’den biiyiikk parcalar) olarak degerlendirilmektedir
(Rhodes, 2018; Hartmann vd., 2019; Wu vd., 2019).

MP’ler gevre kirliligi sorununun yeni bir boyutunu temsil ederek havaya, suya ve
topraga karisarak gida ve igeceklere buradan da dolayli ya da dogrudan yollarla canli
viicuduna girebilmektedir (Yurtsever, 2018; WHO, 2019). MP kirliligi birincil ve ikincil
olarak iki kategoride degerlendirilir. Birincil MP’ler, 5 mm’den kii¢iik olan ve dogrudan
cevrede biriken plastikler olup kozmetik, boya ve ambalaj malzemelerinden olusur.
Ikincil MP’ler ise biiyiik boyutlu plastiklerin fiziksel ve kimyasal etkilerle daha kiiciik
pargalara ayrismasiyla meydana gelir (Lett vd., 2021).
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MP’lere dayaniklilik ve alev geciktirici gibi 6zelliklerini degistirmek i¢in baz1 katki
maddeleri (Bisfenol A, ftalatlar, polibromlu difenil eterler ve metaller gibi) eklenmektedir
(Verma vd., 2016; Revel vd., 2018). Ayrica MP’ler kimyasal yapilart nedeniyle ¢evrede
bulunan toksik maddeleri ve agir metalleri absorbe ederek tasima 6zelligine sahiptir
(Revel vd., 2018; Yurtsever, 2018; Kasmuri vd., 2022). Bu 6zellikleriyle gesitli yollardan
canl1 biinyeye giren MP partikiiller insan ve hayvan saglig1 i¢in tehlike olusturur. Yapilan
calismalarda esyalarin tizerinde biriken toz partikiiller de olmak tiizere i¢ ve dis mekan
atmosferinde MP kalintilarin bulundugu ve bu partikiillerin atmosferik olarak tasindigi
rapor edildi (Gasperi vd., 2015; Dris vd., 2017; Kaya vd., 2018; Shiridharan vd., 2021,
Xie vd., 2022). Nesnelerin iizerindeki tozlarda biriken MP partikiiller hava sirkiilasyonu
ile taginarak solunum yoluyla insan viicuduna girebilmektedir. Bu caligma mikro
boyuttaki plastiklerin aslinda ne kadar kolay taginabildigini ve bu plastiklere sik stk maruz
kalindigin1 gostermektedir.

MP’ler en yaygin olarak sucul ekosistemlerde goériilmekle birlikte burada yasayan
canl1 organizmalar tarafindan yutulabilmekte ve dogrudan veya dolayli yoldan insan ve
diger hayvanlarin besin zincirine karisarak viicutta toksik etkilere neden olabilmektedir
(Jiang vd., 2022). Su sistemlerine (okyanus, deniz, nehir vb.) karisan MP’lerin, baliklarin
cesitli dokularma niifuz ederek bu dokularda biriktigi ve farkli dokulara gegerek balik
fizyolojisinde toksik etkilere neden oldugu belirtildi (Wang vd., 2020). Danio regio
(zebra baligi)’un farkli yasam formlar1 (embriyo, larva ve yetiskin) ve yaygin goriilen
plastiklerin (PS, PE, PP, PVC) nanoplastik (<1 um) ve mikroplastik (1 um-5 mm)
boyutlar1 ile yapilan ¢alismalarda bu partikiillere maruz kalan baliklarda gesitli toksik
etkilerin yaninda agirlikli olarak MP’lerden kaynakli immiinotoksik (Lu vd., 2016;
Veneman vd., 2017), genotoksik (Lu vd., 2016; Mak vd., 2019), oksidatif stres (Lu vd.,
2016; Z. Wan vd., 2019; Umamahesvari vd., 2021), bagirsak hasar1 (Lei vd., 2018;
Limonta vd., 2019) ve metabolizmal (Lu vd., 2016; Z. Wan vd., 2019; Zhao vd., 2021)
etkiler meydana geldigi rapor edildi (Bhagat vd., 2020).

Toprakta bulunan atik plastiklerin aginmasiyla ortaya ¢ikan MP’ler topragin su
tutma kapasitesi ve pH degeri gibi fiziko-kimyasal Ozelliklerini ve toprak
mikroorganizmalarint etkileyerek biyolojik 6zelliklerini degistirmektedir (Xiang vd.,
2022). Buradaki MP’lerin bitkilerin toprak iistii ve toprak alt1 tretkenliklerini ve
topraktaki suyun buharlagma hizini artirarak su kaybin1 etkiledigi belirtildi (Y. Wan vd.,
2019; Zang vd., 2020). Topraga karisan plastiklerin neden oldugu bu olumsuz etkiler
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tarimsal iirlinlerin verimsizlesmesine ve dolayli yoldan besin zincirine karigarak canli
viicuduna gegmesine neden olabilir. Ayrica toprakta bulunan MP’lerin bocek, solucan ve
salyangoz gibi karasal omurgasizlarin dokularinda birikime ugramasiyla gesitli fizyolojik
ve metabolik sorunlara neden olabilecegi de rapor edildi (Al-Jaibach vd., 2018;
Rodriguez-Seijo vd., 2018; Selonen vd., 2020; Sanchez-Hernandez, 2021; Turna vd.,
2022).

MP’lerin ¢evrede olusturdugu kirlilik ve canli ekosistemdeki olumsuz etkileri goz
oniine alindiginda plastiklerin dogada yok edilmesi ve geri doniisiimii i¢in hem kimyasal
hem de biyolojik yontemlerin gelistirilmesine yonelik arastirmalar giderek artti. Dogal
olarak yok edilemeyen plastiklerin ortadan kaldirilmasi piroliz gibi 1s1 gerektiren islemler
ile bir dizi kimyasal reaksiyon siireclerini igerir (Geyer vd., 2017). Bu islemler sonugta
ortaya bir¢ok toksik gaz ve yan iiriinlerin ¢iktig1 zaman alic1 ve maliyetli islemlerdir.
Diger yandan plastiklerin biyolojik yontemlerle ayristirilmast hem ekonomik hem de
cevre dostu olan siiregleri kapsar (Zheng vd., 2008; Li vd., 2023).

Biyodegradasyon, plastikler gibi uzun siire dogada kalan organik maddelerin
bakteri ve mantarlar gibi mikroorganizmalar tarafindan ayristirilma siireci olarak ifade
edilir (Shah vd., 2008). Mikrobiyal par¢alanma siireci temelde bir dizi enzimatik ve
hidrolitik yol ile gergeklesir. Bu siireg MP’lerin fizikokimyasal yapisinin degismesiyle
baslayip daha kii¢lik molekiil agirlikli oligomerlere ve en sonunda da metabolitlere (COo,
H>0O ve CHa) doniismesiyle sonlanir (Li vd., 2023). Biyodegradasyon siireci, plastiklerin
Kimyasal 6zelliklerine, mikroorganizmalarin tiirline ve metabolik aktivitelerine gore
degisiklik gosterebilmektedir (Artham ve Doble, 2008; Bahl vd., 2021). Ancak,
mikroorganizmalarin plastik ayrigsmasinda zayif performans gostermesi, bilinmeyen ara
iirlinler, ayrismada temel rol oynayan anahtar genlerin ve enzimlerin bilinmemesi gibi
nedenler aragtirmacilari alternatif yollar aramaya itti (He ve Luo, 2020).

Plastivor (plastik yiyen) olarak adlandirilan bazi karasal bocek tiirlerinin PP
(poliproplen), PE (polietilen), PS (polistiren), PVC (polivinil kloriir) ve PU (poliiiretan)
gibi yaygin kullanilan plastikleri biyodegradasyona ugrattigi belirlendi (Yang vd., 2018a;
He ve Luo, 2020; Jiang vd., 2021; Orts vd., 2022; EImekawy vd., 2023; Peng vd., 2023).
Bu ozellige sahip bocekler arasinda yer alan Tenebrio molitor’un (Coleoptera:
Tenebrionidae) farkl plastik tiirlerini sindirebildigi ve bagirsak bakterileri araciligi ile
once depolimerize daha sonra mineralize ederek ortaya ¢ikan iiriinlerin (karbondioksit,

su) bir kismini biokiitleye dahil ettigi bir kismin1 da digki yoluyla viicuttan uzaklastirdigi
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yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur (Yang vd., 2015a; Yang vd., 2015b ; Yang vd.,
2018a; He ve Luo, 2020; Putra ve Nurcahyasari, 2021; Machona vd., 2022; Peng vd.,
2023; Di Liberto vd., 2024).

T. molitor gibi plastik yiyen boceklerin bagirsaginda plastik biyodegradasyonunda
rol oynayan mikrobiyal metabolizmanin aragtirilmasi iizerine literatiirde ¢ok sayida
calisma yer almaktadir. Yang vd. (2015a) yaptiklar1 ¢alismada un kurtlarinin strafor
formdaki PS’i 24 saatten daha kisa bir siirede tilikettiklerini gdzlemlemistir. Straforla
beslenen larvalardan toplanan diski 6rnekleri jel gegirgenlik kromatografisi (GPC), kati
hal 13C spektroskopisi (CP/MAS NMR) ve kizilotesi spektroskopisi (TG—FTIR)
kullanilarak analiz edilmis ve uzun zincirli PS polimerlerinin depolimerizasyonunun
larva bagirsaginda meydana geldigi kanitlanmistir. Yutulan straforun %47,7’si CO2’ye
dontstiiriilerek, yaklasik %0,5°1 biyokiitleye dahil edilmis ve %49,2’si de digki-kalinti
olarak  viicuttan atilmistir. Aymi ¢alismanin  ikinci kisminda ise PS’in
biyodegradasyonunda bagirsak mikrobiyotasinin temel rol oynadig belirtilmistir (Yang
vd., 2015b). PS yedirilen larvalar 10 giin boyunca gentamisin antibiyotigi ile beslenmis
ve larva diskilar1 analiz edilmistir. Sonug¢ olarak gentamisin verilen larvalarda PS
depolimerizasyonunun ve CO2’ye doniigsiimiiniin inhibe edildigi goriilmiistir. Un
kurtlarinin bagirsagindan PS’i pargalayabilen bir bakteri olan Exiguobacterium sp. YT2
susu izole edilmistir. Putra ve Nurcahyasari (2021)’nin yaptiklari ¢alismada ise T. molitor
larvalarina PS yapida olan gida ambalaji, elektronik ambalaj, buz kutusu ve duvar
malzemesi yedirerek larvalardaki agirlik artisi, uzunluk artisi, tiriinlerin bozunma hizi ve
atik azaltma indeksi (WRI) degerleri incelenmistir. Sonuglar en yiiksek ortalama uzunluk
artisinin (1,69 cm) PS duvar malzemesi tiiketenlerde, en yiikksek WRI degerinin ise PS
duvar malzemesi ve elektronik ambalaj tiiketenlerde oldugunu gostermistir. Daha 6nce
yapilan bu ve bunun gibi ¢alismalarla T. molitor lavalarinin plastik atiklarin1 yeme
ozelligine sahip oldugu ve gesitli plastik atiklarinin azaltilmasina katkida bulunabilecegi
rapor edilmistir (Yang vd., 2015b; Yang vd., 2018a; Bulak v., 2021; Jiang, S. vd., 2021;
Machona vd., 2022; Peng vd., 2023). Ancak MP maruziyetinin immiinotoksisite veya
sitotoksisitesinin olup olmadiginin belirlenmesine yonelik arastirmalar oldukga kisithidir.

Plastiklerin depolimerizasyonu ile olusan mikro veya nanopartikiillerinin boyutuna
ve doza bagl olarak bocek larvalarinin bagirsak liimeninden gecerek, malpighi tiiplerine,
viicut bosluguna ve agik dolasima katilmasi s6z konusu olabilir (Al-Jaibach vd., 2018;

Turna vd., 2022). PS-MP’lere maruz kalan Culex cinsi sivrisineklerin beslenen larva
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evresinden beslenmeyen pupa evresine ve ardindan karasal ortamda yasayan yetiskin
evresine ontogenik olarak aktarilabildigi gosterilmistir. Ancak, bu aktarimin parcacik
boyutuna bagli olarak gergeklestigi ve daha kiigiik 2 um MP’ler pupa ve ergin evrelerine
kolayca aktarilirken, 15 pm MP'ler 6nemli 6l¢iide daha diisiik bir oranda gecis yaptigi
bildirilmistir. Ozellikle bu partikiillerin bagirsaktan malpighi tiibiillerinde birikiminin
oldugu da arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Al-Jaibach vd., 2018). Bombyx mori
(ipek bocegi) ile yapilan bir ¢alismada ise besin yoluyla PS-NP (0,5 um)’lerine maruz
birakilan larvalarin deney sonunda bagirsak liimeninde, orta bagirsak epitelinde, malpighi
tiibiillerinde ve dahas1 hemositlerde PS-NP’lerine rastladiklar: bildirilmistir (Parenti vd.,
2020). Turna vd., (2022)’nin yaptiklari ¢alisgmada da besinle birlikte 4, 10, ve 20 um
boyutlarindaki PS-MP’nin g¢esitli dozlarina maruz kalan Drosophila melanogaster
larvalarinin bagirsak bariyerinden mikroplastiklerin denenen boyutlarinin gegebildigi ve
hemolenfe ulasabildigi gosterilmistir. Ayrica ayni ¢alismada PS-MP’lere (4, 10 ve 20 um)
maruz kalma, uygulanan en yiiksek konsantrasyonda (10 mM), %36, %32 ve %30
oraninda daha fazla bagirsak hasarmna neden oldugu belirtilmistir (Turna vd., 2022).
Hemolenfe kadar ulasabilecek bu yabanci plastik partikiillerin bocegin hemolenfinde ve
dokularinda rol oynayan dogal bagisiklik sistemiyle iligkili faktorler lizerinde meydana
getirecegi etkilerle iliskili bilgiler ise kisitlidir. MP’lerin olas1 ekotoksik ve genotoksik
etkilerinin baslica oksidatif stresle, inflamatuar reaksiyonlarla, DNA hasariyla ve
metabolizmada degisikliklerle iligkili oldugu ¢esitli ¢alismalarda ileri siirtilmiistiir
(Chang vd., 2020; Turna vd., 2022). MP ve nanoplastik (NP) toksisitesi ile ilgili daha
once yapilan caligmalar ¢cogunlukla sucul canlilar iizerinde gergeklestirilmistir. Lu vd.
(2016) yaptiklari ¢alismada, PS-MP’lerinin Danio regio (zebra baligi) tizerindeki toksik
etkilerini aragtirmiglardir. D. regio 7 giin boyunca PS-MP’lerine (5 pm ve 20 um) maruz
birakilmis ve bu MP’lerin baligin solungag, bagirsak ve karaciger dokularinda biriktigi
gorilmiistir. Uygulanan boyutlardaki PS-MP’lerini oksidatif stresi tetikledigi ve
karacigerde olumsuz etkilere neden olarak lipid ve enerji metabolizmasini bozdugu
belirlenmistir. Bagka bir ¢alismada bir midye tiirii olan Scrobicularia plana’da 20 pm
capindaki PS-MP’nin solungaclar ve sindirim bezinde birikime ugradigi, antioksidan
kapasite, DNA hasar1, norotoksisite ve oksidatif hasar gibi etkilere neden oldugu
gosterilmistir (Ribeio vd., 2017). Karasal bocek ve ayn1 zamanda model organizma olan
D. melanogaster larvalarinda ise, PS-MP’lere (4, 10 ve 20 um) besin yoluyla maruz

kalma, boyuta ve doza bagli olarak larval hemositlerinde (serbest radikal oksijen
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seviyesinin) ROS iiretimini artirdigr ve en yiiksek dozlarda (5 ve 10 mM) O6nemli
seviyelere ulastig1 belirlenmistir. Ozellikle ROS iiretiminin, daha biiyiik boyutta olanlara
(10 ve 20 um) kiyasla, daha kiiciik pargaciklara (4 pm) maruz kaldiktan sonra ¢ok daha
yiiksek oldugu, bu da PS-MP'lerin boyutu kiiciildiik¢e larvalarda oksidatif stresin daha
fazla tetiklendigi yoniinde yorumlanmistir (Turna vd., 2022). Insan serebral (T98G) ve
epitelyal (HeLa) hiicrelerinin 10 ng/mL'den 10 pg/mL'ye kadar farkli dozlarda metal oksit
ve karbon bazli NP’ler ile PE (3-16 um)-PS (10 um) MP’lerine maruz birakildig: bir
calismada ise, yiiksek ROS seviyelerinin arttigi belirlenmistir. Arastirmacilar galisma
sonuglarini oksidatif stresin hiicre diizeyinde meydana gelen toksisiteden sorumlu oldugu
ve MP’lerin insan sagligi iizerinde olumsuz etkilerinin olabilecegi yoniinde
yorumlamuslardir (Schirinzi vd., 2017).

Canlilarda ¢evresel kimyasallara bagli ortaya c¢ikan DNA hasar seviyesinin
belirlenmesine yonelik genotoksisite analizleri de 6nemli bir kriterdir (Olive and Banath,
2006; Azqueta ve Dusinska, 2015). Ciinkii organizmalar genotoksik bir ajana maruz
kaldiginda tek hiicredeki DNA hasar1 ya da DNA kirilmasi olarak bilinen degisimler
ortaya ¢ikabilir. Bu nedenle boceklerde birgok kimyasalin genotoksik, mutajenik ve
kanserojenik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in Comet teknigi kullanilarak analiz edilmistir
(Duman ve Altuntas, 2018; Gwokyalya ve Altuntas, 2019). Farkli dozlarda ve
boyutlardaki MP’lere maruz kalan gesitli sucul organizmalarda ve memeli hiicrelerinde
genotoksik etkilerin meydana geldigi ve 6zellikle doza bagli olarak DNA hasarinda artis
oldugu bildirilmistir (Avio vd., 2015; Berber, 2018; Katsumiti vd., 2021; Nugnes vd.,
2022; Babonaite vd., 2023; Moller ve Roursgaard, 2023). Tatli su organizmalariyla
(Raphidocelis subcapitata, Brachionus calyciflorus, Ceriodaphnia dubia) yapilan bir
calismada 1 pm boyutundaki PS mikroplastiklerine (PS-MP) maruz kalan organizmalarda
bir genotoksisite gostergesi olan DNA hasartyla birlikte kronik toksisite meydana
gelmistir (Nugnes vd., 2022). Martin-Folgar vd. (2024)’nin yaptiklar1 calismada ise
model bocek olan Chironomus riparius larvalari ¢evrede bulunan boyut ve dozlardaki PS
nanoplastiklerine (PS-NP) 24 saat maruz birakmis ve sonugta PS-NP’nin larvalarda DNA
hasarinda artisa, hiicresel stres ve endokrin sistem Ulzerinde olumsuz etkilere neden
oldugu goriilmiistiir. Yapilan baska bir ¢alismada farkli boyutlardaki PS-MP’lere (4, 10
ve 20 um) besin yoluyla maruz kalan D. melanogaster larvalarindan elde edilen
hemositlerde, test edilen yiiksek konsantrasyonlarda (5 ve 10 mM) DNA hasari

seviyelerinde 6nemli bir artis oldugu belirlenmistir. Ayrica tiim boyutlarda goriilen PS-
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MP genotoksisitesine ragmen, daha kiiciik pargaciklara (4 pum) maruz kalmanin daha
fazla DNA hasarina neden oldugu da c¢alismada belirtilmistir (Turna vd., 2022).
Omurgasiz orneklerin yani sira atmosferde bulunan farkli boyutlardaki (2 pm-80 nm
arasinda) PS-MP’lerinin insan akciger hiicrelerinde birikmesiyle 6nemli 6l¢iide sitotoksik
ve genotoksik etkilere neden olabilecegi rapor edilmistir (Shi vd., 2021).

Daha once yapilan bu ¢alismalar farkli boyutlardaki ve dozlardaki PS ve benzeri
MP’lerin farkli seviyedeki organizmalarin viicudunda birikime ugrayabilecegine, doku
hasarina, sito- ve genotoksik etkiler ile ¢esitli fizyolojik degisikliklere neden olabilecek

potansiyele sahip olduklarina isaret etmektedir.

1.1. Polistiren (PS)

Sekil 1.1°de gosterilen PS, vinil benzen olarak da bilinen ¢ok sayida “stiren”
monomerlerinin bir araya gelmesiyle olusan sentetik bir hidrokarbon polimeridir (Pilevar
vd., 2019; Krueger vd., 2015; McKeen W. L., 2008). Hammadde olarak nispeten ucuz,
buharlagmaya kars1 direngli ve diisiik erime noktasina sahiptir (Ho vd., 2018). PS’in ticari
kullannm formlari: yalitim, elektronik malzeme ve paketlemede strofor olarak da
adlandirilan genisletilmis polistiren (EPS); kahve fincanlari, tepsiler ve 1s1 yalitiminda
ekstriide polistiren (XPS); saklama kaplar1 ve oyuncaklarda yiiksek yogunluklu polistiren
(HIPS) olarak temelde iig tiptir (Yang ve Wu., 2020). PS’in hazir yemek paketlemesinde
kullanimi gida endiistrisinde yaygin olarak yer almasini saglar. Bu da giinliik hayatta

yaygin sik ve ihtiyaca bagli liretiminin artmasina neden olmaktadir.

L CH CHZ\ /on\ /CHZ\ /CHZ\ /CHZ\ /
pollmenzasyon |
stiren polistiren

Sekil 1.1. Polistirenin kimyasal formiilii (http-1)

PS, 1s1 ile sekillendirilip sert ve dayanikli hale getirilebildigi i¢in termoplastikler
grubunda yer alir. Bu 6zelligi sayesinde hidrofobik karakterde olan PS, hidrolize olmaya
ve dogal olarak parcalanmaya kars1 dayaniklidir (Ho vd., 2018; Putra ve Nurcahyasari,
2021). Bu durum toprakta bulunan mikroorganizmalarin hiicre dis1 ve hiicre igi enzimatik
faaliyetlerini gerceklestirmesini zorlastirarak bu plastigin dogada biyolojik olarak

bozunmasini yavaglatir (Ho vd., 2018). Otake vd. (1995), PS gibi hidrofobik 6zellikte
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olan plastiklerin topragin igine gomiilmesinin 30 ila 40 yila kadar siirdiigiinii rapor
etmistir. Buradan yola c¢ikarak biyodegradasyon siireci de goz Oniine alindiginda
plastiklerin dogada yok olmasinin ¢ok uzun yillar stirdigili ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle
biriken PS atiklar1 ¢esitli ekosistemlere karigsarak dnemli bir ¢evre sorunu haline gelmistir.

Topraktaki PS ayrigsmasinin yavas gerceklesmesi, par¢alanma sirasinda ortaya
cikan daha kiigiik boyutlu PS-MP’lerinin olusmasina ve bu mikroplastiklerin kolayca
cevre ekosistemlere yayilmasini saglar. Ortamda bulunan PS-MP’lerin burada yasayan
canlilar iizerinde immiinotoksik, ekotoksik, ndrotoksik ve oksidatif stres etkilere neden
olmasimin yani sira ¢esitli dokularda birikerek 6zellikle metabolik degisimlere sebep

oldugu belirtilmistir (Siddiqui vd., 2023).

1.2. Boceklerde Bagisikhik Sistemi

Hayvanlarda bagisiklik sistemi dogustan gelen ve kazanilmis bagisiklik olarak iki
sekilde bulunur. Dogustan gelen bagisiklik, patojene karsi spesifik olmayan ve esey
hiicrelerinde kodlanmis olan faktorlerden olusurken; kazanilmis bagisiklik, patojene 6zgii
olarak gergeklestirilen antijen-antikor iliskisini ve immiinolojik bir hafizay1 i¢erir (Strand,
2008; Hillyer, 2016). Bu bagisiklik sistemleri hayvanin tiiriine, ¢evre kosullarina ve
fizyolojisine gore degisiklik gosterebilmektedir. Kazanilmis bagisiklik bocekler gibi
omurgasiz hayvanlarda bulunmasa da dogustan gelen bagisiklik hem omurgalilar hem de
omurgasiz hayvanlarda ortaktir. Bocek bagisikliginda yer alan hemositler memeli
notrofilleri ile benzer o6zelliklere sahiptir (Kavanagh ve Reeves, 2007; Sanchez-
Hernandez, 2021; Ali vd., 2020). G. mellonella’nin bakteri ve mantar gibi
mikroorganizmalar1 fagosite edebildigini rapor eden bir calismada bocek hemositleri ve
insan notrofillerinin fagositoz mekanizmasinda yer alan molekiillerin benzer gorevler
ustlendigi ifade edilmistir (Kavanagh ve Reeves, 2007).

Bocekler patojenlerden, parazitlerden ve viicutlarina giren yabanci maddelerden
korunmak i¢in dogustan gelen giiclii bir bagisiklik mekanizmasi gelistirdiler. Viicuda
giren patojen veya yabanci bir maddenin tehlike olarak goriilmesi bagisiklik hiicreleri
(hemositler) ve dokulari (yag, orta bagirsak) tarafindan olusturulan savunma sistemlerini
aktiflestirir (Hillyer, 2016). Sahip olunan bagisiklik mekanizmasi hiicresel ve humoral
savunma sisteminin kombinasyonundan olusur. Bu iki savunma sistemi ayr1 sistemler
olarak degerlendirilse de temel olarak bocek hemolenfinde (hemocoel) bulunan

hemositler her iki tarafta da etkili bir faktordiir (Tsakas ve Marmaras, 2010). Ayrica
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hemositler bulunduklar1 yere gore de dolasimdaki serbest hiicreler veya dokulardaki sesil

hiicreler olarak ifade edilmektedir (Hillyer, 2016).

1.3. Hiicresel Bagisiklik

Boceklerde hiicresel bagisiklik mekanizmasi, hemositler tarafindan gergeklestirilen
fagositoz (yabanci maddelerin yutularak sindirilmesi), enkapsiilasyon (yabanci
maddelerin ve patojenlerin kapsiil icerisine alinarak melanizasyon siireci ile 6ldiiriilmesi)
ve nodiilasyon olaylarini kapsar. Bocek hemositleri morfolojik, fonksiyonel ve dolagimda
bulunma siklig1 acisindan farklilik gosterebilir. Tenebrio molitor gibi Coleoptera (kin
kanatlilar) takimindaki boceklerin larval hemolenfinde temel olarak graniilosit (%50-60),
plazmatosit (%23-28), onositoid (%1-2) ve prohemosit (%10-15) olmak iizere dort ¢esit
hemosit tipi karakterize edilmistir (Rasmussen, 2014; Urbanski vd., 2018; Vigneron vd.,
2019; Vommaro vd., 2021; Wang vd., 2024).

Prohemositler, bagisikliktaki gorevleri tam olarak bilinmemekle birlikte diger
hiicrelere farklilasan kok hiicreler olarak tanimlanirlar. Sitoplazmasi ¢ekirdege oranla az
ve oval seklinde olan aktif mitotik hiicrelerdir (Lavine ve Strand, 2002; Strand, 2008;
Vigneron vd., 2019).

Graniilositler sitoplazmasi graniillii, oval sekilli ve temelde fagositozda gorev alan
hemositlerdir. Bu hiicreler kapsiillenme baslamadan 6nce yabanci maddeyle temas eden
ilk hiicrelerden biridir (Lavine ve Strand, 2002; Chung ve Moon, 2004; Rasmussen, 2014;
Vigneron vd., 2019).

Plazmatositler, graniilositlerle birlikte fagositozda gorev alan, yabanci maddeleri ve
patojenleri kapsiil igine alarak nodiill meydana getiren hiicrelerdir. Bu ozellikleriyle
temelde kapstillenme gorevini iistlenerek graniilositlerle birlikte is birligi i¢inde olduklar1
rapor edilmistir. Morfolojik olarak ig, oval veya yildiz seklinde goriiliirler (Lavine ve
Strand, 2002; Rasmussen, 2014; Vigneron vd., 2019).

Onositoidlerin, profenoloksidaz enziminin salgilanmasinda ve boylece bagisiklikta
onemli bir unsur olan melanizasyon siirecinde rol oynadigi bilinmektedir. Morfolojik
olarak diger hemositlerden biiyiik, oval ve graniilsiiz sitoplazmaya sahiptir (Lavine ve
Strand, 2002; Rasmussen, 2014; Urbanski vd., 2018; Vigneron vd., 2019).

Hiicresel immiin tepkilerin olusmasinda rol oynayan, morfolojik ve fonksiyonel
acidan farkliliklar gosteren hemositlerin hemolenfteki miktar1 ve ¢esidi, bdcegin

fizyolojisini etkileyen ¢evresel kirleticilere bagh degisimler gosterir (Elmekawy vd.,

9



2023). Boylece organizmanin immiin yanitinin giicii ve yeni kosullara sagladigi fizyolojik
adaptasyonuna yonelik mekanizmalar devreye girer (Vigneron vd., 2019). T. molitor gibi
plastivor bocek olan Galleria mellonella (bal mumu giivesi) iizerinde yapilan bir
calismada, MP boyutunda olmayan diisiik yogunluklu polietilen (LDPE)’den olusan
ambalaj paketi ile beslenen G. mellonella larvalarinin toplam ve farkli hemosit sayilarinda
azalma oldugu belirlenmistir (ElImekawy vd. 2023). 500 ng PET ve 500 ng PS MP’lerine
maruz birakilan Partamona helleri (ignesiz ar1) larvalarinda ise toplam hemosit sayisinin
PS yedirilen larvalarda azaldigi ve her iki mikroplastigin de plazmatosit hiicrelerinin
sayisinda azalmaya neden oldugu belirlenerek bu degisikliklerin hiicresel bagisiklik
tepkisinin bir gostergesi oldugu bildirilmistir (Viana vd., 2023). MP’lerin karasal
organizmalar tizerindeki etkilerini incelemek isteyen baska bir ¢alismada Drosophila
melanogaster (sirke sinegi) farkli dozlarda ve 2 um ¢apindaki PS-MP’lerine maruz
birakilmistir. Bu ¢alisma sonucunda PS-MP’lerinin doza bagli olarak sinegin farkl
dokularinda birikebildigi ve orta bagirsak hiicrelerinde apoptotik ve nekrotik etkilere
sebep oldugu rapor edilerek karasal organizmalar tizerinde MP toksisitesinin miimkiin
olduguna dikkat ¢ekilmistir (EI Kholy ve Al Naggar, 2023). Ek olarak Alaraby vd.
(2022)’nin ger¢eklestirdikleri ¢alismada PS-NP’lerinin Drosophila larvalarinin bagirsak
bariyerini gegerek hemolenfe kadar ulastigi bildirilmistir. Farkli boyutlardaki MP ve
NP’lerin karasal organizmalarin bagirsak bariyerini gecerek doku ve organlarda biriktigi,
dolasim sistemine katildig1 ve immiiniteyi tetikledigi bu ve bunun gibi literatiirde yer alan
bir¢ok c¢alismada bildirilmistir (Al-Jaibach vd., 2018; Turna vd., 2022; EI Kholy ve Al
Naggar, 2023; EImekawy vd., 2023).

Hem literatiirde yer alan ¢aligmalar hem de tez kapsaminda yapilan calismalar
toksik ozelliklere sahip olan PS-MP’ler gibi yabanci maddelerin bocek bagisikligini
etkiledigini gostermekle birlikte mikroplastiklerin boyut kiigiildiikce ve maruz kalinan

doz arttik¢a doku ve organlardan gegerek hemolenfe ulagabilecegini gdstermektedir.

1.4. Humoral Bagisikhik

Humoral savunma mekanizmasi hemolenf araciligiyla gergeklestirilen, bir dizi
reaktif ara iirlinlerin (oksijen, azot) liretilmesi, antimikrobiyal peptitlerin sentezi (AMP),
pihtilasma ve melanizasyon olaylarmi kapsar (Lavine ve Strand, 2002). Boylece
patojenlere ve viicuda giren yabanci maddelere karsi giliglii bir savunma sistemi

olusturulur.
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AMP’ler boceklerde yag dokudan salgilanir. Boceklerdeki yag dokusu bu 6zelligi
sayesinde humoral savunmada 6nem arz eder. Hemolenfteki patojenin algilanmasinin
ardindan hizla sentezlenmeye baslayan AMP, patojenin hiicre zarimi lizise ugratarak yok
etmeye baglar. Genel olarak Diptera, Hymenoptera, Hemiptera, Coleoptera ve
Lepidoptera takimlarinda tanimlanan AMP’lerin bir¢ogu dort kategoride siniflandirilir;
Sistein bakimindan zengin olan Defensinler, Cekropinler, glisin bakimindan zengin olan
Attasinler ve Gloverinler ve Lebosinler. Bu peptit tiirlerinin Gram (+) ve Gram (-)
bakterilere ve mantarlara karsi etkili oldugu belirtilmistir (Hoffman, 1996; Tsakas ve
Marmaras, 2010; Hillyer, 2016; Vigneron vd., 2019).

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri (ROS ve RNS), fagosite edilen maddelerin ya da
zararl goriilen organizmalarin oksidatif patlama (oksijensiz birakarak 6ldiirme) yoluyla
yok edilmesini saglayan sitotoksik ajanlar olarak ifade edilmektedir. Bu molekiillerin
hiicre digindaki litik faaliyeti etkileyerek antibakteriyel yanit olusturulmasinda gorev
aldig1 belirtilmistir. Ayrica ROS ve RNS’nin kapsiillenme sonrasinda meydana gelen
melanizasyon siirecinde de rol oynayarak patojenlerin Oldiiriilmesini sagladiklart 6ne
stirtilmustir (Barnes, 2000; Tsakas ve Marmaras, 2010; Hillyer, 2016; Altuntas vd.,
2021).

Melanizasyon, bakteri, mantar, parazit ve yabanci maddelere kars1 ger¢eklestirilen
onemli bir humoral bagisiklik tepkisidir. Enkapsiilasyon ve nodiilasyon olaylarimin
belirteci olarak hiicresel bagisiklikta da temel rol oynar. Melanizasyon siireci, 6nositoid
hiicrelerinin profenoloksidaz (proFO) enzimini aktiflestirmesiyle baslayip bir dizi protein
capraz baglanma reaksiyonlar1 sonucu fenoloksidaz (FO) enziminin olusmasiyla ve
melanin senteziyle son bulur (Nivetha vd., 2023). Patojen etrafinda biriken melanin koyu
renkli proteinler olarak goziikiir. Patojeni hemolenften izole eder ve oksidatif aglik
olusturarak o6ldiirtilmesini saglar (Barnes, 2000; Rasmussen, 2014; Hillyer, 2016). Bu
nedenle FO aktivitesinin belirlenmesi bocegin melanizasyon yolu ile gosterdigi dogal
immiin yanitinin giiciiniin 6l¢iilmesinde yaygin olarak kullanilan 6énemli bir tekniktir
(Teng vd., 2016; Vigneron vd., 2019; Altuntas vd., 2021). Urbanski vd. (2018)’nin
yaptiklar1 ¢aligmada 1 pum c¢apindaki lateks boncuklarm T. molitor’un farkli gelisim
evrelerinden (larva, pupa, ergin) elde edilen hemositlerde farkl tepkilere neden oldugu,
toplam hemosit sayis1 ve FO aktivitesinde de degisimin oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar
lateks boncuklar1 gibi benzer boyutlardaki MP maruziyetinin de boceklerde FO aktivitesi

ve hiicresel immiin yanitlarla iligkili olan enkapsiilasyon ve melanizasyon
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mekanizmalarinda degisiklige neden olabilecegini gostermektedir. Diger yandan, Silva
vd. (2021) yaptiklar1 calismada boyutlart 32-63 pm arasinda degisen PE-MP
maruziyetinin yiiksek dozlarda model bocek olarak degerlendirilen Chironomus riparius
(palyago sinegi) larvalarinda bagisiklik yanitinin bir gostergesi olan FO aktivitesinde
artisa neden oldugunu belirlemis ve bunun MP’lerin boceklerin dogustan gelen bagisiklik
sistemini tetikledigine dair ilk kanitlar oldugunu bildirmislerdir (Silva vd. 2021).
Melanizasyonu baglatan FO enzimi ayni zamanda pihtilagmada da etkilidir.
Pihtilasma, bocek yaralanmasinda hemolenfteki hemositlerin yarali bolgeye gog¢ ederek
patojenin ve yaranin kapatilmasini kapsar. i1k olarak graniilosit ve plazmatosit hiicreleri
yaral1 bolgede yumusak pihtt olusturur. Daha sonra melanin sentezlenerek pihti katilasir.
Bu siire¢ hastalik yapici etkenlerin viicuda girmesini engelleyerek doku onarimini saglar

(Barnes, 2000; Bidla vd., 2005; Strand, 2008; Rasmussen, 2014).

1.5. Model Bocek Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae)

Larvalar1 “sar1 unkurdu (yellow mealworm)”, erginleri ise “kara bocek (darkling
beetle)” olarak adlandirilan T. molitor, holometabolik bir bocektir. Yasam siiresi boyunca
larva, pupa ve ergin olmak tizere ti¢ farkli gelisim evresi gegirir (Sekil 1.2). Genellikle
depolanmis tahil iirtinlerini istila etmesi nedeniyle degirmen zararlis1 olarak bilinirler
(Punzo ve Mutchmor, 1980; Vigneron vd., 2019; Zhang, X. vd., 2019). Ancak T. molitor,
larvalarinin yiisek protein (%37-47) ve yag (%46) igerigine sahip olmasi ile artan gida
ihtiyaci icin siirdiiriilebilir bir alternatif besin kaynagi olarak Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi tarafindan onay almis ilk bécek olmasini, boylece yenilebilir ekonomik-faydali
bocekler kategorisinde yer almasini saglamistir (EFSA, 2015; Errico vd., 2021). Hali
hazirda insan beslenmesinde giiniimiizde Asya, Afrika ve Giiney Amerika’da yer alan
cesitli iilkelerde tiikketilmektedir (Halloran ve Vantome, 2020; Errico vd., 2021; Bordiean
vd., 2022; Anda¢ ve Tuncel, 2023). T. molitor larvalar1 ve puplart pet ve ¢iftlik
hayvanlariin beslenmesinde canli yem olarak kullanilabildigi gibi, larvalardan iiretilen
pelet yemler kanatli hayvanlar, ¢iftlik hayvanlar1 ve balik yetistiriciliginde ek protein
kaynag olarak da degerlendirilmektedir (Ozsoy ve Giindogdu, 2017; Errico vd., 2021;
Dreyer vd., 2021; Andag ve Tuncel, 2023). Larvalarin hizli bilylimesi, arpa, bugday,
kepek gibi tahil iirtinleri ve havug, patates, elma gibi organik atiklar1 tiikketmesi ile kiiltiirii
kolay ve ekonomiktir. Boylece bocek ¢iftliklerinde iiretiminde daha az su, sera gazi ve

amonyak tiiketimi saglamaktadir (Oonincx ve De Boer, 2012; Errico vd., 2021). Ayrica
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cesitli plastikleri yeme ve zengin bagirsak mikrobiyotas: sayesinde degradasyona
ugratmasi ile “plastivor” olarak adlandirilarak siirdiiriilebilir plastik ¢alismalarinda dikkat
¢ekmeye basladr (Yang vd., 2018a ; Yang vd., 2015b ; Jiang, S. vd., 2021).

by

as

"

o

Sekil 1.2. T. molitor gelisim evreleri (av: kiigiik instar larva, ay: yeni deri degistirmis larva, as: son instar
larva; bi: yeni pupa, bi: yeni pupa, bz: pupa; ci: yeni ergin, co-Ca: geng ergin, ca: yetiskin ergin)

Kiiltiirliniin  kolay ve nispeten maliyetsiz olmasi ile diinya c¢apinda
yetistirilebilmesinin yani sira T. molitor, sahip oldugu hiicresel ve humoral bagisiklik
ozellikleri ile immiinolojik, genetik ve toksikolojik arastirmalarda da alternatif 6n model
organizma olarak dikkat ¢ekmektedir (Vigneron vd., 2019; Ali vd., 2020; Sanchez-
Hernandez, 2021; Nowicki vd., 2021; Brai vd., 2023; Czarniewska vd., 2023; EImekawy
vd., 2023; Peng vd., 2023; Urbanski vd., 2023). Memeli modeller yerine omurgasiz model
organizmalarin dogal immiin yanit testlerinde kullanilmas1 ve stirdiiriilmesi 6zellikle
yiiksek tekrarli arastirmalar i¢in hem daha ucuz hem de daha uyumludur (Kavanagh ve
Reeves, 2004; Vigneron vd., 2019). Ayrica omurgasiz model organizmalarla yapilan
caligmalarda etik kurallarla ilgili problemler bulunmamaktadir (Cook ve McArthur, 2013;
Altuntas vd., 2020). Bu nedenle T. molitor’'un hem mitokondriyal genom dizisinin
yayilanmis olmast hem de sahip oldugu immiinolojik 6zelliklerden dolayi klinik dncesi
patolojik, molekiiler, immiinolojik, genetik ve farmakolojik arastirmalarda kullanimi
onem kazanmustir (Liu ve Wang, 2014; De Souza vd., 2015; Vigneron vd., 2019; Brai
vd., 2023).

1.5.1. Sistematikteki yeri

Alem: Animalia
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Sube: Arthropoda
Smif: Insecta

Takim: Coleoptera
Familya: Tenebrionidae
Cins: Tenebrio

Tiir: Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758) (Gorsel 1.1)

Gorsel 1.1. Tenebrio molitor larva

1.6. Amag ve Hipotez

Cevrede biriken plastik atiklarin hava sartlariyla, toprak mikroorganizmalarinin
faaliyetleriyle ve bazi fiziksel olaylar ile MP artisina neden oldugu bilinmektedir. Bu
MP’ler arasinda yaygin olarak goriilen PS, ¢ogunlukla gida endiistrisinde kullanilan
sentetik bir polimer olup en yaygin goriilen ¢evresel kirleticilerdendir. Plastivor bocek T.
molitor’un PS igeren plastiklerin biyodegradasyonunu nasil gerceklestirdigine yonelik
literatlirde ¢ok sayida giincel calisma yer alirken, daha biiyiik boyutlardan ayrisan bu
MP’lerin bagirsak liimeninden gegerek dolasimdaki hiicrelerde birikmesi s6z konusu olup
meydana getirebilecegi sitotoksik ve genotoksik etkilere yonelik literatiirdeki veriler
yeterli degildir. Bu nedenle “diisiik boyutlardaki MP maruziyetine bagli olarak plastivor
bocek T. molitor’da immiinite etkilenir mi?” sorusu iizerinde yogunlasildi. Bocek
bagisikliginin arastirilmasi, ana bagisiklik yollarinin ve yanitlarinin bilinmesi MP’ler gibi
cevreyi kirleten atiklarin canli organizmalar iizerindeki potansiyel immiinolojik ve
genotoksik etkilerinin anlagilmasi agisindan da 6nemlidir. Bu nedenle tez kapsaminda

1um boyuttaki PS-MP’lerine artan dozlarda maruziyetin model organizma T. molitor’un
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hiicresel ve humoral bagisiklig1 iizerindeki olast immonolojik ve genotoksik etkilerini
belirlemek amaciyla;

* Hiicresel bagisikligin temel 6gesi olan hemositlerdeki davranigsal farkliliklar
(toplam hemosit sayimi, farkli hemosit sayimi, mitotik indeks, hemosit yayilmasi ve
enkapstilasyon),

* Genotoksisitenin hiicresel diizeydeki gostergeleri olan apoptotik, nekrotik ve
anormal hiicre olusumlari,

» Humoral bagisikligin temel gostergesi olan melanizasyon tepkisi,

* Doza bagli DNA hasarinin belirlenmesi,

* Larvalarin  biyolojisi ve gelisimi tlizerindeki etkilerinin incelenmesiyle
hedeflenmistir.

Boylece tez kapsaminda hem “model” hem de bocek ciftliklerinde etkin olarak
iiretilen “ekonomik-faydali” karasal bocek kullanilmasi MP kirliliginin ekofizyolojik ve
ekotoksikolojik etkilerine yonelik daha fazla bilgi edinilmesi saglanmistir. Bu baglamda
yapilan bu ¢alismada yaygin bir ¢evre kirliligine neden olan PS-MP’lerinin T. molitor’da
immiinotoksik ve genotoksik etkilerinin olup olmadigi belirlenerek, bu etkilerin biyolojik

gelisim, immiinite ve hiicresel diizeydeki iligkisi degerlendirilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Model Bocek T. molitor Larvalarimin Stok ve Siiksesif Kiiltiirii

T. molitor kiiltiiri, Eskisehir Teknik Universitesi, Biyoloji Béliimii, Hayvan
Fizyolojisi Aragtirma Laboratuvari’nda bulunan D51-40 ve D51-41 nolu iklimlendirilmis
bocek odalarinda gergeklestirildi.

Stok kiiltiir 27 + 1°C sicaklik, %65 + 5 bagil nem ve 8 saat aydinlik 16 saat karanlik
sartlarinin  saglandigi iklim odalarinda yetistirildi. T. molitor’un stok ve deneysel
calismada kullanilacak siiksesif kiiltiirlerindeki larval ve ergin bireylerin beslenmesinde
%70 bugday kepegi, %20 bugday unu ve %20 maya-vitamin-mineral (Vitamin A, D, E
ve Niacin, Maya, Sodyum, Magnezyum, Kalsiyum ve iz elementler, PRO114) karisimi ile
hazirlanan sentetik besin kullanildi. Hazirlanan besinin sterilizasyonu -20 °C’de 96 saat
bekletilerek saglandi. Larva ve ergin bireylerin su ihtiyaci ise taze havug ile karsilandi
(Ozsoy ve Giindogdu, 2017).

Yumurtadan yeni ¢ikan ve kiiciik instar evresindeki larvalarin besin ihtiyacinin
giderilmesi, ortamdaki diski ve havug artiklarinin uzaklastirilmasi i¢in haftada iki kez
kiiltiir bakimi yapildi. Kiiltiir bakimi sirasinda son doneme ulasarak pupa giren larvalar
yumurtlama kabina alinarak kanibalizmin 6nlenmesi ve pupal yasam siiresinin saglikli
bir sekilde tamamlanmasi saglandi. Yaklasik {i¢ hafta sonunda yumurtadan ¢ikan larvalar
besinle birlikte ayr1 bir kaba alindi. Yash erginlerin yumurtlama kabindan
uzaklastirilmasi ve yeni pupalarin eklenmesiyle kiiltiirtin devamlilig1 saglandi.

Deneysel c¢alismalarda kullanilacak olan siiksesif kiiltiiriin kurulmasinda stok
kiiltiirden alinan disi ve erkek pupalarin cam kaplarda erginlesmesi saglandi. Cam kabin
boyutuna gore yeterli miktarda yumurta biraktiktan sonra erginler alinarak deneysel
caligmalarda yumurtadan ¢ikan saglikli larvalar kullanildi. Erginler ise sadece kiiltiiriin

devamlilig i¢in kullanildi.

2.2. PS-MP Dozlariin ve Deneysel Gruplarin Belirlenmesi

Deneysel ¢alismalarda 1 um capindaki ticari olarak elde edilen PS-MP (d= 1.05
g/mL, diameter = lum, Sigma, 89904-5ML-F) soliisyonu distile su ile seyreltilerek
kullanildi. Hem doz belirlemesine yonelik gerceklestirilen 6n g¢aligmalardan (5 — 80
mg/ml arasinda artan PS-MP) elde edilen veriler hem de Ozgen (2022) ve Gokkaya

(2022) tarafindan yapilan c¢alismalarda belirtilen benzer dozlar g6z Oniinde
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bulundurularak “5, 10, 20 ve 40 mg/ml” olmak tizere kontrol grubu ile birlikte 5 farkli
doz deneysel analizler icin kullanildi. Her bir doza ait PS soliisyonlar1 larval besin
icerisine eklenerek homojen karisim saglandi. Kontrol grubu i¢in sadece distile su i¢eren
besinler kullanildi. Bu gruplar literatiirde yer alan ve yapilan 6n ¢alismalardan
faydalanilarak 100 larvaya 3 gr besin + 1 ml madde verilecek sekilde tasarlandi. Her 5
giinde bir bu oran korunacak sekilde larvalar “120 + 5 mg” agirligina ulasana kadar “besin
+ madde” takviyesi yapildi. Belirlenen agirliga ulasan larvalar deneysel calismalarda
kullanildi. Kurulan deneysel gruplar 27 + 1°C sicaklik, %65 + 5 bagil nem ve 8A:16K

(sa) sartlarmin saglandig1 bocek iklim odalarinda yetistirildi.

2.3. PS-MP Dozlarmn T. molitor’un Biyolojisi ve Gelisimi Uzerindeki Etkisi

10 £ 5 mg agirhigindaki saglikli 10’ar adet larva siiksesif kiiltiirden segilerek,
icerisinde ilgili PS MP dozu (mg/ml) ve 15 gr besin (%70 bugday kepegi, %20 bugday
unu ve %20 mayali vitamin karigimi) bulunan 250 m1’lik cam beherlere alindi (Sekil 2.1).
Kontrol grubu ig¢in ise distile su ve 15 gr besin kullanildi. Her bir deneysel gruptaki
larvalar ergin asamaya kadar giinliik olarak takip edildi. Bu siire¢ igerisinde tiim gruplar
her 7 (bir hafta) giinde bir kontrol edilerek tiiketilen besin miktar1 ve birakilan digki ile
birlikte larval, pupal ve ergin agirliklar1 6lgiildii. Ayn1 zamanda larval gelisim siiresi
(larval asamadan pupal asamaya kadar gegen siire) ve pupal gelisim siiresi (puplasmadan
erginlesinceye kadar gegen siire) de belirlendi. Béylece T. molitor’un gelisim siirecinin
ve biyolojisinin artan dozlarda PS-MP’lerinden degisip degismedigi belirlendi. Biyolojik
gozlem ve spesifik biiylime oran1 (SGR) verilerinde her doz ve kontrol grubu i¢in ii¢
tekrarli olacak sekilde 10’ar larva kullanild1 (n=30).

Farkli dozlarda PS-MP’lerine maruz kalan T. molitor larvalarinin biiyiime ve
beslenme performansi, Said ve El Defrawy (2022)’e gore asagidaki parametreler
tizerinden hesaplandi: agirlik kazanct (WG), spesifik biiylime orani (SGR), besin
dontisiim oran1 (FCR), besin doniisiim verimliligi (FCE) ve hayatta kalma orani (SR).
Buna gore belirlenen parametreleri hesaplamak i¢in agsagidaki formiiller kullanilmigtir:

e Larval agirlik artist (weight gain %WG): 100*[(Son agirlik- Baslangi¢
agirhigy) / Baslangic agirligi].
e Larval besin doniisiim orani (g/g food conversion rate, FCR): (Tiiketilen besin

agirhig1 / Larvalarin kazandig1 agirlik)
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e Larval besin doniisim verimliligi (food conversion efficiency, %FCE):
100*(Larvalarin kazandig1 agirlik / Tiiketilen besin agirligi)
e Hayatta kalma oran1 (survival rate, %SR): 100*[(Baslangigtaki larva sayis1 —
Olii larva sayis1) / Baslangigtaki larva sayisi)]
e Spesifik Biiytime Orani (specific growth weight %SGR) = 100*[(Canli
larvalarin son agirligl) — (Baslangi¢ agirligi) /toplam beslenme giinii]
Belirlenen PS-MP dozlarina maruz kalan ve kalmayan tim deney gruplarinda
larvalarin ergin olmasina kadar gegen siire ortalama 35 + 5 giin olarak gézlemlendi. Bu
stire gdz Oniine alinarak biiylime ve beslenme performansi hesaplamalart yapildi. Tim
deney gruplar1 27 + 1°C sicaklik, %65 + 5 bagil nem ve 8 saat aydinlik 16 saat karanlik
sartlarinin  saglandigr bocek iklim odalarinda inkiibe edildi. Biiyiime ve beslenme
performans parametrelerinde her doz ve kontrol gruplar1 i¢in 10 larvadan elde edilen

ortalama veriler kullanilarak, ti¢ tekrarli istatistiksel analiz yapildu.

Sekil 2.1. Farkli doziarda PS-MP eklenen larval besin gruplari ve gelisim biyolojisi deney diizenegi

2.4. PS-MP’ Dozlarmin T. molitor immiin Sistemi Uzerindeki Etkileri
2.4.1. Toplam hemosit sayisi

PS-MP’lerinin dolasimdaki toplam hemosit sayisina etkilerinin belirlenmesi
amaciyla larvalardan hemolenf alindi. 120 + 5 agirligina ulagan larvalardan hemolenf
toplamadan Once larvalar hareket yeteneklerinin azalmasi icin 1-3 dakika buz iizerinde
bekletilerek anestezi edildi. Larvalarin %70’lik etanol ile yiizey sterilizasyonu
saglandiktan sonra, birinci veya ikinci toraks ekstremite kaidesi ince uglu makas ile

kesildi ve larvalardan 4 pl hemolenf mikrokapiler tiip yardimiyla alindi. Toplanan
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hemolenf buz iizerinde bekletilen ve igerisinde 36 pl pihtilasma engelleyici soliisyon
(0,098 M NaOH, 0,186 M NaCl, 0,017 M Na2EDTA ve 0,041 M sitrik asit, pH: 4.5)
bulunan eppendorf tiiplere aktarildi (Altuntas vd., 2012). Elde edilen karisimdan
mikropipet ile 10 pl ornek c¢ekilerek 0.100 mm derinlige sahip Neubauer
hemositometresine (Improved Neubauer Hemocytometer; Superior, Germany) (Sekil 2.2)
aktarildi ve faz-kontrast mikroskobunda (Leica DM6000 B) hiicre saymmi yapildi
(Altuntas vd., 2012). Deneyde her doz ve kontrol grubu i¢in ii¢ tekrarli olacak sekilde
10’ar larva kullanildi (n=30).

Sekil 2.2. Neubauer hemosimetre
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Sekil 2.3. Neubauer hemositometresi sayim alani

Neubauer hemositometresi bir gukurlukla birbirinden ayrilan iki farkli sayim alani
bulunduran bir sayma lamidir. Her bir sayim alaninda koselerde dort tane 1 mm?'lik
boliimler (biiyiik kareler) bulunur. Bunlar 16 orta biiytikliikte kareye ayrilir (1/4 x 1/4 =
1/16 mm?). Ortada bulunan biiyiik kare ise 25 orta biiyiikliikte kareye ayrilir. Orta
biiytikliikteki karelerin etrafi ¢ift ¢izgi ile ¢evrilidir. Her bir orta kare de 16 kii¢iik kareye
boliinmiistiir (Sekil 2.3). Boylece, ortadaki alanda 25 orta kare, 400 kiigiik kare bulunur.
Bir kii¢iik karenin alan1 1/20 x 1/20 = 1/400 mm?'dir. Sayim alan1 disinda kalan kenarlar,
sayim alani yiizeyinden 0,1 mm yiiksektedir. Sayim alani iizerine hemositometrenin
lameli konulunca, lamel ile sayim alani ylizeyi arasinda 0.1 mm'lik bir bosluk kalir.
Boylece lam ve lamel arasinda kalan her karenin hacmi hesaplanabilir: En biiytik (1

mm?1ik) karenin hacmi, 1 x 1 x 0.1= 0.1 mm? = 0.0001 cm® = 0.0001 ml’dir. Deney
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gruplarinda hemositometre laminin orta kisminda bulunan, 25 orta biiyiikliikte kareye
ayrilmus ve her bir orta karenin de 16 kiigiik kareye béliindiigii 1 mm?’lik biiyiik karenin
tamami sayilarak toplam hemosit sayilar1 belirlendi. Mililitredeki toplam hemosit
sayilarinin hesaplanmasi igin;

Hiicre sayis1 / ml = Biiyiik karede sayilan hiicre sayis1 X Sulandirma kat sayisi

X 10* formiilii kullanildi.

2.4.2. Farkhh hemosit sayis;, mitotik indeks ve anormal hiicre olusumlarinin

belirlenmesi

Farkli hemosit sayilarinin belirlenmesi Altuntas vd., (2012) tarafindan uygulanan
yonteme gore gergeklestirildi. PS-MP dozlarmin T. molitor larvalarindaki farkli hemosit
sayisina etkisinin belirlenmesi amaciyla, deney gruplarindan elde edilen 120 + 5 mg
agirhigindaki larvalar kullanildi. Yontem 2.4.1°te bahsedildigi gibi 6n islem yapilan
larvalardan 10 pl hemolenf alinarak ince yayma preparat hazirlandi. Havada kurutulan
preparatlar 3 dk metanol ile fikse edildikten sonra tekrardan havada kurutmaya birakildi.
Tamamen kuruyan lamlar 30 dk siiresince taze olarak 1: 20 oranindaki fosfat tamponu
(PBS, pH:7,2) i¢inde hazirlanan Giemsa (MERCK Giemsa's Azure Eosine Methylene
Blue Solution) boya ¢ozeltisi iginde boyandi. Boyanan lamlar 1 dakika fosfat tamponu
(PBS, pH:7,2) ve 1 dakika distile suda yikandi. Yikama isleminden sonra havada
kurutulan lamlar entellan (MERCK, HX73846161) ile kapatilarak 1s1k mikroskobunda
(Olympus BX51) incelendi. Hazirlanan preparatlarda farkli hemositlerin orani (%),
mitotik indeks (%) ve anormal hiicrelerin belirlenmesi ile deney gruplar1 arasindaki
degisimler degerlendirildi. Her preparatta farkli alanlardan olmak tizere 1000 adet hiicre
sayildi. Deneylerde her doz ve kontrol grubu i¢in {i¢ tekrarli olacak sekilde 15 larva
kullanild1 (n=45).

2.4.3. Hemosit yayilmasi

Belirlenen dozlarda PS-MP igeren besin verilen larvalarin hemositlerinde fagositoz
yeteneginin degerlendirilmesi hemositlerin lam {izerindeki yayilma 0Ozelliklerinin
incelenmesi ile arastirildi (Gwokyalya ve Altuntas, 2019). Bu amagla 120 = 5 mg
agirhigindaki larvalardan mikrokapiler tiip yardimiyla alinan 5 pl hemolenf, igerisinde 20

ul soguk fosfat tamponu (PBS, pH: 7,4 Sigma P3813) bulunan mini santrifiij tiiplerine
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aktarildi. Hazirlanan hemolenf + tampon karisitmindan 20 pl alinarak lam lizerine dairesel
hareketlerle yayildi ve preparatlar nem ¢emberi (Sigma H6644) kutusuna yerlestirildi. Bu
islemin ardindan hemositlerin cama yapismasini saglamak i¢in 27 + 1° C'de karanlik
ortamda 30 dakika boyunca preperatlar nem c¢emberi ile birlikte inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda hazirlanan preparatlar faz-kontrast mikroskobunda (Leica
DM6000 B) 40x objektifte incelendi. Tiim deneyler her dozda 15 adet larva olacak sekilde
ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi (n=45). Hiicre yayilma oranlar yiizde veriler olarak
asagidaki formiile gore hesaplandz;

Hiicre yayilmasi oram (%) = (yayilms hiicre sayisi) / (toplam hiicre sayisi) X 100

2.4.4. Fenoloksidaz aktivite tayini

T. molitor larvalarindaki melanizasyonun degerlendirilmesi i¢in fenoloksidaz
enzim aktivite analizi yapildi. Bu amagla belirlenen PS-MP dozlarina maruz birakilan 120
+ 5 mg agirligindaki larvalardan alinan 5 pl hemolenf igerisinde 100 pl soguk fosfat
tamponu (PBS pH;6,4, Sigma P3813) bulunan eppendorf tiiplere alinarak en az 24 saat
olmak tizere -80 °C’de hemositlerin lizisi i¢in bekletildi. Larval hemolenfteki
fenoloksidaz aktivitesi L-DOPA ‘dan dopakrom olusmasinin 492 nm’ de
spektrofotometrik olarak Gl¢iilmesi esasina gore belirlendi. Bu yontemde stok PBS (pH:
6,4) i¢inde hazirlanan 20 mM L-Dopa (Alfa Aesar A11311) soliisyonundan 100 pl ve
tamponlanmis hemolenf Orneklerinden 100 pl alimarak 96 kuyucuklu mikroplate
kiivetinde karistirildi. Karisimdaki fenoloksidaz aktivitesinin hesaplanmasi i¢in 27 °C’de
492 nm’de BIO-TEK Marka EPOCH Elisa Okuyucu cihazinda (Gen 5 programi) 90
dakika boyunca 5 dakikada bir okuma alinarak analiz edildi. Elde edilen absorbans
degerlerinden ve protein miktar1 verilerinde U/mg protein/dakika olan spesifik enzim
aktivitesi hesaplandi. Tiim deneyler her dozda ve kontrol grubunda 15’ar adet larva

olacak sekilde ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi (n=45).

2.4.4.1. Total protein tayini

Fenoloksidaz spesifik aktivitesinin  belirlenmesinde gerekli olan larval
hemolenfteki protein miktarinin belirlenmesi i¢in hem kontrol hem de deney gruplarindan
elde edilen 10’ar larvadan 5 pl hemolenf alinarak (5*10=50 pl) i¢inde 1 mg feniltiyoiire
(Sigma-Aldrich P7629, >%98) bulunan tiiplere konularak -80 °C’de muhafaza edildi.
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Hemolenf alma islemi yontem 2.4.’de bahsedildigi gibi yapildi. Protein 6lgiimii igin
ornekler +4 C’de 10000 g’de 15 dk santrifiij edilerek siipernatant kisim ayr tiiplere alindi
ve Bradford (1976) yontemine gore analiz yapildi. Standart protein olarak sigir serum
alblimin kullanilarak protein miktart mg/ml olarak hesaplandi. Hemolenf ornekleri
olusturulan standart grafik araligina girene kadar sulandirma islemi gerceklestirildi. Buna
gore seyreltilen hemolenf 6rneklerinden 5’er pl alinarak tizerlerine 250 pl Bradford
reaktifi eklendikten 5 dakika sonra BIO-TEK Marka EPOCH Elisa Okuyucu cihazinda-
Gen 5 programinda 595 nm’de 6l¢lim yapildi. Tiim deneyler her doz ve kontrol grubu

icin sekiz tekrarl olacak sekilde gergeklestirildi.

2.4.5. Enkapsiilasyon

Belirlenen dozlarda PS-MP igeren besin verilen larvalarin enkapsiilasyon
davraniglarinin belirlenmesi Altuntas vd. (2022) tarafindan gelistirilen yonteme gore in
vitro olarak gergeklestirildi. Kapsiilleme i¢in Coomassie mavisi (Brilliant Blue G Sigma)
ile boyanmis Sephadex DEAE A-50 (sigma, 40-125 um ¢ap) kromatografi boncuklar
kullanildi (Altuntas, 2012). Boyanmis 20-30 adet boncuk 40 ul PBS (pH: 7,4) ¢ozeltisine
aktarilarak seyreltildi. Boncuk + PBS ¢ozelti igerisine larvalardan alinan 10 ul hemolenf
eklenerek karisim 1,5 ml’lik Eppendorf tiiplere alindi. Hazirlanan tiipler ¢alkalayicida 25
rpm’de 2 saat boyunca tamamen karanlikta inkiibe edildi. Islem sonrasinda karisim lam
tizerine alinarak faz-kontrast mikroskobunda (Leica DM6000 B) incelendi. Deneyler her
grupta 15 larva olacak sekilde ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi (n=45).

Hemositlerin kapsiillenme davranist Teng vd. (2016) tarafindan tarif edilen
puanlama prosediiriine (0-5) gore belirlendi. Buna gore;

0- Kapsiilleme yok

1- Boncuga 50’den fazla hemosit bagl

2- Boncuga 50’den fazla hemosit bir katman olusturacak kadar bagh

3- Kapsiil kalinlig1 1 katmandan fazla ancak boncuk yar1 ¢apinin yarisindan az

4- Kapsiil kalinlig1 boncuk yar1 ¢apindan biraz fazla

5- Kapsiil kalinlig1 boncuk yar1 ¢apindan daha fazla

Enkapsiilasyon indeksi ise asagidaki formiile gore hesaplandi:

Enkapsiilasyon Indeksi (%) = [Z (Tamimlanan enkapsiilasyon derecesine sahip

boncuklarin sayisi x enkapsiilasyon skoru / toplam boncuk sayisi x 5)] x 100.
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2.4.6. Comet analizi (tek hiicre jel elektroforezi) ile DNA hasarinin belirlenmesi

Artan dozlarda (5, 10, 20 ve 40 mg/ml) PS-MP’lerinin T. molitor hemositlerindeki
DNA hasarinin belirlenmesi amaciyla COMET analizi yapildi. Singh vd. (1988)
tarafindan belirlenen yonteme gore tek hiicrede meydana gelen DNA kiriklarinin
belirlenmesi igin alkali ortamda elektroforetik yiiritme islemi gergeklestirildi. PS
dozlarma bagli olarak meydana gelen DNA hasarinin belirlenmesi igin 120 + 5 mg
agirligina ulasan kontrol ve doz grubu larvalarindan alinan 5 pl hemolenf 6rnekleri 95 pl
(%1°1ik) diisiik kaynama dereceli agaroz (LMPA) bulunan tiiplere alinip fiksasyon islemi
icin lizeri onceden %1’°lik normal kaynama dereceli agaroz (NMA) ile kaplanmis 6zel
lamlara yerlestirildi ve tizerleri lamel ile kaplanarak 4°C’de 15 dakika bekletildi. Agaroz
jele gomiilen bu karisimdaki hemositlerin hiicre membranlari, sitoplazma, niikleoplazma
gibi yapilarinin uzaklastirilarak niikleozomlarin ¢éziinmesi i¢in hipertonik bir lizis (2,5
M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris-HCL, %1’lik TritonX-100 ve %]10’luk
dimetilstilfoksit (DMSO), pH: 10,0) soliisyonu ile muamele edildi. DNA’nin siiperkoil
yapisinin agiga ¢ikarilmasi ve goriintiilenebilmesi i¢in ise ytiksek alkali bir tampon (10N
NaOH ve 200 mM EDTA, pH: 13) kullanildi. Bu islemler i¢in hemolenf 6rneklerinin
yiiklendigi lamlar, elektroforez tanki icerisine alinarak tamponun bulundugu bu ortamda
45 dakika boyunca bekletildi ve ardindan elektrotlar baglanarak DNA kiriklarinin
goriiniir hale gelmesi i¢in 30 dakika boyunca 20 Volt ve 300 mA’de katotdan anoda dogru
yirtitme islemi gergeklestirildi. Yiiriitme isleminden sonra lamlar nétralizasyon (0.4M
Tris-HCI, pH = 7.4) soliisyonunda 15 dakika boyunca bekletilip distile su ile yikandi. Son
olarak DNA kiriklarinin goriiniir hale gelmesi i¢in lamlar floresan bir boya olan SYBR
Green ile bir gece boyunca boyandi. Tim islemler 4°C’de ve karanlik ortamda
gerceklestirildi. DNA kiriklarinin mikroskobik goriintiilerinin elde edilmesi 40X’lik
objektifde floresan mikroskopta (Leica DM6000 B, GreenFilter, 540-550 eksitasyon
dalga boyu, 575-625 emisyon dalga boyu) gergeklestirildi. DNA hasar tespiti i¢in her bir
dozda ve kontrol grubunda 15 larvadan elde edilen toplam 750 hiicre analiz edildi. DNA
kiriklarina ait elde edilen goriintiilerin degerlendirilmesi COMET analiz programinda
(Comet Assay 1V; Perceptive Instruments Ltd., UK-Italya) gerceklestirildi. Comet Assay
IV programinda otomatik Olglim yapilarak her bir verinin Kuyruk yogunlugu (tail
intensity, %), kuyruk uzunlugu (tail length, pm), kuyruk momenti (tail moment, arbitrary

units) ve kuyruk gocii (tail migration, um) parametreleri kullanildi. Kuyruk momenti
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Olive vd. (1990)’in tanimina gore, kuyruk uzunlugunun kuyruktaki floresan yogunlugu

veya go¢ bolgesindeki DNA yiizdesi ile ¢arpimi olarak formiile edildi.

2.5. istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler SPSS veri analiz yazilim programi (IBM Corp. Release
2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.) ile
gerceklestirildi.  Yiizdesel wveriler Arcsin doniisiimleri yapilarak dogrusal hale
getirildikten sonra, tiim verilerin Lavene’s testi ile normal dagilip dagilmadiklar
belirlendi. Yapilan deneysel analizler sonucunda normal dagilim gdsteren veriler i¢in One
Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) uygulanarak, Tukey, Tamhane ve LSD (Least
Significant Difference) ile gruplar arasi giivenilirlik testleri gergeklestirildi. Normal
dagilima sahip olmayan verilerin istatistiksel farkliliklarin1 belirlemek i¢in ise Kruskal
Wallis H ve Mann Whitney U testleri yapildi. Deneylerde elde edilen tiim sonuglar, %95

gliven araliginda istatistiksel acidan anlamli olarak degerlendirildi (p <0.05).
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3. BULGULAR
3.1. PS-MP Dozlarmn T. molitor Biyolojisi ve Gelisimi Uzerine Etkisi

T. molitor’un larval, pupal ve ergin evrelerinin artan PS-MP dozlari ile beslenme
sonrasi biyolojik gelisim parametrelerindeki degisimler Tablo 3.1°de verilmektedir. En
uzun larval yasam siiresi (LYS) en yliksek doz olan 40 mg/ml’de oldugu belirlenirken,
kontrol grubuna gore tiim doz gruplarinda artis oldugu tespit edildi (x?=41,183; df=4;
p=0,000). LYS’nin PS-MP’nin dozlar1 arasinda ise 40 mg/ml haricinde istatiksel olarak
farkli olmadig: belirlendi.

En uzun pupal yasam siiresi (PYS) 20 ve 40 mg/ml doz gruplarinda goriiliirken, en
kisa pupal yasam siiresi kontrol grubunda tespit edildi (x>=20,531; df=4; p=0,000). Ancak
PYS dozlar arasinda farklilik géstermedi.

Larval agirlik (LA: F=8,636; df=4, 145; p=0,000), pupal agirlik (PA: F=6,836;
df=4, 145; p=0,000) ve ergin agirlik (EA: F=6,210; df=4, 145; p=0,000) olmak {izere
belirlenen ti¢ parametrenin de uygulanan PS-MP doz gruplarinda kontrole kiyasla bir
azalma oldugu tespit edildi. Her ti¢ agirlik parametresi i¢in de en diisiik degerlerin en
yiiksek doz grubu olan 40 mg/ml’de oldugu goriilmektedir. Besinle PS-MP dozlarina
maruz kalan deney gruplarinda, dozlar arasinda LA ve PA i¢in 6nemli degisimler olmaz

iken, EA’nin doz arttik¢a azaldigi belirlendi.

Tablo 3.1. PS-MP ’lerine besin yoluyla maruz kalan T. molitor larvalarinin gelisim biyolojisinde meydana

gelen degisimler
Biyolojik Gelisim Parametreleri (ORT+SH)*

(F::;r/ln?) LYS PYS LA PA EA

(Giin) (Giin) (mg) (mg) (mg)
Kontrol 47,87+0,94a 6,50+0,09a 128,60+3,17a 124,43+3,16a 111,57+2,80a
5 53,33+£2,22b 6,83+0,11b 110,47+2,70b 107,93+2,66b 101,23+£2,31b
10 52,73+1,13b 6,87+0,09b 119,73+£2,70¢ 114,10+2,54b 102,47+2,06b
20 54,17+1,19b 7,00+0,07b 108,60+2,27b 106,50+2,65b 95,87+2,03cd
40 61,47+1,52¢ 7,00+0,07b 116,10+2,69bc 110,17+2,70b 99,57+2,40bd

* Tim degerler yiizdesel ortalama (%) ve standart hatay1 (£) temsil eder. ORT: Ortalama; SH:
Standart Hata.

* Onemli farklihiklar farkli harflerle belirtilmistir (a-C). Ayni harfi tastyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak onemsizdir (LYS ve PYS icin, p<0,05; Kruskal Wallis H, Mann Whitney U
testi) (LA, PA ve EA i¢in, p>0,05; ANOVA, LSD testi). LYS: Larval yasam siiresi, PYS: Larval
yasam siiresi, LA: larval agirlik, PA: Pupal agirlik, EA: Ergin agirlik.
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PS-MP’lerine farkli dozlarda maruz kalan T. molitor larvalarinin biiylime ve
beslenme performansina yonelik bulgular ve degisimler ise Tablo 3.2°de verilmektedir.
Larvalarin agirlik artist oran1 (WG, F=1,683; df=4, 10; p=0,230) kontrole gore doz
gruplarinda azalirken, besin doniisiim verimliligi (%FCE, F=2,015; df=4, 10; p=0,168)
ve hayatta kalma oram1 (%SR, F=0,426; df=4, 10; p=0,787) degerlerinde hem dozlar
arasinda hem de kontrole kiyasla istatistiksel anlamda bir farklilik gériilmedi. Besin
doniisim oranmi1 (g, FCR) bulgularina bakildiginda kontrol grubuna gore diger doz
gruplarinda azalma oldugu goriildii. En diisiik deger 40 mg/ml olan en yiiksek dozda tespit
edildi (F=3,819; df=4, 10, p=0,039). Besin ile PS-MP’lerine maruz kalan larvalarin pupa
girene kadar sergiledigi spesifik bilylime oran1 degerlerinde (%SGR) ise kontrol ve doz
gruplar1 arasinda istatistiksel anlamda bir farklilik goriilmezken en yiiksek deger 40
mg/ml dozda belirlendi (F=0,214; df=4, 145; p=0,931).

Tablo 3.2. Artan dozda PS-MP’leri ile beslenen T. molitor larvalarimin biiyiime ve beslenme
performansindaki degisimler

Biiyiime ve Beslenme Parametreleri (ORT+SH)*

PS-MP
(mg/ml)
FCR (9) WG (%) FCE (%) SR (%) SGR (%)
Kontrol 4,00+4,48a 30,86+2,02a 29,31+1,47a 96,67+3,33a 0,30+0,01a
5 3,124+0,014ab 24,50+4,28a 29,89+3,53a 93,33+3,33a 0,30+£0,01a
10 3,00+0,30ab 20,77+2,13a 29,63+0,75a 90,0045,77a 0,30+0,01a
20 3,4540,29ab 20,03+2,97a 25,78+1,07a 96,67+3,33a 0,30+£0,01a
40 2,90+0,10b 22,02+4,06a 33,16+0,65a 90,00+5,77a 0,31+£0,01a

* FCR haricindeki tiim degerler yiizdesel ortalama (%) ve standart hatayi (+) temsil eder.

* Onemli farkliliklar farkli harflerle belirtilmis olup (a-b), ayni harfi tagtyan degerler arasinda
istatistiksel anlamda bir farklilik yoktur (p<0,05; ANOVA, Tukey testi) (FCR: besin doniigiim
oranti, WG: agirlik kazanci, FCE: besin doniisiim verimliligi, SR: hayatta kalma orani, SGR:
spesifik biiylime orani).

3.2. Toplam Hemosit Sayisi

T. molitor larvalarinda, artan dozlarda (5,10,20,40 mg/ml) PS-MP’lerinin toplam
hemosit sayisma (THS) etkisi Sekil 3.1°de verilmektedir. THS’nin madde uygulamasi
yapilmayan kontrol grubunda 19,74+0,68 x 10° hiicre/ml; 5-10-20-40 mg/ml PS-MP
dozlarma maruz kalan gruplarda sirasiyla 22,62+0,95, 27,37+1,02, 30,06+1,18,
31,46+1,17 x 10° hiicre/ml oldugu tespit edildi. Kontrol grubuna kiyasla, PS-MP’lerine
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maruz kalan larvalarin hemolenfinde sirkiile halde olan hemositlerin sayisinda énemli bir
artis meydana gelirken, bu artis 10, 20 ve 40 mg/ml PS-MP dozlar1 arasinda anlamli bir
degisim gosterdi (F=23,719; df=4, 145; p=0,000).

bc ¢
b T
a
a -
KONTROL 5 mg/ml 10 mg/ml 20 mg/ml 40 mg/ml
PS-MP Dozlari (mg/ml)

35

*

30

Toplam Hemosit Sayilari
(X106 hiicre /ml)
= = N N
o ol o (6] o (6]

Sekil 3.1. PS artan dozlarimin T. molitor larvalarimin toplam hemosit sayisina etkisi

* Her cubuk ortalama hiicre say1s1 (x10°) + standart hatay1 temsil eder. Istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar farkli harflerle belirtilmistir (a-c) (p>0,05; ANOVA, Tukey testi).

3.3. Farkh Hemosit Sayisi, Mitotik indeks ve Anormal Hiicre Olusumlari

T. molitor 'da tespit edilen larval hemosit tipleri Gorsel 3.1°de sunulmaktadir. Besin
yoluyla PS-MP’nin artan dozlarina maruz kalan T. molitor larvalarinda hemolenfteki
plazmatosit, graniilosit, 6nositoid ve prohemosit oranlarinin kontrol grubuna gore
farklilik gosterdigi Sekil 3.2°de verilmektedir (p<0,05).

Plazmatosit (%PL) yogunlugunun kontrol grubuna kiyasla artan PS-MP doz
gruplarinda (5 mg/ml PS-MP harig) belirgin bir artis gosterdigi belirlendi. Deney gruplari
arasinda ise PL oranmin 5 ve 40 mg/ml arasinda anlamli bir artma yoniinde farklilik
gosterdigi, 10, 20 ve 40 mg/ml PS-MP arasinda istatiksel agidan anlamli bir artig olmadig:
gorildi (F=13,204; df=4, 220; p=0,000). Larval hemolenfteki en yiiksek PL orani kontrol
grubuna kiyasla 20 ve 40 mg/ml PS-MP dozlarda yaklasik %20 oraninda bir artig gosterdi
(Sekil 3.2).

Graniilosit (%GR) yogunlugunda kontrol grubuna gore PS-MP doz gruplarinda
azalma goriiliirken, en yiiksek doz olan 40 mg/ml PS-MP’nin 10 ve 20 mg/ml dozlarina

gore GR oraninda artisa neden oldugu tespit edildi (F=16,472; df=4, 220; p=0,000).
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Larval hemolenfte sirkiile halde bulunan GR oran1 kontrole kiyasla PS-MP doz artigina
bagli olarak yaklasik %10 oraninda bir azalma gosterirdi (Sekil 3.2).

Larval hemolenfteki Onositoid (%ON) oran1 kontrol grubu ile en diisiik doz olan 5
mg/ml PS-MP dozu arasinda istatistiksel olarak belirgin bir degisiklik gdostermezken,
artan PS-MP dozlar1 arasinda ON yogunlugunda bir artis oldugu tespit edildi (F=9,876;
df=4, 220; p=0,000). En yiiksek ON oran1 40 mg/ml PS-MP dozunda tespit edilerek bu
degerin kontrole gore %80 oraninda arttig1 goriildii (Sekil 3.2).

Besinsel yolla PS-MP’in artan dozlarina maruz kalan T. molitor larvalarinin
hemolenfindeki sirkiile Prohemosit (%PR) oraninda hem kontrol hem de deney gruplari
arasinda istatistiksel olarak belirgin bir fark tespit edilmedi (F=0,294; df=4, 220;
p=0,881) (Sekil 3.2).

T. molitor larval hemositlerine ait mitotik hiicreler Gorsel 3.1’de gosterildi. Ayrica
PS-MP’lerine maruz kalan larvalardaki en biiytik mitotik indeks, yiiksek doz gruplari olan
20 (2,22+0,12) ve 40 (2,45+0,12) mg/ml’de tespit edilirken kontrol grubu ile 5 ve 10
mg/ml dozlar1 arasinda istatistiksel olarak bir farklilik olmadig: belirlendi (F=10,325;
df=4, 220; p=0,000) (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Artan PS-MP dozlarinin (5-40 mg/ml) larval hemosit tiplerinin oraminda ve mitotik indeks
lizerindeki etkileri

* Her stitun farkli hemosit tiplerinin yiizdesel ortalama (%) ve standart hatasini (<) temsil etmektedir.
* Onemli farkliliklar farkli harflerle belirtilmis olup (a-c), ayni harfi tastyan siitunlar arasinda

istatistiksel anlamda bir fark yoktur (p>0,05; ANOVA, Tamhane testi). PL: Plazmatosit, GR:
Graniilosit, ON: Onositoid, PR: Prohemosit, FSH: farkli hemosit oranlar1, Mi: mitotik indeks.
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Gorsel 3.1. T. molitor’da Giemsa boyama yontemi ile tespit edilen hemosit ¢esitleri (a: prohemosit, b:
graniilosit, c: plazmatosit, d: énositoid) (6lgek: 10 um, X100 biiyiitme)

Gorsel 3.2. T. molitor larvalarinda mitoz béliinme evresinde olan hemositler (a-b, dlgek: 30 um, x40
biiyiitme; C, olgek: 10 um, x100 biiyiitme)

T. molitor larval hemositlerinde tespit edilen mikroniikleus (MN), dev ¢ok
cekirdekli hiicre ve karyoreksis meydana gelen hiicre tipleri anormal hiicre olusumlari
kapsaminda degerlendirilmis olup, apoptotik, nekrotik ve cesitli anormal hiicreler Gorsel
3.3 ve 3.4’de gosterilmektedir. Artan dozlarda PS-MP’ye maruziyetin T. molitor larval
hemositlerindeki apoptotik, nekrotik ve anormal hiicre olusum oranlarina etkisi ise Tablo
3.3°de verilmektedir.

Apoptotik hiicrelerin orani kontrol grubuna kiyasla tiim dozlarda (5-40 mg/ml)
belirgin bir artig gosterdi. Ancak dozlar arasinda sadece 40 mg/ml PS-MP maruziyetinin
larval hemositlerdeki apoptotik hiicre oranini azalttigi belirlendi (F=8,117; df=4, 220;
p=0,000). Nekrotik hiicre oranlarinda da kontrol grubuna gore diger PS-MP doz
gruplarinda artis oldugu tespit edildi. Doz gruplari arasinda ise istatiksel olarak 10 ve 40
mg/ml PS-MP doz gruplarinda farklilik oldugu ve en yiiksek nekrotik hemosit oraninin
40 mg/ml PS-MP’de meydana geldigi tespit edildi (x?=16,768; df=4; p=0,002) (Tablo
3.3).
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Anormal hiicre olusum oranlarinin ise kontrol grubu ile doz gruplar1 arasinda

istatistiksel anlamda belirgin bir fark ve artis oldugu tespit edildi (x?=63,599; df=4;

p=0,000). Dozlar arasindaki en yiiksek degerlerin 20 ve 40 mg/ml PS-MP’de oldugu

goriiliirken doz gruplar1 arasinda istatistiksel anlamda bir fark olmadig1 belirlendi (Tablo

3.3).

Tablo 3.3. Artan dozlarda PS-MP doziariyla beslenen T. molitor larval hemositlerindeki apoptotik,

nekrotik ve anormal hiicre oranlar

PS-MP (mg/ml)

% (ORT+SH) *

Apoptotik Hemosit

Nekrotik Hemosit**

Anormal Hemosit**

Kontrol 0,55+0,06a
5 1,31+0,14b
10 1,42+0,19b
20 1,64+0,18b
40 1,0440,14c

0,10+0,02a
0,22+0,04ab
0,21+0,04b
0,20+0,03bc
0,29+0,04c

0,09+0,03a
1,33+0,20b
1,34+0,018b
1,56+0,24b
1,50+0,27b

* Degerler yiizdesel ortalama (%) ve standart hatay1 () temsil eder. ORT: Ortalama; SH: Standart

Hata.

* Onemli farkliliklar farkli harflerle belirtilmistir (a-c). Ayn1 harfi tastyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemsizdir (apoptotik hiicreler i¢in, p>0,05; ANOVA, Tamhane testi) (nekrotik

ve anormal hiicreler igin, p<0,05; Kruskal Wallis H, Mann Whitney U testi).

Gorsel 3.3. PS-MP lerine besin yoluyla maruz kalan T. molitor larval hemositlerinde tespit edilen dev ¢ok
cekirdekli hiicreler (a-c), karyoreksis (d-f) ve mikroniikleus olusumu (g-1) (6lgek: 10 um, x100

biiyiitme)
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Gorsel 3.4. PS-MP’lerine besin yoluyla maruz kalan T. molitor larval hemositlerinde tespit edilen
apoptoz (a-b), erken apoptoz (c-d) ve nekroz (e-f) evreleri (élgek: 10 um, X100 biiyiitme)
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3.4. Hemosit Yayilmasi

T. molitor larval hemositlerinin, larval besinle uygulanan PS-MP’nin artan
dozlarina gore sergiledigi fagositoz tepkisinin belirlenmesi i¢in yapilan “hemosit
yayllma” analiz sonuglar1 Sekil 3.3’de gosterilmektedir. Buna gore hemosit yayilma
oranlarinda PS-MP verilmeyen kontrol grubu ile artan dozlar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir artis oldugu goriilmektedir (x?=154,292; df=4; p=0,000). Hemosit yayilma
oranlarimin kontrol, 5, 10, 20 ve 40 mg/ml’ye gore sirastyla %39+0,94, %44+0,85,
%53+1,14, %59+1,08 ve %65+1,27 oldugu tespit edildi. Hemosit yayilmasi uygulanan
PS-MP dozlarina bagli olarak diizenli bir artis gosterdi. Ayrica T. molitor larvalarinda

yayilan hemositlere ait goriintiiler Gorsel 3.3’ de gosterilmektedir.
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Sekil 3.3. PS-MP dozlarimin T. molitor larval hemositlerinin yayilma davramslarinda meydana getirdigi
degisimler

* Her gubuk yiizdesel ortalama (%) ve standart hatay1 (+) temsil eder.

* Onemli farkliliklar farkli harflerle belirtilmistir (a-€) (P<0,05; Kruskal Wallis H, Mann-Whitney
U testi).

.
Gorsel 3.5. T. molitor larval hemolenfinde yayilis gisteren hemositlerin mikroskobik gériintiileri (6lcek:

10 um; x100 biiyiitme)

3.5. Fenoloksidaz Enzim Aktivitesi

Fenoloksidaz (FO) spesifik aktivitesinin belirlenmesi i¢in hem kontrol grubu
larvalarinin hem de artan PS-MP dozlari ile beslenen larvalarin hemolenfindeki toplam

protein miktar1 belirlendi. Toplam protein miktar1 kontrol, 5, 10 ve 20 mg/ml doz gruplar1
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arasinda sirastyla 1,74+0,07, 1,68+0,10, 1,81+0,09 ve 1,79+0,06 mg/ml olarak
belirlenirken bu gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadigi tespit edildi. Larval
hemolenfteki toplam protein miktari, en yiiksek doz grubu olan 40 mg/ml’de 1,25+0,02
mg/ml degerinde belirlenerek diger doz gruplarinda anlamli bir azalma gosterdi
(F=9,228; df=4, 35; p=0,000) (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. PS-MP artan dozlarimin T. molitor larval protein miktart iizerindeki etkisi

* Aym harfi tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak Gnemsizdir (p<0,05; ANOVA,
Tukey testi).

PS-MP dozlarinin larvalardaki FO enzim aktivasyonu iizerindeki etkileri ise SeKil
3.5’te gosterilmektedir. Artan PS-MP uygulamasina bagli olarak T. molitor larvalarinin
hemolenfindeki FO aktivitesinin kontrol grubuna gore artisa neden oldugu tespit edildi
(x?=139,725; df=4; p=0,000). En diisiik FO aktivitesi 0,22+0,01 U/mg protein/dakika
olarak kontrol grubunda tespit edildi. FO aktivitesi 5 ve 10 mg/ml PS-MP doz araliginda
sirastyla 0,31+0,01 ve 0,38+0,01 U/mg protein/dakika olarak anlamli bir artig gosterirken,
10 ve 20 mg/ml doz arasinda sirasiyla 0,38+0,01 ve 0,38+0,01 U/mg protein/dakika
olmak iizere anlamli bir degisim goriilmedi. En yiiksek FO aktivitesi ise en yliksek doz
grubu olan 40 mg/ml’de (0,50+0,01 U/mg protein/dakika) tespit edildi ve bu artig diger

doz gruplarina gore de 6nemlidir.
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Sekil 3.5. PS-MP dozlarmun T. molitor larval hemolenfindeki Fenoloksidaz (FO) aktivitesi iizerindeki
etkileri

* Situnlar tzerindeki farkli harfler (a-d) arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
bulunmaktadir (p<0,05; Kruskal Wallis H, Mann-Whitney U testi).

3.6. Enkapsiilasyon

PS-MP dozlarina besin yoluyla maruz kalan larvalardan elde edilen in vitro
enkapsiilasyon indeksleri Sekil 3.6’de gosterilmektedir. Ayrica T. molitor larval
hemositlerinde belirlenen enkapsiilasyon durumlarinin mikroskobik goriintiileri Gorsel
3.6’de sunulmaktadir. Deneysel analizlerden elde edilen verilerin analiz sonuglarina gore
larval hemositlerin enkapsiilasyon tepkisi uygulanan PS-MP dozlarinda kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak belirgin bir azalma gosterdi (F=37,323; df=4, 220; p=0,000).
En yiiksek enkapsiilasyon indeksi (%87,68+0,64) PS-MP uygulamasi yapilmayan ve
saglikli larvalardan olusan kontrol grubunda belirlendi. Doz gruplan arasinda en diisiik
enkapsiilasyon indeksi (%74,37+1,06) 5 mg/ml’de belirlendi. 10, 20 ve 40 mg/ml
dozlarinda ise enkapsiilasyon indeksinin sirasiyla %76,71+0,93, %77,88+0,97 ve
%78,74+0,71 oldugu tespit edildi.
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Sekil 3.6. PS-MP lerine maruz birakilan T. molitor larval hemositlerinin enkapsiilasyon indeksi (%)

* Her gubuk yiizdesel ortalama (%) ve standart hatay1 (+) temsil eder.

* Onemli farklihiklar farkli harflerle (a-c) belirtilmis olup, siitunlar iizerinde ayni harfi tastyan
degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir (p<0,05; ANOVA, LSD testi).

Gorsel 3.6. Besinsel yolla PS-MP’yve maruz birakilan T. molitor larval hemositlerinde belirlenen
enkapsiilasyon durumlarimin faz-kontrast mikroskobu gériintiileri (Leica DM6000 B, x10
biiyiitme) (6l¢ek ¢ubugu=100 um). 0: enkapsiilasyon yok; 1-2-3: zayif enkapsiilasyon, 4-5:
Qiiclii enkapsiilasyon

3.7. Genotoksisite

PS-MP’lerine besin yoluyla maruz birakilan T. molitor larval hemositlerinde
meydana gelen ve genotoksik etkinin gostergesi olan DNA hasarinin belirlenmesi

amaciyla Comet testi yapildi. Elde edilen kuyruk uzunlugu (um), kuyruk yogunlugu (%),
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kuyruk momenti (um) ve kuyruk gocii (arbitrary unit) parametrelerine ait veriler Sekil
3.7°de sunulmaktadir. Genel olarak, PS-MP uygulanan deney gruplarindaki larval
hemositlerden elde edilen tiim Comet parametreleri kontrol grubuna gore anlamli bir artig
gostermektedir (p<0,05). DNA hasar1 meydana gelen T. molitor larval hemositlerinin
mikroskobik goriintiileri ise Gorsel 3.7°de gosterilmektedir.

En disiik kuyruk uzunlugu, PS-MP uygulamasi yapilmayan kontrol grubunda
goriilirken (39,36+0,32 um), en yiikksek kuyruk uzunlugu 100,84+1,27 um olarak en
yiiksek PS-MP dozu olan 40 mg/m1’de belirlendi (x?=1955,52 df=4, p=0,000). 5, 10 ve
20 mg/ml PS-MP dozlarinda ise kuyruk uzunlugu sirasiyla 73,62+0,76 um, 75,67+0,72
um, 76,06+0,77 um olarak belirlendi. Bu dozlar arasinda diisiik de olsa bir artis olurken,
40 mg/ml PS-MP uygulamasi istatiksel olarak anlamli bir artisa neden oldu (Sekil 3.7).

Larval hemositlerde belirlenen cometlerin kuyruk yogunlugunun PS-MP uygulanan
gruplarda hem kontrole gére hem de doz artisina bagl olarak 6nemli artis gosterdigi tespit
edildi (x?=1546,69; df=4; p=0,000). En diisik kuyruk yogunlugu %4,16+0,19 olarak
kontrolde goriiliirken, bu deger 40 mg/ml PS-MP grubunda 10 kat artarak %44,58+2,89
belirlendi. 5, 10 ve 20 mg/ml doz gruplarindaki kuyruk yogunluklari ise sirasiyla
%7,24+0,13, %8,44+0,20 ve %20,48+0,69 olarak belirlendi (Sekil 3.7).

Larval hemositlerin comet analizinden belirlenen kuyruk momenti verilerinde
kontrol grubuna gore (0,91+0,04) artan PS-MP dozlarinda belirgin bir artis oldugu
belirlendi. PS-MP dozlarindan 5, 10, 20 ve 40 mg/ml dozlar1 i¢in kuyruk momentinin
sirastyla 1,63+0,03, 3,37+0,10, 8,52+0,38 ve 17,80+1,27 olarak kademeli bir artis
gosterdigi de belirlendi (x?=2285,17; df=4; p=0,000) (Sekil 3.7).

Comet analizlerinden elde edilen kuyruk gégii degerleri de kontrol grubuna goére
(2,80+0,10 um) 5 mg/ml (21,39+£0,16 um), 10 mg/ml (22,90+0,22 pum), 20 mg/mi
(31,95+0,81 um) ve 40 mg/ml PS-MP (47,84+1,28 um) doz gruplarinda belirgin bir artig
gosterdi. Belirlenen bu istatiksel artis doz gruplari arasinda da devam etmektedir

(x2=2148,92; df=4; p=0,000) (Sekil 3.7).
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Gorsel 3.7. COMET analizine ait SYBR Green ile boyanmus T. molitor larval hemositlerinin floresans
mikroskobu goriintiileri (Leica DM6000 B, x40 biiyiitme) (6l¢ek ¢ubugu=30 um). (a-b): DNA
hasart olmayan hemositler; (c-d): DNA hasart olan hemositler
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m Kontrol m5mg/ml ®10 mg/ml ®m20 mg/ml =40 mg/ml
PS-MP Dozlari (mg/ml)

Sekil 3.7. PS-MP ’lerinin farkli dozlarmm T. molitor larval hemositlerindeki Comet parametrelerine etkisi
* Tim parametreler ortalama (ORT, £) ve standart hatay1 (SH) gostermektedir.

* Istatistiksel olarak anlaml farkliliklar farkli harflerle gosterildi (a-e) (p<0,05; Kruskal Wallis H,
Mann Whitney U testi).
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4. SONUC VE TARTISMA

Plastik kirliligi glinimiizde 6nemli bir ¢evresel sorun haline gelmekle birlikte,
ozellikle sanayi devriminden bu yana giderek artmasi ile geri doniisiim mekanizmalarinin
yetersiz kalmasi, bu polimerlerin biiyiik bir ¢evresel tehdit olusturmasini saglamistir.
Yapilan arastirmalarda diinya genelinde her yil milyonlarca ton plastigin tiretildigi ve bu
plastiklerin ozellikle cevresel faktorlerin etkisiyle MP formlarda karasal ve sucul
ekosistemlere taginmasiyla buralarda biriktigi belirlendi. MP’ler boyutlar1 nedeniyle hem
dokulara niifuz ederek hem de besinsel yollarla sucul canlilarla birlikte insanlarin ve diger
canlilarin besin zincirine karigmaktadir. Bunun yaninda kiigiik boyutlar1 sayesinde
atmosfere de karismast bulundugumuz her ortamda MP maruziyetini kaginilmaz
kilmaktadir. MP’lerin canlilar {izerindeki uzun siireli etkileri heniiz tam olarak
anlasilmasa da yapilan c¢alismalar ile bu maddelerin immiinotoksik ve norotoksik
etkilerinin oldugu, metabolik sorunlara ve insanlarda solunum yolu rahatsizliklarina
neden oldugu goriildii.

Dogada en yaygin goriilen plastik kirleticilerinden biri olan PS, ambalaj, yalitim ve
gida paketlemesinde karsimiza ¢ikar. Hidrofobik yapisi ve termoplastik formda olmasi
ile biyolojik yollarla pargalanmasi zor ve yavas gerceklesir. Fiziksel, kimyasal ve
biyolojik faktorlerin etkisiyle PS-MP’lerine doniiserek zaman igerisinde ¢evrede birikime
ugrar. Ayrica PS-MP’leri ile birlikte kanserojenik etkiye sahip oldugu diisiiniilen stiren
monomerlerinin de tasindigi bilinmektedir (Pilevar vd., 2019). Son yillarda yapilan
calismalar bazi karasal bocek tiirlerinin PS gibi ¢esitli plastikleri sindirebildigi ve besin
olarak tiiketebildigini ortaya c¢ikarmistir. Boylece boceklerin MP’lerin  gevresel
stirdiirtilebilirligi kapsaminda mikroorganizmalardan ve mantarlardan daha ekonomik ve
hizl1 bir ayristirma siirecini sagladigi anlasilmistir. Ancak yapilarinda poliklorlu bifeniller
(PCB), poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) ve agir metaller gibi kimyasal Kirleticileri ve
toksik maddeleri tasima 6zelligi olan MP’lerin, ekosistemde ayristirici, tozlastirict ve
besin kaynagi olarak Onemli rolleri olan bdceklerin metabolizmas: ve bagisiklik
mekanizmasi iizerinde olumsuz etkilere neden olabilecegi disiiniilmektedir (Shen vd.,
2023). Bu konuyla ilgili literatiirde yer alan ¢aligmalarin sayist kisith olmakla birlikte T.
molitor gibi “ekonomik-faydali” boceklerin bu gibi kirleticilerden nasil etkilendiginin
arastirilmasi onemlidir.

Bocekler dogustan gelen bagisiklik sistemine sahiptir. Bu tiir bagisiklikta hastalik

yapici etkene karst hizli bir savunma yaniti olusturulur. Bu sistem humoral ve hiicresel
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mekanizmalarin kombinasyonundan olusur. Her iki mekanizmada da hemolenfte bulunan
hemositler temel rol oynar. Humoral bagisiklik AMP’lerin iiretilmesi, pihtilagma ve
melanizasyon ile sonuglanan bazi enzimatik kaskadlarin olusturulmasiyla gergeklestirilir.
Hiicresel bagisiklik ise hemositlerin (plazmatosit, graniilosit, 6nositoid ve prohemosit)
patojen veya yabanct maddeleri fagosite ederek, kapsiil veya nodiil olusturarak
uzaklagtima siireclerini kapsamakla birlikte bazi hiicre i¢i sinyal mekanizmalarinin
tetiklenerek bagisiklik yanitinin diizenlenmesini de kapsar. Her iki savunma mekanizmasi
birbiriyle koordineli olarak gergeklesir (Lavine ve Strand, 2002; Hillyer, 2016).

Yukarida verilen bilgiler 1s1ginda gergeklestirilen bu ¢alismada PS-MP’lerine
maruz kalan T. molitor larval bagisiklig1 tizerindeki immiinotoksik etkilerin anlasiimasi
i¢in toplam hemosit sayimi1 (THS), farkli hemosit sayimi (FHS), hiicre yayilmasi, toplam
protein analizi, fenoloksidaz enzim aktivitesi, enkapsiilasyon ve comet testi ile DNA
hasar1 incelendi. Buna ek olarak PS tiirii mikroplastik maddelerin larval gelisim biyolojisi
tizerindeki etkileri de belirlendi.

Biyolojik gézlem ve gelisim deneyi bulgulari, larval besin igine test edilen dozlarda
homojen olarak eklenen PS-MP’nin T. molitor larvalarinin gelisim evrelerini (larva-pupa-
ergin) tamamladigim1 gostermektedir. Bu veriler, larvalarin PS gibi plastik kaynaklar
tilketme yeteneginin kepek ve vitamin gibi ek besinler ile desteklendiginde devam ettigi,
boylece hayatta kalabildiklerini ve gelisim evrelerini tamamlayabildiklerini
gostermektedir. PS-MP (1 um) ile beslenen larvalarin test edilen dozlar arasindaki hayatta
kalma orani (SR) ise kontrole kiyasla ortalama %92"dir. Sonuglarimiza benzer olarak T.
molitor’da plastik biyodegradasyon mekanizmasinin anlasilmasi i¢in yapilan Onceki
caligmalarda da PS plastik yedirilen larvalarda SR oranlar1 %80-90 olarak belirlenmistir
(Yang vd., 2015a; Yang vd., 2018a; Peng vd., 2019; Matyja vd., 2020; Yang vd., 2021;
Pinchi vd., 2022; Di Liberto vd., 2024). Her ne kadar plastik tiiketiminin larvalarin
yasamint siirdiirmesi i¢in gerekli enerjiyi liretmesine katki sagladigi bilinse de larvalarin
agirlik kazanmasina katkisinin olmadigi yapilan bu ¢alismada da ortaya konuldu. PS-MP
dozlartyla beslenen larvalarin agirlik kazanimi kepek + maya-vitamin ile beslenen
larvalara gore azaldi. Boceklerde plastik biyodegradasyonu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
da benzer sonuca ulasilmistir (Brandon vd., 2018; Peng vd., 2019; Jiang vd., 2021; Matyja
vd., 2020; Bulak vd., 2021; Pinchi vd., 2022; Di Liberto vd., 2024). Diger yandan LYS
ve PYS’nin PS-MP doz gruplarinda kontrole kiyasla arttig1 ancak doz gruplar: arasinda
PYS’de bir degisiklik olmadigi goriildi. Bu sonuglar 1 um boyutundaki PS-MP
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uygulamasinin T. molitor larval ve pupal gelisimini yavaglattigina isaret etmektedir.
Bocekler genel olarak temel enerji kaynagini yag govdesinde (fat body) depoladiklari
lipitlerden elde etmektedirler (Renault vd., 2002; Matyja vd., 2020). Ayrica protein ve
lipit metabolizmasinin fizyolojik siirecleri diizenleyerek cogu hormon ve enzimin temel
yapisint olusturdugu da Dbilinmektedir. Dolayisiyla larvalarin lipit ve protein
metabolizmasinda meydana gelebilecek degisiklikler ve 6zellikle diisiik boyutlarda PS-
MP (1 pum) maruziyetinin oksidatif stresi tetikleyebilecek olmasi (Turna vd., 2022),
bocegin biyolojik gelisimini ve agirlik kazanimlarini da etkileyebilir. Bu nedenle
biyolojik gelisime yonelik verilerimiz larvalarin  gelisim siireclerini  dengeli
tamamlayabilmeleri i¢in gerekli besin ve enerji kaynaginin kalitesinin PS-MP nedeniyle
azalmasindan ve stres faktorii olusturmasindan kaynakli olduguna isaret etmektedir.
Sonuglarimizdan farkli olarak bazi galismalarda PS yedirilen T. molitor larvalarinin
agirlik artisinda belirgin  bir degisiklik olmadigi belirtilmistir (Yang vd. 2015;
Muhammad vd., 2021; Putra ve Nurcahyasari, 2021). Yang ark. (2015a)’nin yaptigi
calismada da PS ile beslenen T. molitor larvalarinin piring kepegi ile beslenen kontrol
grubu larvalarina goére belirgin bir agirlik kazanimi olmadig1 goriilmiistiir. Bu durumun
nedeni plastik biyodegradasyonunda temel rol oynayan bagirsak bakterilerinin
faaliyetleriyle T. molitor larvalarinin PS’i tiiketmesi ve biiyiimek igin gerekli enerjiyi
saglamasi yoniinde oldugu ifade edilmistir. Buna ragmen baska bir benzer ¢alismada
sadece PS diyeti ile beslenmenin larvalarin biiylimesi lizerinde olumsuz etkiye neden
oldugunu ve tek karbon (C) kaynagi olarak yeterli enerjiyi saglamadigi 6ne striilmiistiir
(Zhong vd., 2022). Elde edilen bu farkl: veriler mikroplastik tiiketiminin T. molitor gibi
karasal boceklerin gelisim metabolizmasinda etkili oldugunu ancak bu etkinin olumlu ya
da olumsuz oldugunu kesinlestiren sonuglar hala tartisilmaktadir. Ancak hem calisma
verilerimiz hem de daha Once yapilan tiim g¢aligmalar MP cesitliligine, boyutuna,
miktarina ve organizmanin tiirtine gére biyolojik etkilerin de degisiklik gosterdigine isaret
etmektedir. Bu nedenle farkli tiir ve boyutlardaki mikroplastiklerin karasal boceklerin
gelisim fizyolojisi iizerinde ne gibi etkiler meydana getirdiginin anlasilmasi i¢in daha
fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

T. molitor larvalarinin beslenme doniigiim parametrelerinden FCR degeri, yutulan
besinin ne kadarinin biyokiitleye katildigin1 gosteren 6nemli bir parametredir (Bordiean
vd., 2021). Boceklerde omurgali hayvanlara kiyasla belirlenen diisiik FCR degerleri artan

verimlilikle iligkilidir (Bordiean vd., 2021). Bu da bdcek larvalarinin az besin ile yiiksek

40



biokiitleye sahip olmasi anlamina gelmektedir. Larval besini biyokiitleye dontistiirme
orani un kurdu yetistiriciliginde ¢ok 6nemlidir. Daha kisa yasam siiresi genellikle daha
iyi bir FCR ile iliskilidir ve ¢iftgilerin tiikketilen yem birimin bagina daha fazla protein
kaynag1 iiretmesini saglar. Caligmalar, un kurtlarinin uygun biyotik ve abiyotik kosullarda
yetistirildiginde yaklasik 3,61°1lik bir FCR’ye ulasabilecegini gostermistir (Oonincx vd.,
2015). Calismamizda da kontrol larvalarindan elde edilen benzer FCR degeri (4,00)
yetistirme kosullarimizin uygun oldugunu goéstermektedir. Deneysel gruplardan elde
edilen veriler ise FCR degerlerinin PS-MP (1um) doz uygulamasi yapilan gruplar
arasinda azaldigini ve tiim gruplarda optimal olarak kabul edilen 3,61 1n altinda oldugunu
gosterdi. Ozellikle en diisiik FCR degerinin en yiiksek PS-MP doz grubunda oldugu tespit
edildi. Bu durum larval gelisim siirecinin uzamasi ve agirlik artisinin ytliksek dozlarda
azalmasinin besin kalitesiyle olan iliskisini agiklamaktadir. Ancak FCE’de kontrol ve
dozlar arasinda belirgin bir farklilik belirlenmedi. FCR ve FCE arasinda genellikle negatif
bir iliski vardir (Bordiean vd., 2021). Bu nedenle FCE degerlerinin degisiklik
gostermemesi MP maruziyetinin besin doniisiim verimliligini olumsuz etkiledigine isaret
etmektedir. Broekhoven vd. (2015), un kurdu larvalarmin besin igeriginde sindirilmesi
zor veya toksik olabilecek bilesiklerin varliginin FCE degerlerini etkileyebilecegini
belirtmistir. Bu nedenle PS-MP’leri gibi ¢evresel atiklarin model bocek T. molitor gibi
diger karasal boceklerde biyokiitle ile iliskili metabolik faaliyetlerde etkili olabilecegi
calismamiz sonuglariyla da desteklenmektedir. Ayrica sar1 un kurdu larvalar1 yem ya da
besin kaynagi olarak ekonomik-faydali bocek kapsaminda pilot ve endiistriyel 6lgekli
bocek ciftliklerinde de iiretilmektedir. Uretim sistemlerinde benzer MP’lere maruziyet
FCR gibi beslenme parametrelerini de olumsuz etkileyebileceginden hem ekonomik hem
de saglikli larva yetistiriciliginde dnemli bir durumdur. Ozetle MP gibi ¢evresel ve toksik
etkileri olan atiklarin boceklerin bitylime ve gelisme parametrelerinin yaninda beslenme
parametrelerindeki etkilerinin de anlagilmasi i¢in daha fazla ¢calisma yapilmalidir.
THS’nin belirlenmesi, ¢evresel Kkirleticilerin bdceklerin hiicresel bagigiklig
tizerindeki etkilerinin bilinmesi i¢in 6nemli bir parametredir (Altuntas vd., 2012; Lavine
ve Strand, 2002). Sonuglarimiz larval hemolenfte dolasim halinde olan hemosit
miktarmin PS-MP (1um) dozlarinin artisindan etkilendigini gstermektedir. Ozellikle 20
ve 40 mg/ml olan PS-MP dozlarina maruz kalan un kurdu larvalarinin hemolenfindeki
toplam hemosit seviyesinin yiikseldigi belirlendi. Galleria mellonella larvalari ile yapilan

bagka bir ¢alismada da sonuglarimiza benzer olarak yapay besinle birlikte digiik
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yogunluklu polietilen (PELD) plastigine maruz birakilan larvalarda plastik maruziyetinin
THS seviyesinde artisa neden oldugu belirlenerek bu durumun 6nemli bir bagisiklik
tepkisine isaret ettigi ifade edilmistir (EImekawy vd., 2023). Hemolenfteki toplam
hemosit yogunlugunun degismesinde hemositlerin mitotik aktivitensinin de etkili oldugu
bilinmektedir (Gardiner ve Strand, 2000). Un kurdu larval hemolenfinde dolagim halinde
olan hemositlerin mitotik indeks verilerinin de ml deki hemosit sayis1 gibi PS-MP doz
artigina paralel olarak arttigi belirlendi. Bu durum THS’deki artisin mitotik indeks ile
baglantili olabilecegine ve test edilen PS-MP’nin mitozu aktive ederek hemosit sayisinda
degisiklige neden olabilecegine isaret etmektedir. Buna karsin PS ve PET mikroplastileri
ile TiO; (titanyum dioksit) nanopartikiillerinin Partamona helleri (ignesiz ar1) tizerindeki
etkilerine bakilan bir ¢alismada PS-MP maruziyetinin THS’de azalmaya neden oldugu
bildirilmistir. Bu durum arastirmacilar tarafindan hemolenfteki toplam hemosit
seviyesinin tiir farkliligina, MP boyutuna ve alim dozlarina gore degisebilecegi yoniinde
yorumlanmistir (Viana vd., 2023). Dora ve ark. (2021)’nin Porcellio scaber (tahta biti)’i
farkli konsantrasyonlarda (%0,05, 0,5 ve 1,5) kauguk ve polyester elyaf bazli
mikroplastiklere maruz biraktigi c¢alismada %0,05 konsantrasyondaki kauguk bazli
mikroplastigin hemolenfteki THS oraninda énemli bir artisa neden oldugu goriilmiistiir.
Boylece mikroplastik maruziyetinin diisilk konsantrasyonlarda bile bagisiklikla ilgili
parametreleri etkileyebilecegi ifade edilmistir (Dora vd., 2021). Daha once yapilan
calismalar ile benzer nitelikte olan larval hemolenfin ml sindeki artan toplam hemosit
sayisina yonelik bulgularimizin, besinle alinan kii¢iik boyutlu PS-MP’lerinin uygulanan
doz artigina bagh oldugunu ve bdylece model bocek T. molitor larvalarindaki hiicresel
bagisiklik sistemini indiikledigine isaret etmektedir.

Literatiirde kisitli olarak verilen arastirmalara benzer olarak bu calismada da T.
molitor’da prohemosit, graniilosit, plazmatosit ve 6nositoid olmak tizere dort gesit
hemosit tipi karakterize edildi (Vommaro vd., 2021; Belal ve Gad, 2023). Belirlenen
hemosit tiplerinde de yine benzer olarak plazmatosit ve graniilosit oraninin yiiksek oldugu
goriildii. Calismamizda besinle yliksek dozda diisiik boyutlu PS-MP’ye maruz kalan
deneysel gruplarda ise larval hemolenfte dolagim halinde olan plazmatosit oraninda
artigin, graniilosit oraninda ise azalmanin oldugu belirlendi. Hemositler araciligiyla
gerceklestirilen fagositoz tepkisinde plazmatositlerin graniilositlerden daha fazla rol
aldigr bilinmektedir (Lavine ve Strand, 2002). Bocek hemositlerinin fagositoz

davraniglarinin incelendigi bir calismada enjekte edilen mikro boncuklarin fagositozunda
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rol oynayan hiicrelerin ¢cogunlukla plazmatositler oldugu ortaya konmustur (Ling ve Yu,
2006). Bu durum calismamizda 1 pm boyutundaki PS-MP’nin artan dozlarina baglh
olarak larval hemolenfteki artmig plazmatosit oranini destekler niteliktedir. Plazmatosit
yiizdesinin yiiksek dozlardaki artisi ise PS-MP’lerine kars1 olusturulan giiclii fagositoz
tepkisine isaret etmektedir. Daha dnce yapilan ¢aligmalarda besinle birlikte sindirilen PS-
MP’lerin veya diger MP’lerin bagirsak liimeninden farkli dokulara ve dolagim sistemine
gegis yaptigi ve bagirsak duvarinda hiicresel hasara neden oldugu midye (Von Moos vd.,
2012), balik (Tanaka, K. ve Tanaka, H., 2016), sican (Deng vd., 2017) ve bocekler (Al-
Jaibachi vd., 2018) gibi baz1 hayvan modellerinde gésterilmistir. Ozellikle Drosophila
larvalariyda yapilan ¢alismada besinle verilen 4 pm PS-MP’nin 10 ve 20 um olanlara
gbore bagirsak bariyerinden daha fazla hemolenfe gecis yaptigi ve SOR seviyesini
artirarak oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir (Turna vd., 2022). Bu ¢alismada da
un kurdu larvasimin hemolenfindeki plazmatosit ve graniilosit gibi hemositlerin
seviyesinde elde edilen veriler, besinsel yolla maruz kalinan diisiik boyutlardaki MP’lerin
doza bagli olarak boceklerin bagirsak bariyerinden hemosole gecgebildigine, hemolenfteki
plazmatosit aracili fagositoz yanitini tetikleyerek SOR seviyesini artirabilece§ine ve
dolayisiyla oksidatif strese neden olabilecegine isaret etmektedir. Bu nedenle
immiinohistokimyasal yontemlerle PS-MP varliginin hem bagirsak epitelyumunda hem
de hemoseldeki varligiin arastirilmasi gerektigini 6neriyoruz.

1 um boyutundaki PS-MP’lerine maruz kalan larvalarda graniilosit yiizdesindeki
azalma enkapsiilasyon tepkisindeki azalmaya yonelik elde ettigimiz verilerimizle
baglantili olabilir. Ciinkii, bécek hemolenfinde giiglii enkapsiilasyon tepkisini ortaya
¢ikaran faktorler hemolenfteki graniilosit yogunlugunun da artisina neden olabilir (Pech
ve Strand, 1996; Yu ve Kanost, 2004; Cho, Y. ve Cho, S., 2019). Boyut kiigiik oldugu
icin enkapsiilasyon yerine fagositoz indiiklenmis olabilir. Genel olarak hemolenfte
dolasimda bulunan graniilositler fagosite edilemeyecek olan biiyiik yabanc1 maddelerin
etrafin1 sararak kapsiil olusturmay1 baslatmaktadir (Lavine ve Strand, 2002; Urbanski vd.,
2018; Vigneron vd., 2019). Bu nedenle, test edilen PS-MP dozlarma bagli olarak
plazmatositler artarken, graniilositlerle birlikte enkapsiilasyon tepkisinin azalmast MP
boyutunun 6nemini bir kez daha ortaya ¢ikarmaktadir. Diger yandan, larval besinle
birlikte verilen PS-MP dozlarinin graniilositlerin farklilasmasinda rol oynayan metabolik
yolaklarda olumsuz etkiye neden olmus olabilir. Larval hemolenfte sirkiile halde olan

onositoit oraninin yiiksek dozda PS-MP’ye maruz kalan larvalarda artmis olmasi ise, PS-
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MP’nin diisiik boyutlarda larval immiin sistemi etkiledigine ancak bu etkinin farkl
savunma mekanizmalar1 iizerinden gerceklestigi diisiincemizi destekler niteliktedir.
Benzer bir sonu¢ ZnO-NP (¢inko oksit nanopartikiilleri) gibi daha kiigiik boyutlardaki
maddelerle yapilan baska bir ¢alismada da bildirilmistir. Bu NP’lere maruz kalan Bombyx
morii (ipek bocegi) larval hemolenfinde kontrole kiyasla graniilosit oraninda azalma
olurken o6nositoid oraninda 6nemli bir artis meydana geldigi gozlemlenmistir (Belal ve
Gad, 2023). Ek olarak 40 mg/ml PS-MP dozundaki 6nositoit artisi FO enzim aktivitesinde
belirledigimiz artis ile iligkili olabilir. Ciinkii 6nositoitlerin FO enziminin Onciisii olan
proFO’yu sentezledigi ve bdylece humoral bagisikligin 6nemli bir bileseni olan
melanizasyon tepkisinin ger¢eklesmesini sagladigi bilinmektedir (Barnes, 2000; Lavine
ve Strand, 2002; Vigneron vd., 2019). Yiiksek dozda artan 6nositoit yiizdesinin artmis
FO enzim aktivasyonu ile sonu¢lanmasinin PS-MP maruziyetinin T. molitor immiin
sisteminde fagositoz ve melanizasyonla iligkili hiicresel ve humoral mekanizmalari
tetikledigine isaret etmektedir. PS-MP maruziyetine bagli goriilen bu hiicresel degisimler
bdcegin biiylime ve gelisimi sirasinda karsilasacagi stres kosullarinda gerekli fizyolojik
dayaniklilik i¢in énemli bir sorun teskil edebilir. Ozellikle hemolenfteki artan ya da
azalan hemositler stres kosullar1 altinda gereken hiicresel ve humoral immiin savunma
tepkilerinin belirli bir fizyolojik dengede ortaya c¢ikmasinda olumsuz etki ortaya
cikarabilir. Plazmatosit, graniilosit ve dnositoit yiizdesinde meydana gelen degisikliklere
karsin artan dozlarda 1 um boyutundaki PS-MP’sine besin yoluyla maruz kalan larvalarin
prohemosit yiizdesinde hem kontrol hem de doz gruplar1 arasinda belirgin bir degisiklik
olmadig1 gorildii. Prohemositlerin diger hiicrelere farklilasan kok hiicreler oldugu
bilinmektedir (Lavine ve Strand, 2002; Strand, 2008). Plazmatosit, 6nositoit ve mitotik
indeksteki artisa bakildiginda PS-MP toksisitesine bagli olarak prohemositlerin bagisiklik
yanitint giiclendirmek i¢in diizenli olarak farklilastigini ve bu sekilde hemolenfte
bulunma sikligini korudugunu diistindiirmektedir. Prohemositler hakkinda az bir bilgiye
sahip olunmasi nedeniyle bu hemositlerin bocek bagisikligindaki rolleri ile ilgili daha
fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Toksik etkiye neden olan yabanci maddelere ve enfekte edicilere karsi bocek
hemositlerinde hasar gérmiis hemositlerin apoptoz (programlanmis hiicre 6liimii) ve
nekroz mekanizmalari ile ¢limiiniin saglandigi bilinmektedir (Pech ve Strand, 2000).
Boylece hastalik yapici etkenler ortadan kaldirilarak immiin yanit olusturulur. Ayrica

apoptotik hiicrelerde morfolojik olarak kiigiilme, kromatin yogunlasmasi ve DNA
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pargalanmasi gibi degisiklikler goriildiigii de daha Onceki c¢alismalarda belirtilmistir
(Pech ve Strand, 2000; Gwokyalya ve Altuntas, 2019). Daha 6nce yapilan bir ¢aligmada
strafor formda PS yedirilen T. molitor’da apoptotik hiicre oraninda artig gézlenmistir
(Zielinska vd., 2021). Benzer olarak, 1 um boyutundaki PS-MP’nin T. molitor larval
hemositlerde apoptoz ve nekrozla iligkili olabilecek anormal hiicre oranlarinda artisa
neden olurken, 6zellikle apoptotik hiicre oraninin yiiksek doz olan 40 mg/ml’de azaldig1
goriildii. Verilerimiz, diisiik boyutlu MP’nin immiin savunmay1 etkilerken sitotoksisiteye
de neden oldugunu gostermektedir. Dozlar arasinda apoptotik hiicre oraninin en yiiksek
PS-MP dozu olan 40 mg/ml’de azalma gdstermesinin nedeni ise artan DNA hasariyla
veya hemositlerdeki nekrotik hasarin artmasiyla iligkili olabilir. Cilinkii daha 6nceki bir
caligmada hiicrede DNA hasar1 meydana geldiginde ya apoptoz ile hiicrenin 6liime gittigi
ya da bu hasara kars1 tolerans gostererek mutasyonlu bir genomla yasamina devam ettigi
One siirtilmiistiir (Asaithamby ve Chen, 2011). Apoptotik ve nekrotik yolaklarla iligkili
olan sitotoksik etkinin biyokimyasal ve molekiiler detaylarinin incelenmesi 6nemlidir.
Calismamizda PS-MP’lerine maruz kalan larval hemositlerde hiicre ¢ekirdeginde
hasar meydana gelmis ve genotoksisitenin gostergesi olan bazi anormal hiicre olusumlari
da gozlemledik. Belirlenen anormal hemositler, daha 6nce yapilan ¢alismalardan elde
edilen hiicre goriinimleri olan karyoreksis, dev ¢ok ¢ekirdekli hemosit ve vakuollii
hemositlerle benzerlik gostermektedir (Jones ve Tauber, 1954; Markus vd., 2015; Cinege
vd., 2019; Gwokyalya vd., 2022). Hiicre ¢ekirdegindeki bu hasarlar, mitoz béliinmenin
sitokinez asamasinda engellenmesi (Hao vd., 2018) veya birden fazla hiicrenin fiizyonu
(Markus vd., 2015; Cinege vd., 2019) nedeniyle meydana gelmektedir. Markus vd.,
(2015) dev ¢ok cekirdekli hiicre tiplerini (giant multinucleated hemocytes, GMH) bir
Drosophila cinsinde parazitlenmeden sonra kesfettiklerini ve bu hiicrelerin
enkapsiilasyonda gorev alan bagisiklik hiicreleri oldugunu ifade etmislerdir. Karyoreksis
ise baska bir calismada apoptoz sirasinda hiicre c¢ekirdeginin kiiciiliip yogunlastigi
piknozu takiben niikleer kompleksin parcalanip diizensiz bir sekilde sitoplazmaya
dagildig1 durum olarak ifade edilmistir (Zamzami ve Kroemer, 1999). Konak-parazitoid
iligkisinin incelendigi ¢alismada karyoreksis olusumu ve “dev ¢ok ¢ekirdekli hiicreler”
olarak nitelendirilen anormal hemositler genotoksisite gostergesi olarak tanimlanmis
olup, konak bagisikliginin degistirilmesiyle birebir iligkili bir durum olarak
degerlendirilmistir (Gwokyalya vd., 2022). Baska bir ¢alismada fizyolojik ve toksikolojik

stres altinda vakuol olusumu, diizensiz hiicre sekilleri (anormal) ve pargalanmis ¢ekirdege
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(karyoreksis) sahip hiicreler olarak karakterize edilen hemositler T. molitor larval
hemolenfinde belirlenmistir (Jones ve Tauber, 1954). PS-MP nin hemositlerde
karyoreksis ve dev ¢ok g¢ekirdekli hiicre olusumlarini tetiklemesi azalan enkapsiilasyon
tepkisiyle iliskili olan ve normal hiicre goriiniimiindeki graniilositlerin azalmasindan da
sorumlu olabilir. Yine PS-MP maruziyetinin neden oldugu vakuollii ve diizensiz hiicre
sekilleri ise sitotoksisiteyle iligkili olan apoptotik tepkinin artisiyla baglantili olabilir.

Bu pargalanma tespit ettigimiz hiicrelere benzer olarak ¢ogu zaman koyu renkli
kromatin pargalar1 seklinde goriinebilmektedir. Biiyiikk boyutlardaki plastiklerin bocek
bagisikligindaki etkisinin incelendigi bir calismada ise diisiik yogunluklu polietilen
(PELD) plastiklerine maruziyetin G. mellonella larvalarinda farklilasmis, vakuollesmis
ve diizensiz c¢ekirdege sahip hemosit morfolojisine neden oldugu bildirilmistir
(Elmekawy vd., 2023). Bununla birlikte, dokulardan gegebilen daha kiiciikk boyutlu
NP’lere maruz kalmanin da bocek hemositlerinde yapisal (vakuolizasyon, sitoplazma
azalmasi, ¢ekirdek yogunlasmasi, diizensiz ve pargalanmis hiicre ¢eperi) degisikliklere
neden oldugu rapor edilmistir (Gad, 2020; Belal ve Gad, 2023). Model bocek T. molitor
larval hemositlerinde ilk defa elde ettigimiz benzer bulgular da 1 um boyutundaki PS-
MPnin kronik maruziyetinin canlida sitotoksik ve genotoksik etkilere neden oldugunu
desteklemektedir. Anormal hiicre olusumlar1 olarak degerlendirilen verilerimize
mikroniikleus olusumu tespit edilen hemositler de dahil edilmistir. Cesitli
ksenobiyotiklerin boceklerde immiinotoksik etkilerinin belirlendigi ¢alismalarda diger
bagisiklik yanitlariyla birlikte mikroniikleus olusumu da genotoksik hasarin gostergesi
olarak degerlendirilmistir (Avio vd., 2015; Gwokyalya ve Altuntas, 2019; Altuntas vd.,
2020; Eskin ve Bozdogan, 2022). Bu nedenle tespit edilen apoptotik, nekrotik ve anormal
hiicre olusumlari, PS-MP maruziyetinin hem boyuta hem de doza bagli olarak T. molitor
larval hemositlerinde genotoksisiteye neden oldugunu ve bocek bagisiklik tepkilerini
degistirdigini gostermektedir.

Fagositoz, temelde plazmatosit ve graniilosit hiicrelerinin faaliyetiyle gergeklesen
ve 6nemli bir hiicresel bagisiklik tepkisidir. Fagositozun belirteci olan hiicre yayilmasina
yonelik bulgularimiz, larval hemolenften elde edilen hiicrelerin yayilma kabiliyetinin PS-
MP doz artisindan etkilenerek arttigini gosterdi. Ayrica yayilma egilimi gdsteren
hiicrelerin ¢ogunlukla plazmatositler oldugu gozlemlendi. Bu durum PS-MP
maruziyetine bagli olarak artan plazmatosit oranin1 da desteklemektedir. Daha &nce

yapilan bir calismada, fagositoz tepkisinin ortaya c¢ikmasinda plazmatositlerin
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graniilositlerden daha aktif rol aldig1 rapor edilmistir (Ling ve Yu, 2006). Bununla birlikte
Lepidoptera cinsinden izole edilen PSP1 (plazmatosit-spreading peptit)’in
plazmatositlerin yayilma hizint artirdigi ancak graniilositlerin yayilmasini engelledigi
bildirilmistir (Strand ve Clark, 1999; Volkman vd., 1999). Bu nedenle hemolenfte 1 pm
boyutundaki PS-MP’nin varligi hemositlerin yayilmasini diizenleyen peptit profillerini
etkileyerek graniilositlerin yayilma kabiliyetinin azalmasina neden olmus olabilir. Doz
artisina bagl olarak yayilan plazmatosit oraninda goriilen artis ise PS-MP’nin larval
hemositleri  fagositoz yapmaya tesvik ettigine ve boylece bagisiklik yaniti
olusturulduguna isaret etmektedir.

Boceklerde hiicresel savunmanin bagka bir gostergesi de enkapsiilasyondur.
Viicuda giren ve fagosite edilemeyecek kadar biiylik olan patojen veya yabanci
maddelerin yok edilmesinde graniilosit ve plazmatosit hiicrelerinin is birligi yaparak
enkapsiilasyonda gorev aldigi bilinmektedir (Vigneron vd., 2019; Lavine ve Strand,
2002). Oncelikle viicuda giren biiyiik maddelerle ilk temasi kuran graniilositlerin tek bir
katman olusturdugu ve sonrasinda plazmatositlerin de katilmasiyla ¢ok katmanli bir
kapsiil meydana geldigi, boylece hiicre lizisi ile hastalik yapici etkenlere karsi savunma
mekanizmasi gergeklestigi bildirilmistir (Pech ve Strand, 2000, 1996; Lavine ve Strand,
2002). Calismamizda artan dozlarda PS-MP’ye maruz kalan larvalarin enkapsiilasyon
davraniglarinda kontrole gore diisiis meydana gelirken dozlar arasinda bir artis oldugu
gozlemlendi. Doz gruplar1 arasindaki bu artis humoral bagisikligin 6nemli bir gostergesi
olan melanizasyonla iligkili olan ve doza bagli 6nemli artis gosteren fenol oksidaz
aktivitesiyle baglantili olabilir. Ciinkii enkapsiilasyonun sonucunda melanizasyon artisi
da tetiklenerek patojen veya toksik maddelere karsi giiclii bir bagisiklik tepkisi
olusturulmaktadir (Altuntas vd., 2012; Wang vd., 2024; Gwokyalya ve Altuntas, 2019;
Vigneron vd., 2019). Ancak kontrole gore larval hemositlerdeki enkapsiilasyon
davraniginin azalmasit PS-MP’nin T. molitor larvalarinda enkapsiilasyon temelli hiicresel
bagisikligi indiikklemedigi anlamina gelmektedir. Caligmamiza benzer sekilde metalik ve
polimerik NP’lerin bocek fizyolojisindeki etkileri ve toksisitesi ile ilgili yapilan bir baska
calisgmada da PS-NP’lerinin hemositlerin kapsiillenme davranisinda azalmaya neden
oldugu ve enkapsiilasyon temelli bagigikligin baskilandigi belirtilmigtir (Demirtiirk vd.,
2024). Yapilan baska bir calismada aglik ve yetersiz besin kalitesi gibi olumsuz
kosullarda FO aktivitesi ve enkapsiilasyon iligkisinin ayrildig1 6ne siiriilmiistiir (Ardia

vd., 2012). Hemolenfteki FO aktivitesinin artirilarak enkapsiilasyondaki acigin

47



kapatilmaya calisildigi ancak substrat yetersizligi nedeniyle basarisiz olundugu da
belirtilmistir (Yang vd., 2007). Bu nedenle, enkapsiilasyondaki azalmanin aksine, PS-
MP’ye kronik maruziyetin T. molitor larval hemolenfindeki FO aktivitesinde dolayisiyla
melanizasyonda artig goriilmesi, humoral bagisiklig1 etkiledigine isaret ederken, bu
durum PS-MP’nin larval besin kalitesini diisirmesinden kaynaklanabilir. Larvalarin
biiyiime ve beslenme parametrelerindeki azalmaya yonelik elde ettigimiz bulgular da
diistincemizi desteklemektedir.

Humoral ve hemosit- aracili immiinitenin ortak bir paydasi olan melanizasyon
tepkisinde rol oyanayan FO enzimi, Onositoidler tarafindan sentezlendikten sonra
hemolenfte inaktif zimojen olarak bulunur. Bagisikligi uyaran bir durumla
karsilasildiginda aktive oldugu (Tabunoki vd., 2019) ve 3,4-dihidroksifenilalanin (L-
DOPA) ile birlikte dopamin tiirevi bilesikleri okside ederek melanin olusturulmasini
sagladig1 bilinmektedir (Nappi ve Ottaviani, 2000; Park vd., 2010). Hastalik yapic1
etkenlere (patojen veya yabanci madde) karsit gergeklestirilen ve bu etkenlerin yok
edilmesinde etkili olan melaninin ise bocek savunmasinin énemli bir unsurudur (Barnes,
2000; Hillyer, 2016). Chironomus riparius (palyaco sinegi) larvalari ile yapilan bir
calismada elde ettigimiz  bulgulara benzer olarak, PE-MP’nin  yiiksek
konsantrasyonlarinda FO aktivitesinde artisa neden oldugu bildirilmistir. Bu durum
arastirmacilar tarafindan FO aktivitesindeki degisikliklerin bécek immiinitesindeki MP
toksisitesinin bir gostergesi oldugu seklinde yorumlanmistir (Silva vd., 2021a). Bu
nedenle T. molitor larval hemolenfinde FO aktivitesinin artis gostermesi, MP’lerin bocek
bagisikliginda melanizasyonla iligkili immiin yanita neden olduguna da isaret etmektedir.
Ayn1 zamanda PS-MP’nin yliksek dozlarinda artan 6nositoid oran1 da FO aktivitesinde
artisa neden oldugunu gostermektedir (Lavine ve Strand, 2002; Vigneron vd., 2019).

Fizyolojik strese maruz kalan organizmalarda protein katabolizmasi tetiklenerek
enerji ihtiyacinin karsilanmasi saglanabilecegi gibi, doku ve hiicrelerdeki hasarin
onarilmasi i¢in de protein kaynaklar: kullanilabilmektedir (Ugkan vd., 2021). Bu nedenle
MPler gibi gevresel kirleticilere maruz kalan organizmalarda immiinotoksik, sitotoksik
veya genotoksik etkinin iistesinden gelebilmek i¢in protein metabolizmasinda
degisimlerin olmasi kagiilmazdir. Yapilan bir ¢alismada naylon flament (0,18 mm) ile
muamele edilen T. molitor larvalarinin hemositlerindeki enkapsiilasyon davranigindaki
artigin yiiksek metabolizmayla sonuglandigi belirlenmistir (Karms vd., 2013). Benzer bir

sonug farkli bir caligmada da tespit edilerek, enkapsiilasyon ve FO aktivitesinde meydana
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gelen artig ile metabolizma arasinda pozitif bir oran oldugu sonucuna varilmistir (Ardia
vd., 2012). Boceklerde immiinolojik yanit baglatildiktan sonra viicuda giren yabanci
etkenlerin veya patojenlerin taninmasi i¢in hemosit yiizeyinde patojenle ilgili molekiilleri
(PAMP) taniyan bir gesit kalip tanima reseptorleri (PRR) bulundugu bildirilmistir (Tsakas
ve Marmaras, 2010). Lateks boncuk (1 um) gibi yabanci maddelere ve patojenlere karsi
T. molitor’un farkli gelisim evrelerindeki (larva, pupa, ergin) hemosit morfolojisindeki
degisikliklerin incelendigi bir ¢aligmada ise lateks boncuklarin PAMP’lardan yoksun
olmasi nedeniyle hemolenfteki proteinlerin bu maddelere yapisarak taninmasini ve
fagosite edilmesini sagladiklari 6ne siiriilmiistiir (Urbanski vd., 2018). Bu durum artan
fagositoz aktivitesi ile protein miktari arasinda negatif bir korelasyon olabilecegini
gostermektedir. Boylece boceklerde giiclii bir bagisiklik tepkisinin ortaya ¢ikmasi artan
metabolizmaya ve dolayisiyla yiiksek enerji ihtiyaci ile iliskilidir. Yiiksek dozlarda 1 pm
boyutundaki PS-MP’ye besinle maruz kalan un kurdu larvalarmin hemolenfindeki toplam
protein miktariin azalmis olmasi da hem immiinolojik verilerimizle hem de yukarida
bahsedilen fizyolojik nedenlerle uyumludur. Bdylece protein miktarina yonelik
bulgularimiz, PS-MP’nin artan dozlarinin kronik maruziyetinin larval hemolenfteki
fagositoz gibi hiicresel ve humoral mekanizmalar1 tetiklerken, sitotoksisiteye neden
olduguna ve artan enerji ihtiyacina isaret etmektedir. Ayni zamanda fagositozun belirteci
olan hiicre yayilmasindaki doza bagli artis da bu diisiincemizi destekler niteliktedir.
Dolayisiyla bu durum MP toksisitesinin hem iyilesme siirecinde hem de savunma
sirasinda yiiksek enerji kayiplar1 olusturdugunu ve bdylece larval hemolenfteki toplam
protein miktarinda azalmaya neden oldugunu diistindiirmektedir.

Calismamizda PS-MP’nin T. molitor larval hemositleri iizerindeki genotoksik
etkilerinin belirlenmesinde DNA hasar tespiti i¢in siklikla tercih edilen Comet yontemi
kullanildi. Comet analizine gore, DNA hasar1i, DNA iplik¢iklerinin kirilmasiyla olusan
kuyruklu yildiz (comet) goriiniimii ile karakterize edilmektedir (Azqueta ve Collins,
2013). PS-MP veya NP’leri ile yapilan bazi ¢aligmalarda test edilen hiicrelerin comet
parametrelerinde artis oldugu bildirilmistir (Avio vd., 2015; Brandts vd., 2018; Katsumiti
vd., 2021; Nugnes vd., 2022; Alaraby vd., 2022; Turna vd., 2022; Moller ve Roursgaard,
2023; Martin-Folgar vd., 2024). Sucul canlilar (Daphnia magna ve Neocaridini davidi)
ile gergeklestirilen bir calismada 1 pm ¢apindaki PS-MP’nin DNA hasarmin gostergeleri
olan kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk yogunlugu parametrelerinde artis

meydana geldigi belirlenmistir (Berber, 2018). Bu ¢alismada da DNA hasarin1 belirlemek
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icin kuyruk yogunlugu (% DNA, tail intensity), kuyruk uzunlugu (tail length, pum),
kuyruk momenti (tatil moment, arbitrary unit) ve kuyruk gocii (tail migration, pm)
degerleri analiz ile belirlendi. Daha 6nceki ¢alismalara benzer olarak, sonuglarimizda da
besinle verilen 1 um boyutundaki PS-MP’nin test edilen dozlarina kronik maruz kalan T.
molitor larval hemositlerine ait tim Comet parametrelerinde artig goriiliirken, DNA
hasarinin doz artisina bagli oldugu da belirlendi. Turna vd., (2022)’nin yaptiklari
caligmada sonuglarimiza benzer olarak test edilen tiim boyutlardaki PS-MP’lerin (4, 10
ve 20 um) model organizma D. melanogaster’in larval hemositleri lizerinde DNA
hasarina neden oldugu, cometlerdeki kuyruk yogunlugunun hem yiiksek dozlara hem de
daha kiiciik parcaciklara (4 pm) maruz kalan larvalarda daha fazla oldugu belirlenmistir
(Turna vd., 2022). Ayrica, MP’lerin ROS tiretimini tetikleyerek DNA hasarina neden
olabilecegi ve genotoksik etkiler meydana getirebilecegi de 6ne siiriilmiistiir (Avio vd.,
2015; Schirinzi vd., 2017; Nugnes vd., 2022; Moller ve Roursgaard, 2023; Nugnes vd.,
20). Elde ettigimiz bulgularla birlikte tiim bu ¢alismalar degerlendirildiginde daha kii¢iik
parcacikli PS-MP kronik maruziyetinin daha fazla DNA hasarina neden olmasi bocekler
tizerindeki  genotoksisiteyi de arttirdigii  gOstermektedir. Ayni  zamanda,
mikroplastiklerin boyutu arttik¢a hiicre zarin1 gecemese bile bagisiklikla ilgili
mekanizmalar1 tetikleyerek dolayli yollardan genotoksik etkilere neden olabilecegini
diistinmekteyiz. Bu nedenle PS-MP maruziyetinin oksidatif streste yer alan enzimatik
aktiviteler tizerindeki etkilerinin de gelecekte arastirilmasi gerekmektedir. Sonug olarak
bu calisma diisik boyutlu PS-MP’lerinin karasal bocek tiiri T. molitor larval
immiinitesinde genotoksik hasara neden olabilecegini gosteren ilk ¢alismadir. Ayrica PS-
MP doz uygulamasindan sonra artan apoptoz, nekroz ve hiicre ¢ekirdegi hasar goérmiis
anormal hiicre oranlart da artan DNA hasariyla iliskili oldugunu diisiindiirmektedir.
Ciinkii hiicrenin 6liimiiyle sonuclanan bu olaylar sirasinda gerceklesen mekanizmalar
dolayli yoldan DNA hasarina neden olabilir.

Tez kapsaminda elde edilen verilerimiz, doza bagli 1 um boyutlu PS-MP’nin T.
molitor larval imminitesinde degisiklige neden oldugunu ve uzun siireli maruziyetinde
melanizasyon ve fagositoz temelli hem hemosit aracili hem de humoral bagisiklig:
etkiledigini gostermektedir. DNA hasarimi1 gosteren COMET analizi bulgular1 ve larval
hemolenfte tespit edilen anormal hiicre olusumlar1 diisiik boyutlu mikroplastik
partikiillerin dokulardan gecerek agik dolasima katildigina ve genotoksik hasara neden

olduguna isaret etmektedir. Bununla birlikte un kurdunun gelisim biyolojisinde meydana

50



gelen degisiklikler, PS-MP’nin immiinolojik gibi 6énemli fizyolojik etikleri nedeniyle
larval metabolizmay1 da degistirdigini gostermektedir. Sonug olarak, un kurdu larvalar
ile gergeklestirilen bu calismada elde edilen sonuglar diisiik boyutlu PS-MP’lerinin kronik
maruziyetinin, doza bagli olarak ekofizyolojik ve ekotoksikolojik etkileri oldugunu
gostermektedir. Dolayisiyla, model bocekler i¢inde degerlendirilen T. molitor larvasi
iizerinde belirlenen bu etkilere yonelik bulgular, diisik boyutlu MP’lerin karasal
boceklerle iligkili cevresel ve ekolojik risk degerlendirmesi hakkindaki aragtirmalara yeni
bilgiler kazandirmaktadir.

Bulgularimiz kapsaminda bdcek bagisikliginda MP  toksisitesine dair 6nemli
bilgiler sunulmakla birlikte, mikroplastiklerin bocek ekosistemlerindeki olasi uzun vadeli
etkilerinin incelenmesi i¢in histokimyasal ve metabolizmal arastirmalarin da yapilmasini
oneriyoruz. Bununla birlikte farkli boyut ve dozlardaki MP maruziyetinin un kurdu gibi
sosyo-ekonomik degere sahip karasal boceklerin besinsel degeri lizerindeki ekofizyolojik
ve ekotoksikolojik etkilerinin arastirilmasia yonelik bilimsel ¢alismalarin arttirilmasi

gerekmektedir.
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