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OZET

POLISTIREN TEMELLI MiKROPLASTIKLERIN MODEL ORGANIZMA Galleria
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Mikroplastikler, 5 mm’den kiigiik plastik parcaciklar olarak tanimlanir ve giiniimiiziin en
onemli ¢evre sorunudur. Yapilan calismalar, mikroplastiklerin biyolojik olarak biriktigini;
bagirsak hasar1 ve metabolik profillerde degisiklik gibi sorunlara neden oldugunu goéstermistir.
Bocek bagisiklik mekanizmalarinin arastirilmasi, memeliler dahil hayvanlarda bir¢ok yonden
korunan dogustan gelen bagisiklik ile ilgili 6nemli bilgiler saglar. Bagisiklik ¢alismalarinda
ozellikle Galleria mellonella larvalarinin tercih edilmesinin nedeni, memelilerin dogustan
gelen bagisiklik yanitlarina yapisal ve islevsel olarak benzer bir bagisiklik sisteminin
bulunmasidir. Bu nedenle bu tez calismasinda mikroplastik maddelerin G. mellonella’da
olusturdugu bagisiklik tepkimesinin incelenmesi amaglanmistir. Caligsma kapsaminda literatiire
gore dozlari belirlenen 1um boyundaki polistiren parcaciklart mikroenjektor araciligi ile G.
mellonella larvalarina enjekte edilmistir. Enjeksiyondan 24 saat sonra larvalardan hemolenf
toplanarak toplam hemosit sayisi, antioksidan enzimler ve fenoloksidaz enzim aktivitesi
belirlenmistir. Enkapsiilasyon-melanizasyon bagisiklik tepkilerinin belirlenmesi igin de,
mikroplastik enjeksiyonundan 24 saat sonrasinda kromatografi boncuklari enjekte edilerek 4 ve
24 saat sonrast boncuklar toplanarak incelenmistir. Calismamizin sonuglarina gore mikroplastik
enjeksiyonu sitotoksik etkiye neden olarak hemosit sayisini azaltmis, graniilositlerin
mikroplastik pargalarini fagosite etmesi nedeni ile enkapsiilasyon-melanizasyon tepkilerinde
azalmaya neden olmustur. Bunun yaninda antioksidan enzim ve fenoloksidaz aktivitesinde
degisime neden olmamaistir. Sonucta mikroplastiklerin sitotoksik etkileri nedeni ile hiicre aracili
bagisiklik tepkilerini azalttigi ve bu yoniiyle tiim canlilarin sagligi i¢in 6nemli bir tehdit
olusturdugu sonucuna ulasilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: mikroplastik, Galleria mellonella, enkapsiilasyon-
melanizasyon, fenoloksidaz aktivitesi, antioksidan enzim aktivitesi
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ABSTRACT

EFFECTS OF POLYSTRYLENE-BASED MICROPLASTICS ON THE MODEL
ORGANISM Galleria mellonella HEMOCYTE-MEDIATED IMMUNITY AND
ANTIOXIDANT DEFENSE SYSTEM
MSC THESIS
SERANAY OZGEN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
SUPERVISOR: DOC. DR. AYLIN ER
BALIKESIR, 2022

Microplastics are defined as plastic particles smaller than 5 mm and are the most important
environmental problem lately. Studies have shown that microplastics bioaccumulate; and than
cause intestinal damage and changes in metabolic profiles. The investigation of insect immune
mechanisms provides important insights into innate immunity, which is conserved in many
ways in animals, including mammals. The reason why Galleria mellonella larvae are preferred
in immune studies is that they have an immune system structurally and functionally similar to
the innate immune responses of mammals. For this reason, in this thesis, we aimed to determine
the immune reaction caused by microplastic substances in G. mellonella. Within the scope of
the study, the doses of which were determined according to the literature, 1 um polystyrene
particles were injected into the G. mellonella larvae by a microinjector. Hemolymph was
collected from the larvae after 24 hours of the injection and the total hemocyte count,
antioxidant enzymes and phenoloxidase enzyme activity were examinated. In order to
determine the encapsulation-melanization immune responses, chromatography beads were
injected 24 hours after the microplastic injection and the beads were collected after 4 and 24
hours. According to the results of our study, injection of microplastics caused a cytotoxic effect
and decreased the number of hemocyte and it caused a decrease in encapsulation-melanization
responses due to phagocytosis of microplastic parts of granulocytes. In addition, it did not cause
any change in antioxidant enzyme and phenoloxidase activities. As a result, it was concluded
that microplastics reduce cell-mediated immune responses due to their cytotoxic effects, and in
this respect, they pose a significant threat to the health of all living things.

KEYWORDS: microplastic, Galleria mellonella, encapsulation-melanization, phenoloxidase
activity, antioxidant enzyme activities
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1. GIRIS

Plastikler, gida triinlerinin ambalajlanmasinda, tarak, dis fir¢asi ve kalem gibi ev esyalarinda
ve aligveris posetlerinde giinliik olarak karsilasilan, yasamin her yerinde karsimiza ¢ikan bir
maddedir (Fendall ve ark., 2009). Plastikler ¢cogunlukla; polipropilen (PP), polietilen (PE),
polistiren (PS), polivinilkloriir (PVC), polietilen tereftalat (PET), poliamidler (PA) ve
benzerleri dahil olmak iizere ¢ok cesitli polimer tiirlerinden olusur. Petrol, dogal gaz veya
komiir gibi fosil yakitlardan elde edilir (Wang ve ark., 2019). Diisiik maliyetleri, yiiksek oksijen
ve nem bariyer 6zellikleri, hafiflikleri, onlart miitkemmel ambalaj malzemeleri haline getirir.
Cam, metal ve kagit gibi geleneksel malzemeler, esdeger veya farkli tasarima sahip uygun
maliyetli plastik malzemelerle yer degistirmektedir. Okyanus ortaminda bulunan plastik
kalintilarin yaklasik %18'i balik¢ilik endiistrisinden kaynaklanir, geri kalani biiytik 6l¢iide sahil
¢opii dahil olmak tizere kara kaynakli durumlardan elde edilmektedir (Andrady, 2011).

Son zamanlarda 6nemli bir bulgu olarak, mikroplastik seklinde adlandirilan kiiglik plastik
kalintilar, Antarktika da dahil olmak iizere diinya ¢apinda okyanuslarda birikmektedir (Barnes
ve ark., 2009; Zarfl ve Matthies, 2010). Mikroplastik ifadesi, ¢cap1 5 mm'den kii¢lik olan plastik
parcaciklar1 tanimlamaktadir (Thompson ve ark., 2004). Yapilan son arastirmalarda,
mikroplastiklerin yiyeceklerde, Ozellikle deniz {iriinlerinde yaygin olarak bulundugunu
gostermistir (Seltenrich, 2015; EFSA CONTAM Panel, 2016; Santillo ve ark., 2017; Smith ve
ark., 2018; Hantoro ve ark., 2019; De-la-Torre, 2020; Mercogliano ve ark., 2020; Walkinshaw
ve ark., 2020). Mikroplastikler suda yasayan organizmalar tarafindan biinyelerine alindiktan
sonra, besin zincirine girer ve sonunda insan sagligina tehdit olusturur (Chang ve ark., 2020;
Prata ve ark., 2020; van Raamsdonk ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2020). Ayn1 zamanda deniz
ekosisteminde, okyanuslarin karadaki yasami destekleyen Ozelliklerini tehlikeye atan ve
biyolojik olarak biriken potansiyel kirleticilerdir. Mevcut plastik iiretiminin yaklagik yarisi
Asya'da bulunurken, NAFTA ve AB iilkelerinin her biri yaklasik %20'lik bir paya sahiptir ve
iirliniin iiretim yerlerinde ve niifus yogunlugunun yiiksek oldugu sehir merkezlerinde plastik
¢Op daha fazladir, bu yiizden mikroplastikleri olusturan polimerlerin fiziksel ve yapisal
ozellikleri, deniz ortamlarinda ne kadar ekolojik tehdit olusturduklarinin belirlenmesinde
onemli rol oynar (Andrady, 2017). Son yillarda deniz tiirlerinde en kiiclik planktonik
hayvanlardan mikrozooplankton, baliklar ve deniz kaplumbagalari1 dahil olmak iizere en biiyiik
yirtict hayvanlara kadar mikroplastik yutulmasi belgelenmis (Raju ve ark., 2019) ancak

zooplankton, omurgasizlar ve ekinodermler gibi daha diisiik trofik seviyeli organizmalar,



mikroplastigin zararh etkilerine kars1 daha savunmasiz goriinmektedir (do Sul ve ark., 2014).
Mikroplastikler sucul canlilar tarafindan yutulduklarinda, beslenme organlarini bloke ederek,
gidanin gecisini engelleyerek veya s6zde doygunluga neden olarak kiigiik sucul organizmalar
icin mekanik bir tehlike olusturarak gida aliminin azalmasina neden olabilir (Murphy and

Quinn, 2018).

[ coometuior | Olyim  J  lino |
Maruz kalma .
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|
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|
\ | -

Yer degistirme ve
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Sekil 1.1; Mikroplastikler i¢in olas1 maruz kalma yollar1 ve viicut partikiil toksisitesi (Prata ve ark.,
2020).

Cok yonliiligii, dayanikli yapisi ve yiiksek maliyet etkinligi sayesinde plastikler, paketleme,
ingaat, ulagim, elektrikli ve elektronik cihazlar, tarim, tibbi tesisler ve spor gibi bir¢ok stratejik
sektorde ¢ok oOnemli bir rol oynamistir (PlasticsEurope, 2017). Plastik iriinlerin genis
kullanimi, plastik atiklarin uygun olmayan sekilde imha edilmesi ve plastik malzemelerin
refrakter dogasi nedeniyle, plastik dokiintiiler hem karasal hem de deniz ekosistemlerinde
kontrolsiiz bir oranda birikmektedir (Rillig, 2012; Barnes ve ark., 2009). Ozellikle dogal
ortamda hizli plastik parga birikimi, kiiresel endiseleri artirmistir (Cozar ve ark., 2014; Auta ve
ark., 2017). Okyanustaki mikroplastiklerle ilgili olarak iki ¢esit mikroplastik ortaya
cikmaktadir; birincisi, sentetik polimerler ortamda minimum bozulma ile kaldiklar1 ic¢in
(Moore, 2008), plastik dokiintiiler dalga hareketi, kum 6gilitme, giines 151¢mna maruz kalma
(Eriksson ve Burton, 2003) ve sindirim sisteminden ge¢gme nedeniyle art arda daha kiigiik
parcalar haline gelmektedir. Bircok mikroplastik yiizdiiginden, UVB radyasyonuna maruz
kalma, plastik polimerlerin kirilgan hale gelmesine ve pargalanmasina neden olarak
nanopartikiiller (Handy ve Shaw, 2007) ve hatta tek tek polimerlere ulasilana kadar daha kiigiik
parcalar haline gelmektedir (Moore, 2008). Ancak, okyanuslarda ¢ok daha fazla miktarda



bulunan ikincil mikroplastikler, tipik olarak ya sentetik kumaslarin yapimi sirasinda artan
pargalar, tekstil elyaf pargalarini ve tarlada kalan kullanim sonrasi tarimsal malg filmlerinin
parcalarindan ya da hava kosullarinin bozulmasi nedeniyle daha biiylik plastik dokiintii
maddelerinin par¢calanmasindan tiiremektedir ve bu tip ikincil mikroplastiklerin okyanuslara ne
oranda karistigin1 6ngérebilmek ¢ok daha zorlayicidir; bu sebeple biiyiik plastik dokiintiilerin
aksine, okyanuslardaki mikroplastiklerlerin miktar1 etkin bir sekilde tespit edilemez, geri

doniisiim i¢in toplanamaz veya higbir sekilde ortadan kaldirilamaz (Andrady, 2017).

Deniz ortaminin mikroplastik kirliligi, yiyecek aglar1 i¢inde yutulmasi ve taginmasi yoluyla
cesitli tiirler igin tehdit olusturan biiyliyen kiiresel bir sorundur (Sharifinia ve ark., 2020).
Mikroplastigin sucul canlilar iizerindeki olumsuz etkilerini destekleyen bir¢cok calisma
bulunmaktadir. Mikroplastik kaynakli stres altinda, hemolenf ve hepatopankreasta diisiik doz
veya kisa maruz kalma siirelerinde ilk artistan sonra bagisiklik ile ilgili faktorlerin ¢ogunun
icerigi veya aktivitelerinin azaldigir gosterilmistir (Liu ve ark., 2019). Mikroplastiklerin,
konserve deniz iriinleri igerigi, tuz gibi ilave bilesenlerin varliginda arttirilabilecegi one
striilmiistiir ve ayrica, konserve balik drneklerinde en yaygin polimer tiirlinliin polietilen
tereftalat (9%32,8) oldugu aciklanmistir (Akhbarizadeh ve ark., 2020). Arastirmacilar derin
deniz ¢okeltilerinde, derinligi 1100 ila 5000 m arasinda degisen farkli derin deniz habitatlarini
temsil eden dort konumda toplanan mikrometre araliginda boyutlandirilmis plastik parcaciklar
bulmuslardir ve mikroplastik kirliliginin diinyanin okyanuslarina, uzak ve biiylik Slglide
bilinmeyen derin denizlere yayildigini1 gostermislerdir (Cauwenberghe ve ark., 2013).
Christensen ve arkadaglar1 (2020), Virginia'daki {i¢ nehirin etrafina bulunan alt1 bolgede taskin
yataklar1 ve nehir kanallarindaki mikroplastik kirliligi arastirmislardir. Mikroplastiklerin tagkin
yataginda yogunlastigini, diger dogal ve sentetik pargaciklarla daha biiylik agregalar olarak
birlestigini ve okyanus mikroplastiklerinden farkli olabilecegi hipotezlerini test etmek igin
Olgtimler yapmislardir ve taskin yatagindaki mikroplastik konsantrasyonlarmin genellikle
taskin yatagindaki mikroplastiklerin akis kanalina goére daha yiiksek oranda oldugunu
gostermislerdir. Limonta ve arkadaslari (2019), mikroplastik toksisitesinin altinda yatan
biyolojik mekanizmalar1 daha fazla arastirmak icin entegre bir yaklasim uygulamislardir ve
mikroplastiklerin etkilerini transkriptomik, histolojik ve davranigsal diizeyde analiz etmislerdir.
Yetiskin zebra baligini, yirmi giin boyunca iki konsantrasyonda yiiksek yogunluklu polietilen
ve polistiren mikroplastiklere maruz birakmiglardir. Transkriptomik sonuglarda, bagisiklik
sistemi gen ekspresyonundaki degisikliklerin, lipid metabolizmasi ve epitel biitiinliik ile iligkili

genlerin hiicresel diizeyde azalis gosterdigini belirtmislerdir. Transkriptomik bulgularinda,
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doku degisikliklerinde, solungaglarda ve bagirsak epitelinde gozlenen daha yiiksek notrofil
olusumu ile desteklendigini soylemislerdir. Calisma sonuglarinda, bildirilen transkriptomik ve
histolojik bulgular goéz Oniine alindiginda, mukozal epitel biitinliglii ve bagisiklik yaniti
iizerindeki etkilerin, organizmanin patojenlere karst savunmasini potansiyel olarak
azaltabilecegini ve enerji depolarmin farkli bir sekilde kullanilmasina yol agabilecegini
varsaymislardir. Avrupadaki kabuklu deniz {irlinleri tiiketicilerinin yillik beslenme
maruziyetlerinin yilda 11.000 adet mikroplastik olabilecegi one siiriilmiistiir (Cauwenberghe ve
Janssen, 2014). Deniz iiriinlerinde deniz mikroplastiklerinin varliginin, gida giivenligi i¢in bir
tehdit olusturabilecegini, ancak mikroplastik toksisiteyi tahmin etmenin karmasikligi
nedeniyle, gida maddelerindeki mikroplastiklerin olusturdugu insan saglig1 i¢in potansiyel
risklerin tahminlerinin miimkiin olmadigindan bahsetmislerdir. ilk kez mikroplastiklerin
skleraktin mercanlar tarafindan yutuldugunu ve Avustralya'nin Biiylik Set Resifi'ndeki (GBR)
kiy1 resiflerine bitisik mercan resif sularinda mikroplastiklerin varligi bildirilmistir. Merkezi
GBR'de kiyrya yakin resiflerin yakininda yiiriitillen plankton alti ¢ekirdeklerden alinan
numunelerin analizi, deniz boyalarinda ve balik¢ilik samandiralarinda kullanilanlara benzer
mikroplastiklerin tim su ornekleme noktalarinda diisiik konsantrasyonlarda bulundugunu
ortaya ¢ikarmislardir. Yaptiklar1 deneysel besleme denemelerinde, mercanlarin mikroplastikleri
av zannettiklerini ve deneysel besleme deneylerinde plankton ve Artemia nauplii tiiketimlerine
benzer oranlarda ~ 50 pg plastik 2 cm h™! kadar tiiketebildiklerini ortaya ¢ikarmislardir. Yutulan
mikroplastiklerin mercan bagirsagi boslugundaki mezenter dokuya sarilmis oldugunu
bulmuslardir. Bu da yiiksek konsantrasyonlarda mikroplastik kalintilarin yutulmasinin

potansiyel olarak mercanlarin sagligini bozabilecegini diisiindiirmistiir (Hall ve ark., 2015).

1.1 Boceklerde Bagisikhik Sistemi

Bocek bagisiklik tepkisi, birbirine siki sikiya bagl iki bilegsenden, hiicresel ve humoral
tepkilerden olusur (Hultmark, 1993; Hoffmann, 1995). Bu mekanizmalar, omurgasizlarda tek
bagisiklik tepkisi olan dogustan gelen bagisiklik terimi altinda toplanir ve omurgalilara
bakildiginda, son derece spesifik olan ve her seferinde belirli bir tehdide yonelik mekanizmalar
iceren ikinci bir savunma hatti olan kazanilmis bagisiklig gelistirmistir (Tsakas ve Marmaras,
2010). Patojenlere kars1 koruma, oncelikle kiitikiil, bagirsak ve trakea gibi niifuz edilmesi zor
dokular gibi belirli engellerle baslarken, bagisiklik tepkisi yag cisimcigi ve hemositlerden
kaynaklanir (Tsakas ve Marmaras, 2010). Yag cisimcigi, bocek viicut boslugu olan hemoselin
en bliylik organidir ve antimikrobiyal peptitlerin iiretimi ve salgilanmasi i¢in 6nemli bir

bolgedir (Hoffmann, 2003). Hemositler bocek hemolenfinde dolasir ve belirli soylara
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farklilasan prohemositlerden tiirerler. Prohemositlerin kok hiicre oldugu genel olarak kabul
edilsede, dolasimdaki diger bdocek hemosit smiflarinin gesitli boceklerde farklilagsmasi
tartigmalidir (Gupta, 1979). Hemositlerin en yaygin tiirleri prohemositler, plazmatositler,
grantiler hiicreler, sferiil hiicreler ve oenositoidlerdir (Ribeiro ve Brehelin, 2006; Wu ve ark.,
2016). Bununla birlikte, baz1 hemosit tiirleri tiim boceklerde yaygin degildir ve tiirler arasinda
farklilik gosterir (Charalambidis ve ark., 1995; Meister ve Lagueux, 2003). Humoral bagisiklik
tepkisi, mikrobiyal enfeksiyon tarafindan indiiklenen ve agirlikli olarak yag cisimciginde
sentezlenen ve hemolenf i¢ine salinan antimikrobiyal peptitleri kodlayan karakterize edilmis
bagisiklik genlerinin iiriinlerine dayanir (Hoffmann, 1995; Gillespie ve ark., 1997; Nakatogawa
ve ark., 2009; Shia ve ark., 2009). Integiiment, bagirsak hemositleri ve epitel tabakalar da bu
tiir molekiillerin sentezini gergeklestiren yerlerdir (Tsakas ve Marmaras, 2010). Bu genler ya
eksprese edilmez ya da enfeksiyondan once diisiik bir oranda yapisal olarak eksprese edilir
(Hoffmann, 1995; Engstrom, 1998). Ek olarak, humoral bagisiklik tepkileri hemolenfin
pihtilasmasini ve melanizasyonunu diizenleyen enzimatik kaskadlarin aktivasyonunu ve reaktif
oksijen ve nitrojen tiirlerinin (ROS-RNS) tiretimini igerir (Gillespie ve ark., 1997; Bogdan ve
ark., 2000; Nappi ve Vass, 2001; Hoffmann, 2003; Mavrouli ve ark., 2005). Hiicresel tepkiler
hemositler tarafindan gergeklestirilir ve fagositoz, nodiilasyon ve kapsiillemeyi icerir (Schmidt
ve ark., 2001; Nappi ve ark., 2004; Lamprou ve ark., 2005; Mavrouli ve ark., 2005; Sideri ve
ark., 2008).

1.1.1 Humoral Bagisikhk

Istilac1 patojenin; bakteri, mantar, hatta viriis olarak; taninmasini, antimikrobiyal peptitlerin
(AMP'ler) hemolenf i¢ine salgilanmasi izler (Zasloff, 2002; Bulet ve ark., 2004). Bu peptitler
esas olarak yag cisimcigi tarafindan ve daha az derecede hemositler, deri, bagirsak, tiikiiriik
bezleri ve lireme organlari tarafindan sentezlenir (Nappi ve Ottaviani, 2000). 150'den fazla
AMP izolasyonu saglanarak boceklerde karakterize edilmistir ve bu molekiiller, bozulmaya ve
hiicre 6liimiine yol a¢an anyonik bakteri veya mantar zarlarin1 baglayan kiigtik, 12-50 amino
asit, katyonik peptitlerdir (Zasloff, 2002; Yount ve Yeaman, 2004). Farkli yap1 ve hedef
organizmalara (bakteri veya mantar) sahip olmalarina ragmen AMP'ler dort grupta
simiflandirilir (Tsakas ve Marmaras, 2010);

a) sekropinler,
b) sistein agisindan zengin peptitler,

¢) prolin bakimindan zengin peptitler



d) glisin bakimindan zengin peptitler.

Sekropinler ilk olarak bakteri enjeksiyonundan sonra Hyalophora cecropia'da izole edilmistir
(Hultmark ve ark., 1980; Steiner ve ark., 1981). Bu peptitler, gram pozitif veya gram negatif
bakteri bakterileri tarafindan septik hasara yanit olarak tiretilir ve hiicre zarinin proteinlerinin
sentezini inhibe ederek hiicresel proliferasyonu etkiler (Tsakas ve Marmaras, 2010).
Defensinler ve drosomisin, sistein agisindan zengin peptitlerdir ve defensinler, plazma zarinda
hiicre lizisine yol agan kanallar olusturarak ¢cogunlukla gram pozitif peptitleri yok ederken,
drosomisin antifungal aktiviteye sahiptir (Tsakas ve Marmaras, 2010). Dipterisin, sadece
diptera tiirlerinde bulunan ve ataklara benzer sekilde gram negatif bakteri enfeksiyonu lizerine
indiiklenen antibakteriyel bir peptittir (Nappi ve Ottaviani, 2000). Lizozimler, bakteri hiicre
duvarmin peptidoglikanlarin1  pargalayan enzimlerdir. Diger hayvanlarda, bitkilerde,

mantarlarda ve bakteriyofajlarda da bulunurlar (Bulet ve ark., 1999).

Bocekler, yaralanma durumunda viicut sivilarinin kaybini 6nlemek i¢in hemolenfin
pihtilasmast igin mekanizmalar gelistirmistir (Theopold ve ark., 1999). Hamambécegi
Leucophaea maderae'de hemositler, lipoforinlerin ve vitellogenin benzeri proteinlerin
polimerizasyonunu katalize eden kalsiyuma bagimli bir transglutaminaz salgilar ve bu
proteinler, memelilerdeki Von Willebrand pihtilasma faktoriine benzer bir fizyolojiye sahiptir
(Bohn ve ark., 1994). En belirgin mekanizma, Drosophila'da benzer goriinen Lymulus
polyphemus'taki mekanizmadir (Vilmos ve Kurucz, 1998). Buna gore, LPS ve B-1,3-glukan bir
serin proteaz zincir reaksiyonunu tetikler ve sonunda hemolenfin pihtilasmasina yol acar ve
ayrica serin proteaz, melanizasyon kaskadini aktive eder (Nappi ve ark., 1995; Mavrouli ve
ark., 2005; Sideri ve ark., 2008). Bu iki kademenin ara metabolitleri (6n pihtilasma enzimleri,
melanin tiirevleri ve reaktif oksijen tiirleri) toksik istilaci patojenler oldugundan, serin proteazin
bocek bagisikligindaki ikili roliine dikkat gekmislerdir (Tsakas ve Marmaras, 2010).

Melanin olusumuna yol agan melanizasyon, ¢ok ¢esitli patojenlere kars1 savunmada merkezi
bir role sahiptir ve bazi lepidopteran ve dipteran boceklerde yara iyilegsmesinin yani sira nodiil
ve kapsiil olusumuna katilir (Lavine ve Strand, 2001; Lavine ve Strand, 2003; Mavrouli ve ark.,
2005). Melanizasyon tirozin metabolizmasina baghdir ve kisaca, tirozin, aktiflestirilmis
fenoloksidaz (PO) tarafindan 6nemli bir dal noktas1 substrati olan dopa'ya doniistiiriiliir; Dopa,
ya dopa dekarboksilaz (Ddc) tarafindan dopamine dekarboksillenebilir ya da PO tarafindan
dopakinona oksitlenebilir (Tsakas ve Marmaras, 2010). Dopamin ayrica dnemli bir dal noktasi

substratidir, ¢iinkii ya PO yoluyla ya da diger enzimler yoluyla dopamin tiirevli metabolitler,
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norotransmisyona, kiitikiiler sklerotizasyona, kiitikiiler bilesenlerin kinon ara iiriinleri yoluyla
capraz baglanmasina, fagositoz, yara iyilesmesi ve ¢esitli metabolik yollarda kullanilir (Fearon,

1997; Aderem ve Underhill, 1999; Ling ve Yu, 2005; Marmaras ve Lamprooulou, 2009).

1.1.2 Hiicresel Bagisikhik

Boceklerde bulunan en az sekiz tip hemosit vardir: prohemositler, plazmatositler, graniiler
hiicreler, koagiilositler, kristal hiicreler, sferiilositler, oenositoidler ve trombositoidler; ancak
boceklerin ¢ogunda her tiir hemosit bulunmaz (Pandey ve Tiwari, 2012). Hemositler,
hemolenfte serbestce dolasirken veya bocegin sindirim sistemi gibi i¢ organlarina yapismis
sekilde bulunur (AbdelRahman ve Belland, 2005). Hemolenfteki hemositlerin yogunlugu,
bocegin Omrii boyunca ve ayrica patojenlerin girisine tepki olarak degisir (Vickers, 2017).
Prohemositler, biiylik bir ¢ekirdege ve bir dizi hiicre tipine farklilasabilen bir bazofilik
sitoplazmaya sahip kiiciik dairesel hiicrelerdir (Browne ve ark., 2013). Plazmatositler en sik
goriilen hemositlerdir, yapraga benzerler, sitoplazmalari lizozomal enzimler igerir, genellikle
graniiler hiicrelerden daha biiyiktiirler ve kapsiil olusumunda rol alirlar (Lavine ve Strand,
2002). Graniiler hiicreler kiiciik bir ¢ekirdege ve sitoplazmada ¢ok sayida graniile sahipken
sferiilositler, ¢cok sayida kiigiik kiiresel kapanimlarla birlikte cesitli farkli sekiller sergiler,
oenositoidler biiyiik, iki ¢ekirdekli, fagositik olmayan hiicrelerdir (Browne ve ark., 2013) ve
koagiilositler pithtilagsma siirecine katilir (Lavine ve Strand, 2002). Hemositler, insan bagisiklik
hiicrelerine benzer sekilde, hiicresel bagisiklik tepkisi sirasinda yabanci maddeyi taniyabilir ve
ayni zamanda kendini 6z olmayandan ayirt edebilir (Izzetoglu, 2012). Lepidopteran boceklerde
(6rn., Galleria mellonella L.) plazmatositler ve graniiler hiicreler ¢ogu hiicresel savunma
tepkisinde yer alirken, Drosophila'da bu tepkiler 6ncelikle plazmatositleri ve lamelositleri igerir

(Lavine ve Strand, 2002).

1.1.3 Hemosit Aracili Bagisikhik Tepkileri
Hemositler, boceklerde fagositoz, nodiilasyon, kapsiilleme ve melanizasyonun belgelendigi bir
dizi savunma tepkisinden sorumludur ve bu siiregler, gen ekspresyonu ve sonucu agisindan ayr1

bagisiklik tepkileri gibi goriinmektedir (Tsakas ve Marmaras, 2010).

1.1.3.1 Fagositoz
Memeli nétrofillerinde oldugu gibi, boceklerdeki fagositik hiicrenin (plazmatosit) aktivitesi,
mikroorganizmalarin kompleman benzeri proteinlerle opsonizasyonu ile saglanir (Ben-Ami,

2011; Izzetoglu, 2012). Bir patojen bir fagositik hiicre tarafindan yutuldugunda, elektronlarin
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sitozolik NADPH'den hiicre dis1 oksijene yer degistirmesine neden olan ve siiperoksit tiretimi
ile sonuglanan zara bagli bir enzim sistemi aktive olur (Baggiolini ve Wymann, 1990). Oksijen
patlamasi patojenleri 6ldiirmek igin gereklidir, ancak ayni1 zamanda degraniilasyonu takiben
enzimlerin salinmasi nedeniyle enfeksiyon alaninda lokal doku hasarina ve enflamatuar
tepkilere neden olur (Baggiolini ve Wymann, 1990; Arnhold, 2004). Fagositoz, hedefin
sinyallesmeyi ve efektor yanitlarini aktive eden yabanci olarak taninmasina baglidir
(AbdelRahman ve Belland, 2005). Baz1 patojenler, hemositlerin yiizeyindeki diger reseptorler
tarafindan taninmasini artiran bir hedefe baglanan humoral oriinti tanima molekiilleri
tarafindan taninirken alternatif olarak patojenler, 6rnegin kalrektikiilin veya apolipoforin gibi
hemosit yiizey reseptorleri tarafindan dogrudan taninabilir (Browne ve ark., 2013). Fagositik
strecin kendisi, hemositin Omriindeki son olaylar olan melanizasyon, pihtilasma ve
enkapsiilasyonun aksine, genellikle hemositlere zarar vermez (Vickers, 2017). Fagositozun
gerceklesmesi igin opsonik ligandlar patojenin disindaki molekiillere baglanir (Browne ve ark.,
2013). Ligandlar tanindiginda, hiicre i¢inde patojenin i¢sellestirilmesiyle sonuglanan hiicre ici
bir kaskad meydana gelir ve fagositoz siireci lektin aracili olup lektinler bocek hemolenfinde
lizozim ile birlikte bulunur (AbdelRahman ve Belland, 2005). Lizozim, hemositlerde bulunan
bir anti-mikrobiyal peptittir (Browne ve ark., 2013). Lektinler yilizeye baglandiktan sonra
plazmatositlere baglanirlar ve bakteri hiicresinin fagositozunu indiiklerler (AbdelRahman ve
Belland, 2005). Lektinler ve lizozim ayni anda hareket eder (Browne ve ark., 2013). Lektinler
bakteri hiicre yilizeyindeki sekerlere baglanirken, lizozim peptidoglikan tabakasini parcalayarak
sekerlerin salinmasina neden olarak teknoik asit ve lipomannan agiga ¢ikarir, bunlar da BDL™

lektinleri tarafindan taninir (AbdelRahman ve Belland, 2005).

1.1.3.2 Nodiilasyon

Nodiilasyon, birden fazla hemosit bakteri kiimelerine baglandiginda meydana gelerek c¢ok
sayida bakterinin hemolenften temizlenmesine izin verirken ayn1 zamanda bocegin enfeksiyona
karst ana hiicresel savunma reaksiyonudur (Browne ve ark., 2013). Hemositler birbirine
baglanmaya baslar ve patojenin etrafinda ortlisen bir kilif olusmasina neden olur (Lavine ve
Strand, 2002). Nodiilasyon, profenoloksidazin aktivasyonu ve olgun nodiillerin melanizasyonu
ile tamamlanirken insan fagositlerinde esdeger bir nodiilizasyon siireci meydana gelmez, ancak

tamamlayici, melanizasyona benzer bir kademeli olay sergiler (Browne ve ark., 2013).



1.1.3.3 Enkapsiilasyon

Enkapsiilasyon, istilact metazoan parazitlere veya parazitoitlere karsi yonlendirilen konak
bdceklerin birincil hiicresel bagisiklik tepkisidir ve konak graniilositlerin parazitoid yumurta
gibi yabanci bir hedefin yilizeyine baglanmasiyla baslar (Luo ve Pank, 2006). Baglanmay1
takiben, graniillerinin igerigini yumurta yiizeyi iizerinde serbest birakarak, plazmatositlerin
baglanmasini tesvik ederek parcalanir veya degraniile olurlar ve bunu kapsiilii olusturmak igin
cok sayida plazmatosit katmaninin eklenmesi takip eder (Luo ve Pank, 2006). Kapsiil
olusumunun sona ermesi, bir graniilosit alt popiilasyonu, kapsiiliin gevresi etrafindaki tek
tabakaya yapistiginda meydana gelir (Luo ve Pank, 2006). Ne graniilositler ne de plazmatositler
bagimsiz olarak bir kapsiil olusturamazken (Schmit ve Ratcliffe, 1978; Pech ve Strand, 1996)
Lepidoptera enkapsiilasonunda yaygin olarak gozlenirler (Schmidt ve ark., 2001). Boceklerde
iki farkli enkapsiilasyon tiirii vardir: esas olarak Lepidoptera'da hiicresel enkapsiilasyon ve
Diptera'da humoral enkapsiilasyondir; humoral enkapsiilasyon hemositlerle birlikte veya onsuz
meydana gelebilir ve her zaman fenoloksidaz ile iliskiliyken hiicresel enkapsiilasyon

melanizasyon olmadan gergeklesebilir (Browne ve ark., 2013).

Direngli konaklar genellikle parazitoitleri ve diger biiyiik yabanci hedefleri, hemositlerin
parazitoit ¢evresinde ¢ok katmanli bir hiicresel zarf olusturdugu bir siire¢ olan enkapsiilasyon
yoluyla ortadan kaldirir (Salt, 1968; Yoshino ve Vasta, 1996). Yabanci bir madde tespit
edildiginde, kapsiil olusumu icin gereken bir sonraki adim, hemositlerin yapiskan olmayan
durumdan gii¢lii yapigkan bir duruma gegmesi igin uyarilmasidir (Schmidt ve ark., 2001).
Memelilerde immiinositlerin yapigsmasi ve gogiine, yapisma faktorlerinin ekspresyonunu,
aktivasyonunu veya tasinmasini koordine eden hem sitokinler hem de hiicre yapismasi aracilik
eder (Schmidt ve ark., 2001). Ornegin kemokinler, integrinler gibi adhezyon molekiillerinin
sitoplazmik graniillerden hiicre yiizeyine dogru hizli ¢ikisini indiikleyerek monosit yapismasini
aktive eder (Dewald, 1997). Epidermal doku, yag cisimcigi ve hemositlerin, hemosit
adezyonunu indiikleyen faktorlerin kaynaklar1 oldugu bildirilmistir (Chain ve Anderson, 1982;
Geng ve Dunn, 1988). Bunlara, yaralandiginda epidermal hiicrelerden salinan ve hemositlerin
hiicresel bir pithti olusturmasina neden olan hemokinin adi verilen kismen saflagtirilmis bir
protein dahildir (Cherbas, 1973). Enkapsiilasyon tesvik edici faktor (EPF) adli baska bir faktor
kismen saflastirilmistir ve Lepidopteran Heliothis virescens'te hemositler tarafindan kapsiil
olusumunu tesvik ettigi gosterilmistir (Davies ve ark., 1988). Daha yakin zamanlarda, sitokin
plazmatosit yayici peptitlerin (PSP1), Photedes includens giivesinde tespit edildigi ve

plazmatositlerin 3+10 pM konsantrasyonlarda saniyeler i¢inde yabanci yiizeylere yayilmasini
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indiikledigini gostermislerdir (Schmidt ve ark., 2001). PSP1 hemositlerde, yag cisimciginde ve
sinir dokusunda eksprese edilen daha biiyiik bir 6ncii proteindir (Clark ve ark., 1998). PSP1
doza bagimli olarak plazmatositlerin yapismasini indiiklerken, graniiler hiicrelerin yayilmasini
bastirir (Strand ve ark., 2000). Graniiler hiicrelerin bir PSP1 kaynagi oldugu goz oniine
alindiginda, bu inhibitor etki, graniiler hiicreler ve plazmatositler arasinda kapsiil olusumunun
baslatilmasini ve sonlandirilmasini diizenlemeye yardimci olan bir geri besleme dongiisiiniin

var oldugunu gésterir (Schmidt ve ark., 2001).

Bazi1 Dipteralar, hemositlerin goriiniir katilimi olmadan melanotik kapsiiller olustursalar da

(Gotz, 1986), hemositler, diger boceklerin ¢ogunda kapsiil olusumundan agik¢a sorumludur.

Ancak tiirler kapsiil kalinlig1, kapsiillerin ne kadar hizli olustugu, hemosit tiplerinin kapsiil

olusumuna aracilik ettigi ve kapsiiliin melanize olup olmadigi konusunda 6nemli farkliliklar

sergilesede kapsiil morfolojisi taksonlar arasinda biiyiik 6l¢iide benzerdir (Rowley ve Ratclife,

1981; Dunn,1986; Ratcliffe, 1993; Yoshino ve Vasta, 1996). Parazitoidlerin kapsiillenmesi {i¢

asamadan olusur; parazitoidin kendini tanimamasi, kapsiil olustururken hemositler arasinda

gliclii yapisma ve parazitoidin 6ldiiriilmesidir. (Strand ve Pech, 1995).

a) Kendini tanimama: Bazal membranlar esas olarak hiicre dis1 adezyon molekiilleri olan
laminin, kollajen 1V ve proteoglikanlardan olusur (Fessler, 1989; Hortsch ve Goodman,
1991). 1930'larin baslarinda, Wigglesworth (Wigglesworth, 1937) Rhodnius prolixus'taki
dis yara bolgelerine hemositlerin alinmasinin bazal membrandaki hasara bagli oldugunu
bildirdi: tek basina epidermal hiicrelerin 6ldiiriilmesi herhangi bir hemosit tepkisini ortaya
¢ikarmak igin yetersizdi (Strand ve Pech, 1995). Drosophila melanogaster'deki melanotik
timOr mutantlarinin ilgili goézlemleri, yag cisimciginin anormal gelisen bolgelerinin
hemositler tarafindan kapsiillendigini gosterir ve bu mutantlardaki kapstilleme bolgeleri,
bazal membranin normal olarak gelismedigi bolgelerle iligkilidir (Rizki ve Riski, 1980;
Rizki ve Riski, 1983). Omurgali bagisiklik hiicrelerinin yapismasina ve yerlesmesine
aracilik etmede hiicre dis1 matrisin belirgin rolii goz 6niine alindiginda, bu molekiillerin
omurgasiz bagisikliginda daha fazla karakterizasyonu gézlemlenir; tanima molekiilleri ve
hemositi diizenleyen sitokinler arasindaki etkilesimi igeren bir davranistir (Strand ve Pech,
1995). Tanima, parazitoid iizerindeki yiizey molekiillerini taniyan reseptdrler araciligiyla
dogrudan veya parazitoidin yilizeyini opsonize eden humoral veya hemosit kaynakl
faktorlerin baglanmasi yoluyla dolayli olabilir (Strand ve Pech, 1995). Kapsiillemeyi
etkilemek i¢in onerilen bir ylizey 6zelligi yiiktiir; birgok caligma, pozitif ve notr yiikli

nesnelerin, negatif yiiklii nesnelerden daha kolay kapsiillendigini bulmustur (Yoshino ve
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b)

Vasta, 1996). Bu farkin nedeni bilinmemektedir, ancak hemositlerin igsel tercihinden
ziyade 1slanabilirlik veya tanima molekiillerinin hedefin yiizeyine baglanma yetenegi ile
daha fazla ilgisi olabilir (Strand ve Pech, 1995). Hemositlerin, plazmanin yoklugunda
nesneleri in vitro olarak kapsiilledikleri de gosterilmis olup, bu durum, self-histo-
uyumluluk antijenlerinin yoklugunun veya kendinden olmayanin taninmasi i¢in yiizey
reseptorlerinin varligini diisiindiiriir (Pech ve ark., 1994). Bununla birlikte, bu reseptorlerin
dogasi1 veya kapsiillemedeki rolleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.

Enkapsiilasyon sirasinda hiicre yapismasi: Kapsiilleme c¢alismalarinin ¢ogu, en temel
ozelligini gozden kagirir; hemositlerin yapigkan olmayan durumdan giiclii yapiskan
duruma gegisi (Strand ve Pech, 1995). Daha dnce ima edildigi gibi, yapismay1 igeren bircok
fizyolojik siirece, hiicre dis1t matrisin (ECM) yliksek oranda korunmus molekiilleri ve
bunlarin hiicre ylizeyi reseptorleri aracilik eder. Bu nedenle, makul ve test edilebilir bir
hipotez, ECM molekiillerinin kapsiilleme sirasinda hemosit yapigmasina aracilik ettigidir
(Strand ve Pech, 1995). Laminin, kollajen IV, fibronektin ve vitronektin gibi hiicre yapisma
molekiilleri, hiicre yapisma tanima dizisi Arg-Gly-Asp (RGD) igerir (Ruoslahti ve
Pierschbacher, 1987; Humphries, 2012). RGD dizisi i¢in hiicre ylizeyi reseptorleri, integrin
reseptdr ailesinin bir alt kiimesidir (Hynes, 1992). Cogu durumda, tek basina RGD dizisini
iceren ¢Oziiniir peptitlerin eklenmesi hiicre yapismasii engelleyebilir veya bir ylizey
tizerinde immohilize edildiginde hiicre baglanmasini tesvik edebilir (Pierschbacher ve
Ruoslahti, 1984; Bunch ve Brower, 1992).

Oldiirme mekanizmalar: Enkapsiilasyondan sonra parazitoitlerin  dldiiriilmesinden
sorumlu faktorler lizerine ¢cok az c¢alisma yapilmistir. Parazitoidler bogulma nedeniyle
oOlebilir (Salt, 1968; Salt, 1970), 6ldiirme ayrica kapsiiller melanize olursa tiretilen toksik
kinonlardan veya hidrokinonlardan da kaynaklanabilir (Sugumaran ve Kanost, 1993).
Bocekler ve diger omurgasizlarla yapilan caligmalar ayrica antibakteriyel proteinlerin
(Ham, 1992) veya sliperoksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen ara iriinlerinin
kapsiiller i¢indeki parazitlerin dldiriilmesinde (Adema ve ark., 1993; Toru, 1994) bir rolii

oldugunu 6ne stirmektedir.

1.1.4 Antioksidan Enzimler

Ekzositoz ve degraniilasyon yoluyla hemositler tarafindan salgilanan ve salinan endojen

enzimler, hemositlerin bagisiklik fonksiyonlar: ile yakin bir baglantiya sahiptir (Wu ve Yi,

2015). Ornegin, iic tipik antioksidaz olan siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD) ve

katalaz (CAT), patojenlere karsi oksidatif 6ldiirmede 6nemli bir rol oynayan asir1 reaktif oksijen
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tiirlerini (ROS) ortadan kaldirabilir, ancak ayni1 zamanda toksiktir (Felton ve Summers, 1995;
Wang ve ark., 2001). Aktive edilmis hemositler, ROS salarak bir "oksidatif patlamaya"
ugrayabilir. ROS, hem inorganik hem de organik oksijen iyonlari, serbest radikaller ve
peroksitleri icerir (Lee ve ark., 2012). Bu molekiiller genellikle ¢ok kiictliktiir ve eslesmemis
degerlik kabugu elektronlarimin varligindan dolayr oldukga reaktiftir. ROS, hiicre
sinyallesmesinde ve konak savunma genlerinin uyarilmasinda 6nemli bir rol oynar (Dalton ve
ark., 1999). Omurgasiz bagisiklik sisteminin son arastirmalari, ROS'a bagli bagisikligin hayatta
kalma i¢in 6nemli oldugunu bulmustur (Ha ve ark., 2005). “Oksidatif patlama” patojenlere karsi
etkili olmakla birlikte, “oksidatif stres” olarak adlandirilan hiicrede oksidan ve antioksidan
durumu arasindaki dengesizlik nedeniyle ROS iiretimi daha fazla arttiginda dokularda hasara
neden olabilir ve antioksidazlar, oksidatif hasar1 hafifletmek i¢in asir1 ROS'u ortadan
kaldirabilir (Wu ve Yi, 2015). Bocek hemositlerinde bulunan ve plazmaya salindig1 gosterilen
iki tipik hidrolaz olan asit fosfataz (ACP) ve alkalin fosfataz (AKP), patojenlerin yiizey
molekiiler yapisint degistirerek hemositlerin fagositoz yanitlarini artirabilir (Cheng ve Butler,
1989).

Cok cesitli biyotik veya abiyotik stresorler, mitokondri ve kloroplastlardaki elektron tasima
zincirlerinin (ETC) diizensizlesmesine, tagsmasina ve hatta bozulmasina neden olabilir ve bu
nedenle bitki dokularinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) hizli iiretimini ve birikmesini
indiikleyebilir (Poor ve ark., 2018). Bu kosullar altinda gii¢lii oksitleyici bilesikler olan singlet
oksijen (O2), hidroksil radikali (OH), stiperoksit radikali (‘O2) ve hidrojen peroksit (H202)
olusabilmekte ve bu nedenle hiicre biitiinliigii i¢in zararli olabilmektedir (Foyer ve Noctor,
2009). Bunlar arasinda H20O; en kararli ROS'tur; yayilabilir ve toksik bir bilesik (oksidatif stresi
indiikleyen) veya bir sinyal molekiilii (antioksidan enzimleri indiikleyerek toleransa aracilik
eden) olarak hareket edebilir (Vranova ve ark., 2002, Kocsy ve ark., 2013, Van Aken ve Van
Breusegem 2015). ROS'un zararhi etkilerini en aza indirmek icin bitkiler, 6érnegin Foyer-
Halliwell-Asada dongiisii gibi gesitli antioksidan sistemler gibi ROS birikimini kontrol edebilen

karmasik savunma mekanizmalar1 gelistirmistir (Foyer ve Noctor, 2009).

Balmumu giivesi olarak da bilinen Galleria mellonella, Pyralidae familyasindan Lepidoptera
takimina aittir. Bu giive diinya ¢apinda balik tutmak, siirtingenleri ve kuslar1 beslemek i¢in ticari
olarak temin edilebilir, bu da onlar kolayca erisilebilir hale getirir (Kwadha ve ark., 2017). G.
mellonella modellerini kullanmanin faydalari ¢oktur. G. mellonella, kisa bir yasam dongiisii ile

biiylik miktarda yavru iiretir ve 6zel laboratuvar altyapis1 olmadan yetistirilmeleri kolay oldugu
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icin ucuzdur. Deney basina bir¢ok hayvan kullanma olasiligi, onlar1 yiiksek verimli ¢alismalar
icin uygun hale getirir. Larvalarin nispeten biiyiik boyutlu (12-20 mm) olmasi, inokiilasyonun
kesin olarak Olcililmesine izin verirken ayni zamanda doku ekstraksiyonu ve histolojik analiz
icin kullanimi kolaylastirir (Cook ve McArthur, 2013; Pereira ve ark., 2020). Daha da 6nemlisi,
G. mellonella iizerinde arastirma yapmak i¢in herhangi bir etik onay gerekliligi yoktur (Tsai ve
ark., 2016). G. mellonella'nin dort gelisim asamasi ile hizli bir yagam dongiisii vardir: yumurta,
larva, pupa ve yetigkin giivesi (Jorjao ve ark., 2018). Sicaklik ve nemdeki farkliliklar gelisme
hizin1 etkiler ve uygun kosullar altinda tam bir yasam dongiisii sadece 8-12 haftadir (Firacative
ve ark., 2020). Beyaz kubbe seklindeki yumurtalar 28-34 °C'de yaklasik 1-2 hafta ic¢inde
larvalara ¢ikar (Firacative ve ark., 2020). Kremsi renkli larvalar, koza gelisimine kadar 5-6
haftada 8-10 deri degistirme asamasindan geger (Firacative ve ark., 2020). 2-3 haftalik
inkiibasyondan sonra kirmizims: kahverengi pupa soluk krem rengi bir giiveye doniisiir
(Firacative ve ark., 2020). Boceklerin dogustan gelen bagisiklik sisteminin, onlar1 genis bir
patojen yelpazesinden gelen enfeksiyonlara karsi korudugu gosterilmistir (Strand, 2008a).
Genom arastirmalari, larvalarin patojen tanima ve sinyal iletimine katilan insanlarla birgok
homolog gene sahip oldugunu gostermistir (Mikulak ve ark., 2018). G. mellonella'da dogustan
gelen bagisiklik sistemi, kiitikiil, hiicresel ve humoral bagisiklik savunmasindan olusur
(Kavanagh ve Reeves, 2004). Kiitikiil, ilk koruma hattin1 temsil eder ve esas olarak kitin, lipid
ve proteinden olusur. Bu molekiillerin tiimii, patojenlerin istilasinit énlemek i¢in fiziksel bir
bariyer gorevi goriir (Kavanagh ve Reeves, 2004). Kiitikula, epikiitikula, prokiitikula ve
epidermis dahil olmak {izere ti¢ dis katmanda organize edilmistir (Singkum ve ark., 2019).
Saglam epidermis patojen girisini engeller, ancak hasar nedeniyle bozuldugunda, hiicresel ve
humoral bagisiklik savunmay1 devralir. Hiicresel bagisiklik sistemine, esas olarak kapsiilleme,
nodiilasyon ve fagositozdan sorumlu olan hemosit ad1 verilen fagositik hiicreler aracilik eder
(Tojo ve ark., 2000; Tsai ve ark., 2016). Bugiine kadar, boceklerde bulunan sekiz tip hemositten
alistnin - G, mellonella'daki (plazmatositler, graniilositler, prohemositler, sferiilositler,
koagiilositler ve dnositoidler) bu islevlerden sorumlu oldugu tespit edilmistir (Neuwirth, 1973;
Pereira ve ark., 2020). Ilk olarak, graniiler hiicreler niifuz eden mikroorganizmalara saldirir,
daha sonra iglem, bir hiicre tabakasi olusturmak i¢in plazmatositlerin baglanmasini tesvik eder,
bu da kapsiilleme ve nodiilasyon ile sonuglanir. Fagositoz, hemositlerin katilimiyla insan
hiicresel savunma reaksiyonlarina benzer (Singkum ve ark., 2019). Humoral immiin yanit,
melanizasyon, hemolenf pihtilagmasi ve birincil immiinizasyonda rol oynayan kompleman
benzeri proteinler (opsoninler), melanin ve AMP'ler gibi ¢6ziiniir efektorler tarafindan yiiksek

oranda diizenlenir (Pereira ve ark., 2018).
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Son yillarda, G. mellonella giiglii, giivenilir, hizli ve ucuz bir konak-patojen enfeksiyon modeli
etkinligini incelemek i¢in iyi bir alternatif konak olarak ortaya ¢ikmistir ve memeli modellerinin
yerini alamasada, G. mellonella tahlilleri yoluyla toplanan ilk veriler, yeni ilag¢ gelistirme ve
klinik uygulamalar i¢in 6nemli bir referans saglar (Lange ve ark., 2018). Ayrica, yeni molekiiler
araclarla iligkili G. mellonella genom dizisi mevcudiyeti ile bu bocek modeli, gelecekteki

biyomedikal aragtirmalar i¢in degerli olacaktir (Lange ve ark., 2018).

Tez ¢alismasi1 kapsaminda, polistrilen temelli mikroplastiklerin model organizma G. mellonella
hemosit aracili bagisiklik sistemi iizerine etkileri belirlendi. Ayrica, G. mellonella antioksidan
enzim aktivitelerinde ve fenoloksidaz aktivitesinde meydana gelen degisikliklerde tespit edildi.
Mikroplastigin karasal ve sucul canlilar iizerindeki olumsuz sonuglar yaratan bircok énemli
bulgu oldugu goz 6niine alindiginda, G. mellonella konak bagisiklik sistemi tizerinde etkilerinin
belirlenmesinin giiniimiiziin giderek biiyiiyen bir problemi olan plastik atiklarin yol ac¢tigi
mikroplastiklerin canli biinyesinde birikerek meydana getirdigi hasarin ortaya konulmasinda ve
ileride mikroplastige bagli hastaliklarin kontrol uygulamalarinda yarar saglayacagi
degerlendirilmektedir. Bu bakimdan, G. mellonella mikroplastik enjeksiyonunun konak
hiicresel bagisiklik sisteminin hemositler tizerine sitotoksik etkisini ortaya koyan bu ¢alismanin,
konak hiicresel bagisikliginin ve enzim aktivitesi roliinliniin daha detayli olarak anlasilmasina
yardim edecegi, ayrica, elde edilen verilerin bocek biyokimyasi, fizyolojisi, gelisim biyolojisi,

biyolojik kontrol ve insan saghigi ile ilgili ¢alismalara da yarar saglayacag: diistiniilmektedir.
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2. MATERYAL VE METOT

Tez calismasinda kullanilan biiyiikk balmumu giivesi (G. mellonella) 6rnekleri Balikesir
Universitesi Bocek Fizyolojisi laboratuvarinda 25+2 °C ve %65+5 bagil nem kosullar1 altinda

yetistirildi.

2.1 Deney orneklerinin yetistirilmesi

Calismamizda kullanilan G. mellonella larvalar1 Balikesir Universitesine bagli Fen-Edebiyat
Fakiiltesi/ Biyoloji Boliimiinde yer alan Hayvan Fizyolojisi Laboratuvarinda devam etmekte
olan kiiltiirden alinan erigkin O6rneklerden yetistirilerek elde edilmistir. Deney gruplart i¢in
yetistirilen koloniden elde edilen dort disi ve iki erkek erigkin birey iki gr dogal kararmis petek
iceren bir litrelik cam kavanoza yerlestirildi. Kavanozun agzina hava sirkiilasyonuna engel
olmayacak dokuya sahip kumas yerlestirilerek, tizeri delinmis kavanoz kapagiyla kapatildi. Bu
kavanozlar belirtilen sartlardaki laboratuvar kosullarinda birakildi. Deney igin olusturulan
kavanozlarda ilk larvalar goriildiigiinde ortama 10 gr yapay besiyeri ilave edildi (Bronskill,

1961). Uygun agirliga (0.18 £ 0.02 g) ulasan son evre larvalar segilerek caligmada kullanild.

2.2 Dozlarin hazirlanmasi ve Enjeksiyon

Deney icin polisitrilen mikroplastik (Sigma, Almanya EK: A) su ile seyreltilerek kullanildi.
Calismamizda, G. mellonella larvalar1 tizerinde mikroplastik yiikiiniin dogal bagisikligina
etkisini belirlemek igin 1, 5, 20, 40 ve 80 mg/mL mikroplastik yiikii dozlarimiz olarak
belirlendi. Deney i¢in segilen 6rneklerin abdominal proleglerinin son segmentinde sag bacak
icerisinden mikroenjektor (25 pul Hamilton, ABD) yardimiyla her bir bireye 5 pl olacak sekilde
mikroplastik dozlar1 enjekte edildi. Doz enjekte edilen larvalar enkapsiilasyon-melanizasyon,
hemosit sayimi, fenoloksidaz ve antioksidan enzim aktivitesi calismalarinda kullanildi.
Enjeksiyon sonrasi deneklerin viicudundan hemolenf sizmasinin engellenmesi i¢in enjeksiyon

bolgelerine vazelin stiriildii.

2.3. Hemosit sayimi

1-80 mg/mL doz araligindaki mikroplastik G. mellonella larvalarina uygulanmistir. Bu
larvalardan toplanan hemolenflerdeki hemosit sayilari belirlendi. Belirtilen dozlar ¢ tekrarli
olacak sekilde bes larvaya uygulandi. Birinci abdominal prolegin 6n segmentinden mikropipet

ile alinan 4 pl hemolenf 36 pl antikuagulant igeren ependorflara alindi. 10 kat diliie edilen
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ornekler vortex araciligiyla karistirildiktan sonra Neubauer hemositometre lami ile Faz—

Kontrast mikroskobunda sayildi.
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Sekil 2.1; Neubauer Hemositometre Lami

Sekil 2.1°de goriildigii izere Neubauer laminda iki farkli sayim alant mevcuttur. 16 tane orta
biiyiikliikte kareye ayrilmis 1 mm?lik sayim alani mevcuttur. Ortada ise etrafi ¢ift ¢izgi ile
cevrelenmis 25 adet orta biiylikliikte kare bulunmaktadir. Lamin {izerindeki orta ve kiigiik
biiytikliikteki alanlarin hacim kapasitesi hesaplanabilmektedir. Bu durumda hemositometre
iizerinde kare bagina diisen hemosit sayilar1 sayilarak toplam hemosit sayisi tahmin edilebilir
(Sekil 2.2). Buna gore; mL basina diisen hiicre sayisi; biiyiik karede sayilan hiicre sayisi ve

sulandirma katsayisinin 10,000 katidir.
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Sekil 2.2; Neubauer hemositometresi sayim alani
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2.3 Enkapsiilasyon- Melanizasyon

Calismamizin enkapsiilasyon-melanizasyon deneyleri daha 6nceden gergeklestirilen ¢aligmalar
referans alinarak gerceklestirilmistir (Er ve ark., 2011; Altuntas ve ark., 2012; Kaya ve ark.,
2021). Buna gore uygun boyuttaki larvalara enjekte edilen enkapsiilasyon ajan1 belirli siireler

sonunda toplanarak fast-kontrast mikroskop yontemiyle degerlendirildi.

Literatiirdeki yonteme gore; Sephadex DEAE A-25 (40-120 pum) kromotografi boncuklar
hiicresel bagisikligin gostergesi olan enkapsiilasyon ve melanizasyon tepkimelerini belirlemek
icin kullanildi. %1°lik Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasi ile goriiniir haline getirilen
boncuklar 50 pl kapasiteli ve 22 g uclu cam mikroenjektér (Hamilton, ABD) yardimiyla
orneklere enjekte edildi. Deney gruplar1 enjeksiyon sonrasi 4 ve 24 saat olacak sekilde iki ana
gruba ayrilmistir. Her deney grubu i¢in yapilan bu islemde stereomikroskop altinda 40X
biliylitmede larvalarin tiim viicut bolgelerinde boncuklar toplanarak fosfat tampon ¢dzeltisi
(PBS) igeren lam iizerine alinmistir. Toplanan boncuklar Richards ve Dani (2008)’ nin

calismasinda belirtmis oldugu kriterlere gore degerlendirilmistir. Bu kriterler;

» Olmamis: boncuk etrafinda enkapsiilasyon yok ya da sadece birka¢ hemosit var.
* Zay1f: Boncuk etrafinda 2 ila 8 katmanli hemosit kapsiilii var.

* Giiglii: Boncuk etrafinda 10’dan fazla hemosit katmani ile kapsiil olusmus.

Degerlendirme yapilirken Kaya (2015)’da belirtildigi {izere hiicre katmanlarinin boncugun
cevresinin en az %50’sinde mevcut olmasi gerektigi dikkate alinmistir.

Melanizasyon degerlendirilirken Kaya ve ark. (2021) makalesindeki yontem esas alindi. Buna
gore enkapsiilasyon sayimlarindaki hiicrelerin melanize olmasi degerlendirilmistir. Bu a¢idan
degerlendirildiginde olmamis, zayif, orta ve gilg¢lii tepkileri sirasiyla; melanizasyon
goriilmeyen, %0-20 aras1 melanizasyon az, %20-70 aras1 melanizasyon orta ve %70 ila iistii

giiclii melanizasyon olarak degerlendirmeye alindi.
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2.4 Antioksidan Aktivite Ol¢iimleri

Calisma kapsaminda dort farkli zaman diliminde birbirinden bagimsiz olacak sekilde kontrol
ve uygulama gruplarina ait 16 larvadan hemolenf 6rmegi ile ¢alisildi. Tiim enzimatik aktivite
tayinleri 96 kuyucuklu mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific Multiskan GO Microplate

Spectrophotometer, Finlandiya) cihazi ile gerceklestirildi.

2.4.1 Total Protein (TP) Tayini

Proteinlerin Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasina baglanmasi sonucunda meydana gelen
renkli ¢ozeltilerin 595 nm’de absorbansinin 6l¢iilmesi ilkesine dayanmaktadir. Calismada TP
tayini Bradford (1976) yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Ependorf igerisinde bulunan
hemolenf- fosfat tampon igeriginin santrifiij araciligiyla ¢6kmesi saglandi ve her bir ependorf
tizerinden siipernatant alinip mikroplakanin kuyucuklarina 5 pl eklendi. Eklenen 6rneklerin
iizerine 155 pl distile su ve 40 pl Bradford reaktifi eklendi. Reaktifin proteinler ile etkilesim
haline gecebilmesi i¢in oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi (Tablo 2.1). 15 dk. sonunda
mikroplaka okuyucu da 595 nm’de absorbanslar kaydedildi. Protein miktari standart grafigi

yardimu ile hesaplandi ve sonuglar mg protein mg/mL olarak belirlendi.

Tablo 2.1; Protein tayini standart stok ¢ozeltilerinin hazirlanmas.

Kor St1 St2 St3 St4 St5 Ornek
Albumin 4ul 8 ul 12 ul 16 pl 20 pl
(%10mg) 1l 1 il 0 u _
Distile su 160 pul 156 pul 152 pul 148 ul 144 pl 140 ul 155 ul
Doku
_ _ _ _ _ Sul
Homojenati

Bradford

o 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl
Reaktifi

2.4.2 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi Tayini

Nitro Blue Tetrazolium (NBT) maddesinin siiperoksit radikalleri tarafindan indirgenmesiyle
olgiilen bir yontemdir. Hipoksantin/ksantin tarafindan iiretilen O? radikali NBT’yi
indirgediginde mavi renkli formazon maddesi 550 nm de maksimum absorbans verir (Cigremis,

1997). Calisma Flohe ve Otting (1984) metoduna gére yapildi.
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Hemolenf-fosfat tampon karigimindan 6,5 pl stipernatant alinarak mikroplakaya eklendi ve
iizerine 3,5 pl ksantin oksidaz eklendi. Mikroplakanin 6rnek eklenen her bir kuyucuguna 190
ul SOD reaktifi eklenerek 25 °C’de 20 dakika 1sikta inkiibe edildi ve tizerine 6,5 ul CuCl. (0,8
mM) ¢ozeltisi eklendi (Tablo 2.2). Calismanin en son asamasi olarak hazirlanan mikroplaka
560 nm absorbans ile 6l¢iildii ve SOD aktivitesi tespit edildi. Elde edilen sonuglar U/mg protein

cinsinden ifade edilecek sekilde hesaplandi.

Tablo 2.2; SOD enziminin tayini i¢in gerekli ¢ozeltiler.

Cozeltiler Kor Ornek
SOD Reaktifi 190 pl 190 pl
Stipernatant _ 6,5 ul
Ksantin Oksidaz Coz. (167 U/L) 3,5 ul 3,5ul
CuClz Cozeltisi (0,8 mM) 6,5 ul 6,5 ul

2.4.3 Katalaz Aktivitesi (CAT) Tayini

H202’nin H20’ya doniisiimiinii saglayan en 6nemli enzimlerden biri de katalazdir. Kinetik
olarak 240 nm de Olgiilen bu enzim bir dakikalik absorbanstaki azalma aktivitesine bakarak
tayin edilir. Calisma; Aebi (1984) metodu kullanilarak gergeklestirildi.

Hemolenf-fosfat tampon karigimindan 6,5 pl stipernatant alind1 ve mikroplaka kuyucuklarina
eklendi. Eklenen orneklerin tizerine 60 pl fosfat tamponu (50 mM, pH=7,2) ve 133,5 ul H202
(30 mM) ilave edilerek 10 saniyelik araliklarla iki dakika boyunca 240 nm absorbansta kinetik

Ol¢iimler alindi. Sonuglar U/mg protein dk olarak belirlendi.

Tablo 2.3; CAT enzimi tayini i¢in gerekli ¢ozeltiler.

Cozeltiler Ornek Kor
Fosfat Tamponu 60 pl 65 pl
H202 Cozeltisi 133,5 ul 133,5 ul
Stipernatant 6,5 ul _
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2.4.4 Lipid Peroksidaz (LPO) Diizeyi

Ortama eklenen tiyobarbiitirik asit (TBA), homojenatin igerisinde bulunan malondialdehit
(MDA) ile 95-100 °C sicaklikta birlestiginde pembe renge doniisiir. Lipit peroksidazin en
onemli gostergelerinden biri olan MDA olusturulan TBA-MDA kompleksinin verdigi
absorbans ile 532 nm’de spektrofotometrik olarak Slgiilebilir (Camejo ve ark., 1998). Calisma,
Buege ve Aust (1978) yontemine gore gerceklestirildi. Hemolenf- fosfat tampon karisimindan
75 uL siipernatant alindi ve mikroplakaya eklendi. Mikroplaka kuyucuklarina eklenen
orneklerin tizerine 150 pL tiyobarbitiirik asit ve trikloroasetik asit ile hazirlanan ¢6zelti eklendi
(Tablo 2.4) ve mikroplakalar 20 dk 95 °C’de inkiibe edildi. Inkiibatorden cikartilan drnekler

oda sicakliginda sogutuldu ve 532 nm absorbans ile dl¢iim yapilarak degerler kaydedildi.

Tablo 2.4; MDA miktari tayini i¢in gerekli ¢ozeltiler.

Cozeltiler Kor Ornek
KCI Cozeltisi (150 mM) 50 uL _
TBA Cozeltisi 100 L 100 uLL
Stipernatant _ 50 uL

2.4.5 Fenoloksidaz Aktivite Tayini

Calismada Kaya (2020)’min yontemi kullanildi. Bu yonteme gore deneklerden toplanan
stipernatantlardan 40 pl alinarak mikroplakada her bir kuyucuga yerlestirildi. Sonrasinda her
bir kuyucuga fosfat tampon ¢o6zeltisinde 3 mg/mL oraninda ¢6zdiiriilerek hazirlanan 3,4-
Dihidroksi-L-fenilalanin (L-DOPA-Sigma-Aldrich, St Louis, MO)’den 160 ul eklendi.
Mikroplaka; 30 dakikalik bir siire zarfinda beser dakika ara ile toplamda yedi kez 492 nm'de
absorbanstaki aktivite degisimi, mikroplaka okuyucu (ThermoFisher Multiscan FC, ABD) ile

okunarak sonuglar TP ile oranlanarak istatistiksel olarak degerlendirildi.

2.5 Istatistik

Verilerin girilmesi ve degerlendirilmesi IBM SPSS Statistics 21.0 programi ile yapilmistir. Tim
deney sonuglarinda tek yonlii varyans analizleri (ANOVA) kullanilmis olup Post-Hoc test
olarak ise Tukey HSD kullanilmistir. Sonuclar P < 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli

bulundu.
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3. BULGULAR

3.1 G. mellonella’ da Toplam Hemosit Sayisi

Mikroplastik enjeksiyonlu dozlardaki hemosit ortalamalar1 birbirine yakin degerlerdedir ve
gruplar arasinda fark yoktur. Kontrol gruplari ile mikroplastik enjeksiyonlu gruplar arasinda
anlamli bir farklilik belirlenmistir (Tablo 3.1; Sekil 3.2). Bu degisim sekil 3.2’de ayrica
gosterilmistir. En yiiksek THS kontrol grubunda goriilmiistiir (226,31). En diisiik THS ise 20
mg/mL dozunda (162,75) belirlenmistir. Mikroplastik enjeksiyon gruplar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamsizdir. Kontrol ve uygulama dozlarina ait hiicre sayilar1 tabloda

verilmistir (Tablo 3.1; Sekil 3.2).

Sekil 3.1; Neubauer laminda hiicre genel goriintiisii

Tablo 3.1; Toplam hemosit sayisi.

1 5 20 40 80
Dozlar Kontrol dH0 mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL
Hiicre |226,31 [222,33 (163,81 [166,25 (162,75 [168,13 [171,19
Sayist |+£38,48% |+35,07% |[+39,24° |£53,76° |+48,40° [+26,34° |+30,93°

* Ortalama hiicre sayis1 yapilan ti¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug

** Ayni siitunda ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0,05, Tukey HSD Testi).

*** F=8 116; sd=6, 105; P= 0,00
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Hemosit sayisi

300

250

200
150
100
50
0

Kontrol 1mg/mL  5mg/mL 20mg/mL 40mg/mL 80 mg/mL

Sekil 3.2; Mikroplastik enjeksiyonu sonucu G. mellonella hemolenfinde toplam hemosit
sayis1

3.1.1 Mikroplastigin enkapsiilasyona etkisi

Belirlenen mikroplastik dozlar1 enjekte edilen G. mellonella larvalarindaki enkapsiilasyon
tepkisindeki farkliliklart incelemek igin ii¢ tekrar yapildi ve tepkiler 4. saat ile 24. saatte
gozlemlendi. Dordiincii saat i¢in elde edilen sonuglar Sekil 3.3’de, 24. saat i¢in elde edilen
sonuglar Sekil 3.4’de gosterilmektedir. Ayrica elde edilen verilerin tamami Tablo 3.2’de
sunulmaktadir. Yapilan tek yonlii varyans analizi sonucuna gore mikroplastik dozlar1 kontrol
grubuna gore degisiklikler gosterse de bu farkliliklar 4. saatte istatistiki olarak anlamsiz
bulunurken, 24. saatte 20, 40 ve 80 mg/mL arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,05). Bu dozlarin diger dozlar ve kontrol grubu arasinda ististiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir.

Sonuglar degerlendirildiginde 4. saatte olmamis enkapsiilasyon gruplari arasinda fark
gorliilmemistir. Zay1f dereceli enkapsiilasyon da gruplar arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur.
Giiglii enkapsiilasyon bakimindandegerlendirildiginde 20 ve 40 mg/mL dozlar1 ile kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark yoktur. Mikroplastik enjeksiyon gruplari arasinda enkapsiile
olmamus, zay1f ve giiclii boncuklar bakimindan degerlendirildiginde gruplar arasinda herhangi
bir fark goriilmemistir. Olmamis enkapsiilasyon grubunda en yliksek deger 40 mg/mL de
(30,57); en diisiik deger ise kontrol grubunda (13,39) gézlemlenmistir. Zayif enkapsiilasyon
grubunda en yiiksek deger dH20 grubunda (79,96); en diisiikk deger ise 40 mg/mL de (62,95)
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gozlemlenmistir. Giiglii enkapsiilasyonda en yiiksek deger kontrol grubunda (17,16); en diisiik
deger ise 40 mg/mL grubunda (6,47) gézlemlenmistir (Tablo 3.2).

24. saaatte olmamis enkapsiilasyon grubunda kontrol grubuna gore 1 ve 5 mg/mL arasinda fark
vardir. Bu grupta en yiiksek deger 1 mg/mL de (26,80); en diisiik deger ise dH20 grubunda
(2,59) goriilmiistiir. Zay1f enkapsiilasyon grubunda kontrol grubuna gore 20, 40 ve 80 mg/mL
gruplarinda fark goriilmiistiir. Bu grupta en yiiksek deger 40 mg/mL de (94,73); en diisiik deger
kontrol grubunda (54,87) gozlemlenmistir. Giiclii enkapsiilasyon grubunda kontrol grubuna
gore biitlin enjeksiyon gruplarinda 6nemli bir azalma gozlemlenmistir. Bu grupta ise en yiiksek
deger kontrol grubunda (42,49); en diisiikk deger 20 mg/mL (4,31) de gézlemlenmistir (Tablo
3.2).

23



Tablo 3.2; Mikroplastigin G. mellonella enkapsiilasyonuna etkisinin 4. saat ve 24. saat
sonuglart.

4 saat (ortalama + SH¥*)

Mikro Boncuk Enkapsiile Zayif Giiclii
plastik Sayisi olmamis Enkapsiilasyon Enkapsiilasyon
Kontrol 226 % 13,39 £15,75% % 65,43 £ 20,352 % 21,17 £19,982
dH20 206 % 8,89 £11,742 %78,61+ 12,712 % 12,48 + 10,142
1 mg/mL 246 %23,47 + 21,612 %66,45 + 21,342 %10,07 + 10,792
5 mg/mL 264 % 22,43 £27,89% % 67,62 + 28,09? % 9,94 + 7,102
20 mg/mL 304 % 26,78 +20,732 %65,52 + 22,412 % 7,68 £ 8,402
40 mg/mL 251 % 30,57 £20,34* % 62,95 + 19,472 % 6,47 £ 9,292
80 mg/mL 260 % 15,10 £19,09* % 69,96 + 20,172 % 14,92 + 13,222
24 saat (ortalama = SH¥)
Mikro Boncuk Enkapsiile Zayf Giiclii
plastik Sayis1 olmamis Enkapsiilasyon Enkapsiilasyon
Kontrol 300 % 2.63 +3,912 % 54,87 + 14,35 2 % 42,49 £15,62 2
dH20 227 %2,59 + 3,78 2 %72,23 £ 10,73 % % 33,78 +£13,462
1 mg/mL 73 % 26,80 + 18,99° % 67,09 + 20,19% % 6,10 + 8,95°
5 mg/mL 63 % 25,04 +21,13° % 69,61 + 20,87% % 5,34 + 6,41°
20 mg/mL 286 %18,20 + 17,18% % 77,48 + 15,87 ° % 4,31+ 5,43°
40 mg/mL 302 %15,76 + 14,95 % % 94,73 + 15,93 ° % 4,32 +10,31°
80 mg/mL 269 % 11,93 + 17,85%® % 80,63 + 18,95 % 7,42 +9,51°

* Ortalama hiicre sayisi1 yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug

** Ayni siitunda ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0,05, Tukey HSD Testi).

*** 4 saat olmamig: F=1,707; sd=6, 105; P= 0,127; zay1f: F=0,778; sd=6, 105; P= 0,589; gii¢lii: F=3,549; sd=6,

105; P= 0,003

**** 24 saat olmamis: F=4,773; sd=6, 105; P=0,000; zayif: F=4,230; sd=6, 105; P=0,001; gii¢lii: F=28,089; sd=6,

105; P= 0,000
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Sekil 3.3; Mikroplastigin G. mellonella enkapsiilasyonuna etkilerinin 4. saat sonuglari

B Olmamis
150 B Zayif
g B Giigli
3
7 100 b . b b
- ab a
-é 3 ab
& a
2 5 , ° b
'g_ ; ab ab ab
; b b
2 2 b b b
15 d
0
Kontrol dH2O Il mgmlL Smgml 20mgmlL 40mgmlL S0mg/mL
Mikroplastik Dozlan

Sekil 3.4; Mikroplastigin G. mellonella enkapsiilasyonuna etkilerinin 24. saat sonuglari

3.1.2 Mikroplastigin Melanizasyona Etkisi

Farkli dozlardaki mikroplastigin konak G. mellonella hemositlerinin melanizasyona etkisinin
incelendigi deneylerde 4. saat sonucunda ulasilan sonuglar Sekil 3.5’te gosterilmektedir. Sekil
3.6’da ise 24. saat sonuglar1 verilmektedir. Tiim sonuglar bir arada Tablo 3.3’te gosterilmistir.
Sonuglar degerlendirildiginde 4. saatte zay1f melanizasyon gruplari arasinda fark gériilmemistir.
Orta dereceli melanizasyonda da gruplar arasindaki  fark 6nemsiz bulunmustur. Giiglii

melanizasyon bakimindan degerlendirildiginde 5, 40 ve 80 mg/mL dozlar: ile kontrol grubu
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arasinda anlamli bir fark vardir. Bunun yaninda kontrol grubu ile dH20, 1 ve 20 mg/mL dozlar
arasinda 6nemli bir farklilik bulunmamaktadir. Ancak dH20 ile 5, 40 ve 80 mg/mL arasinda ise
fark yoktur. Mikroplastik enjeksiyon gruplart arasinda melanize olmamis, zayif, orta ve giicli
boncuklar bakimindan degerlendirildiginde gruplar arasinda herhangi bir fark goriilmemistir.
Olmamis melanizayon grubunda en yliksek deger 40 mg/mL de (97,32); en diisiik deger ise
dH20 grubunda (87,56) gozlemlenmistir. Zay1f melanizasyon grubunda en yiiksek deger dH20
grubunda (8,46); en diisiik deger ise 1 mg/mL de (2,45) goriilmiistiir. Orta melanizasyonda en
yiiksek deger 20 mg/mL de (3,23); en diisiik deger ise kontrol ve 40 mg/mL de (0) goriilmiistiir.
Giiclii melanizasyonda en yliksek deger kontrol grubunda (2,79); en diisiik deger ise 5, 40 ve
80 mg/mL de (0) gozlenmistir. 24. saatte olmamis melanizasyon grubunda kontrol grubuna gore
1, 5,20 ve 40 mg/mL arasinda fark vardir. Bu grupta en yiiksek deger 40 mg/mL de (93,09); en
diisiik deger ise 20 mg/mL grubunda (93,41) gorilmistiir. Zayif melanizasyon grubunda
kontrol grubu ve 40 mg/mL gruplarinda fark goriilmiistiir. Bu grupta en yiiksek deger kontrol
grubunda (12,25); en diisiik deger 40 mg/mL de (2,99) gozlemlenmistir. Orta melanizasyon
grubunda kontrol grubuna gore 20 ve 80 mg/mL gruplarinda fark vardir. Bu grupta en yiiksek
deger 80 mg/mL (7,72) de; en diisiik deger kontrol grubunda (0) goriilmistiir. Giiclii
melanizasyon grubunda kontrol grubuna goére 1, 5, 20 ve 40 mg/mL gruplarinda fark
gozlemlenmistir. Bu grupta ise en yiiksek deger kontrol grubunda (19,38); en diisiik deger 5
mg/mL (0,77) de gézlenmistir.
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Tablo 3.3; Mikroplastigin G. mellonella melanizasyonuna etkisinin 4. ve 24. saat sonuglart.

4. Saat Melanizasyon (% + SH¥)

Mikroplastik Olmamuis Zayif Orta Giiclii
Kontrol 93,56 +10,01* 3,64 +6,532 0+0°2 2,79+ 5,692
dH20 94,80 + 6,32 2,69+4,242 0,44+ 1,78 2,04 +3,882
1 mg/mL 96,39 + 7,07 2 2,45+5,362 0,72 +2,012 0,41+ 1,662
5 mg/mL 9491 +10,26%  4,02+8,592 1,06 +2,30 2 0+0°2
20 mg/mL 93,41 + 8,96 2 2,92 +5502 3,23+ 6,672 0,41 + 1,662
40 mg/mL 97,32 +4,54¢ 2,67 +454% 0+£0° 0+0?
80 mg/mL 94,42 + 4,24 2 427+4,32% 1,30 £2,77 2 0+0°2
24. Saat Melanizasyon (% + SH¥)
Mikroplastik Olmamis Zayf Orta Giiclii
Kontrol 68,3+ 14,85 12,25+ 8,652 0+0? 19,38 + 11,742
dH20 74,94 +7,13% 7,02+£501% 0,61 + 1,742 17,42 + 8,79 2
1 mg/mL 89,32+ 13,49°  568+847%  2,87+4,91°%° 2,11 +£4,72°
5 mg/mL 90,58+116°¢  594=765%  269+428%°  0,77+219°
20 mg/mL 84,35+ 17,19  827+10,27®  6,07+8,83" 1,29 +2,37°
40 mg/mL 93,09+ 6,76 ¢ 2,99 +£5,78°P 1,13+£2,05% 2,76 +4,47°
80 mg/mL 75,13 £ 16,47 11,07 +7,33® 7,72+8,15°¢ 6,06 + 6,69 P

* Ortalama hiicre sayisi1 yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug

** Ayni siitunda ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0,05, Tukey HSD Testi).

**% 4 saat olmamis: F=1,148; sd= 6, 104; P= 0,340; zayif: F= 1,134, sd= 6,104; P= 0,348; orta: F= 2,083, sd=
6,104; P=0,061; giicli: F= 2,464; sd=6,104; P= 0,029

**%%* 24 saat olmamis: F=6,004; sd=6,104; P= 0,000; zay1f: F=3,288; sd=6, 104; P= 0,005; orta: F=4,017; sd=6,
104; P=0,001; gii¢lii: F=13,665; sd=6, 104; P= 0,000
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3.2 Mikroplastigin Antioksidan Savunma Mekanizmasi Uzerine Etkisi

3.2.1 Total Protein Miktarindaki Degisimler

G. mellonella dokularindan total miktarini belirleyebilmek igin oncelikle literatiirde sikca
strandart olarak kullanilan albumin ¢6zeltisinden uygun seyreltmeler yapilarak standart grafigi

hazirlanmistir (Sekil 3.7).
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R?=0,9922

Sekil 2.7; Albumin ile hazirlanan protein standart grafigi

Konsantrasyonlar1 6nceden belirlenmis olan ¢ozeltilerin spektrofotometrik okumadaki
absorbans karsiliklar1 araciligiyla ¢izilen standart egride regresyon katsayis1 y =0,0313 x-0,025

caligma giiven araligi ise R?=0,9922 olarak belirlenmistir.

Tablo 3.4; Mikroplastigin G. mellonella’da total proteine etkisi.

1 5 20 40 80
Dozlar Kontrol  dH20 mg/mL  mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL
thal Protein 7,50 8.19 8,39 8,54 8,37 7,92 8,43
Miktari

. +0,442  +0,49%  1+0,63° +0,52° +0,46° +1,53%® +042°
(mg.protein/mL)

* Ortalama hiicre sayis1 yapilan ti¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug

** Ayni siitunda ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0,05, Tukey HSD Testi).

*** F=3 879; sd=6, 105; P= 0,002
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Tim gruplardaki bireylerin her biri i¢in total protein miktar1 standart egri kullanilarak
hesaplanmistir. Dozlar arasi protein miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur
(Tablo 3.4; Sekil 3.7). TP miktar1 en yiikksek 5 mg/mL (8,54) de; en diisiik kontrol grubunda
(7,50) goriilmiistiir. Calismanin sonuglarina gore kontrol ile tiim enjeksiyon dozlar1 arasinda
anlamli bir farklilik vardir (p<0,05). Mikroplastik enjeksiyonu G. mellonella hemolenfinde total

protein miktarinda artisa neden olmustur.
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Sekil 3.8; Mikroplastik enjeksiyonu sonucu G. mellonella hemolenfinde total protein miktari

3.2.2 Superoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesindeki Degisimler

SOD aktivitesi unit/mg.protein cinsinden ifade edilecek sekilde hesaplanmis olup Tablo 3.5 ve
Sekil 3.9’da verilmistir. SOD miktar1 en yiiksek dH20 grubunda (0,050); en diisiik 5 mg/mL de
(0,0044) gozlemlenmistir. Calismanin sonuglarina gore gruplar arasinda istatistiksel olarak fark

yoktur.
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Tablo 3.5; Mikroplastigin G. mellonella’da SOD aktivitesine etkisi.

1 5 20 40 80
Dozlar Kontrol ~ dH-0 g/mL mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL
SOD 0,0043 0,0050 0,0049 0,0044 0,0051 0,0047 0,0045

(U/mg.protein)  +0,0009 ¢ +0,0021 2% +0,0014 2 +0,0004?  +0,0019? +0,0026? +0,0018?

* Ortalama hiicre sayis1 yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug

** Ayni siitunda ayni1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0,05, Tukey HSD Testi).
*** F=0,482; sd=6, 105; P= 0,820
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Sekil 4.9; Mikroplastik enjeksiyonu sonucu G. mellonella hemolenfinde superoksit dismutaz
enzim aktivitesi

3.2.3 Katalaz Enzim (CAT) Aktivitesindeki Degisimler

CAT aktivitesi unit/mg.protein/min cinsinden ifade edilecek sekilde hesaplanmis olup Tablo
3.6 ve Sekil 3.10°da verilmistir. Degerler arasinda ististiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir. CAT miktar1 en yiiksek 80 mg/mL de (0,00059); en diisikk 20 mg/mL de
(0,00034) goriilmiistiir.
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Tablo 3.6; Mikroplastigin G. mellonella’da CAT aktivitesine etkisi.

1 5 20 40 80
Dozlar Kontrol  dH:0 mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
CAT 0,00041 0,00044 0,00043 0,00047 0,00034 0,00037  0,00059

(U/mg.protein/min) +0,0001 * =+0,00007* +0,00012% +0,00018* =+0,00007* +0,00016* +0,00018%

* Ortalama hiicre sayis1 yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug

** Ayni siitunda ayni1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0,05, Tukey HSD Testi).
*** F=2,138; sd=6, 105; P= 0,055
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Sekil 5.10; Mikroplastik enjeksiyonu sonucu G. mellonella hemolenfinde katalaz enzim
aktivitesi
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3.2.4 Lipit Peroksidaz (LPO) Aktivitesindeki Degisimler
LPO miktar1 kararli yapidaki malondialdehit (MDA) miktar1 tayini ile hesaplanmistir. Sonuglar

U/mg.protein cinsinden hesaplanmis olup tablo 3.7 ve sekil 3.11°de verilmistir.

Tablo 3.7; Mikroplastigin G. mellonella’da LPO aktivitesine etkisi.

1 5 20 40 80
Dozlar Kontrol ~ dH0 mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Lipit Peroksidaz 1,10 1,01 1,07 1,05 0,68 0,78 0,75

(U/mg.protein)  +0,18*  +0,13%  +0,14* 40,092 +£0,15°  +£040°  +0,14°

* Ortalama hiicre sayisi1 yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug

** Ayni siitunda ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0,05, Tukey HSD Testi).
*** F=12,259; sd=6, 105; P= 0,00

Elde edilen istatistiksel olarak karsilastirildiginda 20,40 ve 80 mg/ mL dozlarinin anlamli olarak
diistis gosterdigi bulunmustur. LPO miktar1 en yiiksek 1 mg/mL de (1,07); en diisiik 20 mg/mL
de (0,68) goriilmiistir. Kontrol, dH20, 1 ve 5 mg/mL enjeksiyon gruplari arasinda farklilik
bulunmazken, 20-80 mg/mL gruplari ile diger gruplar arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05). MDA
seviyesi Ol¢limlerine gére 20-80 mg/mL aras1t mikroplastik enjeksiyonu lipit peroksidasyonunu

azaltmaktadir.

1,4

1,2

a
a a
a a
1
a
da
0,8
0,6
0,4
0,2
0

Kontrol dH20 1mgmlL 5SmgmlL 20mgmlL 40 mg/ml 80 mg'mL
Mikroplastik Dozlar

(Umgprotein/min)

Lipit Peroksidaz Enzim Aktivitesi

Sekil 6.11; Mikroplastik enjeksiyonu sonucu G. mellonella hemolenfinde malondialdehit
miktar1
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3.2.5 Fenoloksidaz (PO) Enzim Aktivitesindeki Degisimler

Fenoloksidaz aktivitesi unit/mg.protein cinsinden ifade edilecek sekilde hesaplanmis olup
Tablo 3.8 ve Sekil 3.12°de verilmistir. Degerler arasinda ististiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir. PO miktar1 en yiiksek kontrol grubunda (0,0037); en diisiik dH>O grubunda
(0,0025) goriilmiistiir.

Tablo 3.8; Mikroplastigin G. mellonella’da PO aktivitesine etkisi.

1 5 20 40 80
Dozlar Kontrol  dHz0 g/mL mg/mL  mg/mL  mg/mL mg/mL
Fenoloksidaz 0,0037 0,0025 0,0030 0,0032 0,0027 0,0029 0,0032

(U/mg.protein/min) +0,0018* +0,0018% +0,0009% +0,0015% +0,0011* +0,0028% +0,0012%

* Ortalama hiicre sayisi1 yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug

** Ayni siitunda ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0,05, Tukey HSD Testi).
*** F=0,854; sd=6, 105; P= 0,532

0,006 a

0,005

da
da
a da
0,004
0,001 i i
0

Kontrol dH20 1mg/mL Smgml 20mgml 40 mg/ml 80 mg/mL
Mikroplastik Dozlar1

o]
[e]
=]
w

Fenoloksidaz Enzim Aktivitesi
(Umgprotein/min)
(=]
[w]
(=]
%]

Sekil 7.12; Mikroplastik enjeksiyonu sonucu G. mellonella hemolenfinde fenoloksidaz enzim
aktivitesi
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4. TARTISMA VE SONUC

G. mellonella’da mikroplastigin hemosit sayisi tizerindeki sonuglarina gére kontrol gruplari ile
mikroplastik enjeksiyonlu gruplar arasinda anlamli bir farklilik belirlenmistir. Enkapsiilasyon
24. saatte giiclii enkapsiilasyon grubunda kontrol grubuna gore biitlin enjeksiyon gruplarinda
onemli bir azalma gozlemlenmistir. 24. saatte olmamis melanizasyon grubunda kontrol grubuna
gore 1, 5, 20 ve 40 mg/mL arasinda fark vardir; zayif melanizasyon grubunda kontrol grubu ve
40 mg/mL gruplarinda fark goriilmiistiir; orta melanizasyon grubunda kontrol grubuna gére 20
ve 80 mg/mL gruplarinda fark vardir; giiclii melanizasyon grubunda ise kontrol grubuna gore
1, 5, 20 ve 40 mg/mL gruplarinda fark gdzlemlenmistir. Total protein miktar1 sonuglarina gore
kontrol ile tiim enjeksiyon dozlar1 arasinda anlamli bir farklilhik vardir. Mikroplastik
enjeksiyonu G. mellonella hemolenfinde total protein miktarinda artisa neden olmustur.
Stiperoksit dismutaz, katalaz ve fenoloksidaz enzim aktivitesi degerleri arasinda ististiksel
olarak anlaml bir fark goriilmemistir. Lipit peroksidaz enzim aktivitesi degerlendirildiginde
20-80 mg/mL gruplari ile diger enjeksiyon gruplar1 arasindaki fark dnemlidir. MDA seviyesi
Olciimlerine gore 20-80 mg/mL aras1 mikroplastik enjeksiyonu lipit peroksidasyonunu

azaltmaktadir.

Dolar ve arkadaslart (2021), Porcellio scaber hemosit sayisi iizerinde yaptiklar1 mikroplastik
deneyinde, graniilosit miktarinda artis oldugunu gostermislerdir. Yaptigimiz caligmada
mikroplastik parcalarinin G. mellonella iizerinde kontrol grubuna gore hemosit sayisinda diisiis
gozlemlenmistir. Bazi1 arastirmalar, toplam hemosit sayis1 artiglarinin, cansiz hemositleri canli
hemositlerle degistirmek i¢in geri besleme dongiisiinii temsil ettigini ileri stirmiistiir (Fatima ve
ark., 2014). Dolar ve arkadaglarinin deneyinde gézlemlenen sonugun bununla iligkili oldugunu
soyleyebiliriz. Dolar ve arkadaslar1 (2022)’nin bir diger P. scaber iizerindeki mikroplastik
caligmasinin sonuclarinda mikroplastige maruz birakildiktan sonra erken donemde hemosit
canliliginda hafif bir azalma egilimine yol actigini gostermislerdir. Yapmis olduklar1 bu
caligmanin sonuglar1 bizim ¢aligmamizla ayni sonuca ulasmistir. Dolar ve arkadaglarinin bu
caligmasinda toplam hemosit sayisindaki degisiklikler, kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli goriilmemistir. Tek onemli degisiklik, P. scaber’in topraktaki
%1,5'lik lastik parcaciklarina 4 giin maruz kalmasindan sonra gézlenmistir ve kontrole kiyasla
neredeyse %60'likk Onemli bir azalma goriilmustiir. Trifuoggi ve arkadaglar1 (2019)
Sphaerechinus granularis iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada mikroplastige maruz kalan

embriyolarda mitotoksisite (aktif mitoz igermeyen embriyolarin yiizdesi olarak) 6nemli 6l¢iide
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artmis mitotik sapmalar oldugunu fade etmislerdir. Lu ve arkadaslar1 (2021) polistiren
mikroplastiklerin (PS-MP'ler) Vicia faba kokleri tizerindeki sitotoksisitesi ve genotoksisitesi
incelemiglerdir ve V. faba koklerini 24, 48 ve 72 saat boyunca PS-MP'lere (10 nm) maruz
birakarak arastirmislardir. Calismalarinin sonucunda kokteki mitotik indek PS-MP'lerle islenen

numunedeki biiylime 6nemli 6l¢iide azalmistir.

Wan ve arkadaglar1 (2019), larva zebra baliklarina; 7 giin boyunca, iki boyutta (5 ve 50 mm
capinda) ve 100 ve 1000 mg/L olarak iki dozda floresan ve islenmemis polistiren mikroplastik
parcalarina maruz birakarak etkilerini degerlendirmislerdir. Yaptiklar1 calismanin sonuglarina
gore polistiren mikroplastiklere maruz kalmanin, larva zebra baliginda metabolik profillerde
degisikliklere neden oldugunu, enerji metabolizmasi, glikolipid metabolizmasi, inflamatuar
yanit, norotoksik yanit, niikleik asit metabolizmasi ve oksidatif streste diferansiyel
metabolitlerin rol oynadigini, ayrica katalaz aktivitelerini ve glutatyon icerigini 6nemli dl¢lide
azalttigin1 belirlemislerdir. Bununla birlikte; polistiren mikroplastiklere maruz kalmanin,
glikolizle iligkili genlerde ve lipid metabolizmasiyla iliskili genlerde degisikliklere neden

oldugunu gostermislerdir.

Xiao ve arkadaglar1 (2020), polistiren mikroplastikler (PS-MP'ler) ile model tatli su mikroalgi
Euglena gracilis arasindaki etkilesimleri aragtirmislardir. Calismalarinin sonucunda siiperoksit
dismutaz aktivitelerinin, tim PS-MP'lerle tedavi edilen gruplarda Onemli olcilide
indiiklendigini, peroksidaz aktivitelerinde de, PS-MP'lere maruz kaldiktan sonra oksidatif
stresin indiiklendigini gosteren iki boyuttaki (5 mm ve 0.1 mm) PS-MP'lerden 6nemli 6lciide
etkilendigini ve molekiiler diizeyde, PS-MP'ler, hiicresel siireclerde, genetik bilgi islemede,
organizma sistemlerinde ve metabolizmalarda yer alan genlerin ekspresyonunu

diizensizlestirdigini gdstermislerdir.

Ding ve arkadaslar1 (2018), calismalarinda tatli su baligi Oreochromis niloticus tizerinde
mikroplastiklerin birikimini ve doku dagilimini ve ayrica mikroplastiklerin O. niloticus
tizerindeki biyokimyasal etkilerini degerlendirmislerdir. Calismalarinin sonuglarina gore
karacigerdeki antioksidatif enzim SOD aktivitesi, maruz kalma siiresi boyunca 6nemli dlciide

indiiklenirken, MDA igerigi, mikroplastiklere maruz kalma ile degismedigini gostermislerdir.
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Jin ve arkadaslar1 (2021), polistiren mikroplastiklerin (PS MP'ler) farelerin erkek iiremesindeki
toksik etkileri arastirmiglardir. Calismalarinin sonuglarina gore spermatojenik hiicrelerin
absislestigini ve diizensiz bir sekilde iiretldigini, seminifer tiibiilde ¢cok ¢ekirdekli gonositlerin
olustugunu gostermislerdir ve PS-MP'ler testikiiler inflamasyona, kan-testis bariyerinin

bozulmasina neden olmustur.

Cao ve arkadaslari (2017) calismalarinda, topraklarda %0, 0,25, 0,5, 1 ve 2 (w/w)
konsantrasyonlarinda mikroplastiklere (Polistiren, 58 um) maruz kalan solucanlarin (Eisenia
foetida) yeni ortamlarina uyum giiclerini arastirmiglardir. Calisma sonucunda,
mikroplastiklerin diisik konsantrasyonlar (< %0,5 (a/a)) altinda solucanlarin hareketliligi
iizerinde ¢ok az etkiye sahip oldugunu, yiiksek konsantrasyonlarda (yani, %1 ve %2)
mikroplastiklere maruz kalmanin biiytimeyi 6nemli 6l¢iide engelledigini ve solucan 6liimlerini

artirdigin1 gostermislerdir.

Wang ve arkadaslar1 (2022), yaptiklari ¢alismada sirastyla 250, 500 ve 1000 pg/ml polistiren
mikroplastiklere (PS-MP'ler, 1-10 um) maruz kalan domuz testis (ST) hiicre modelleri
olusturmuslardir. Calismalarinin sonucunda, PS-MP'lerin doza bagli olarak hiicre canliligini
azalttigini, PS-MP'lere maruz kalma altinda ST hiicrelerinde apoptoz ve nekroz olusumunu ve
ilgili isaret genlerinin (B-hiicreli lenfoma-2, Bcl-2 Iliskili X, Kaspaz-) ekspresyon

degisikliklerini gosterdigi sonucuna ulagmislardir.

Calismamizin sonuglarina gore mikroplastik enjeksiyonu tiim dozlarda kontrol gruplarina gore
toplam hemosit sayisinda anlamli azalmaya neden olmustur. Bunun muhtemel nedeni
mikroplastiklerin hemositlerde apoptoz ve nekroza yol agmasidir. Bunun yaninda dolagimdaki
graniilsoitlerin yabanci olarak algiladigi mikroplastikleri fagosite ediyor olmasida hemosit
sayisindaki degisimle alakalidir. Yaptigimiz ¢aligma esnasinda graniilositlerin sitoplazmaya yer
birakmayacak kadar yogun sekilde mikroplastik pargalarini fagosite ettigini belirledik.
Mikroplastiklerin hiicre igerisindeki birikimi metabolik faaliyetlerin gerceklesmesini
engelleyecek boyutta oldugu i¢in, graniilositlerin canliligin1 yitirmesi, hemosit sayisinda diisiise

neden oluyor olabilir.

Kaya ve arkadagslar1 (2020), G. mellonella larvalar1 tizerinde yaptiklari ¢alismada indol-3-
asetikasite maruz biraktiklar gruplarda enkapsiilasyon hizindaki degisimlerin anlamli olmadig:

soylemiglerdir. Ancak melanize olmayan hemositlerde 4. saatte 5000 ppm'de kontrole gore artis
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gosterdigini sdylemislerdir. 50 ppm'de melanizasyonda giiclii bir diisiis ve 24 saatte melanize

olmayan boncuk sayisinda 50 ve 1000 ppm'de artis gézlemlemislerdir.

Kaya ve arkadaslar1 (2021)’nin model organizma G. mellonella iizerinde yaptiklari bir diger
calismada Helichrysum arenarium (Altin otu) Oziitiiniin enkapsiilasyon ve melanizasyon
etkilerine bakilmistir ve ¢alismalarinin sonucunda elde edilen bulgulara gore H. arenarium
%0,25 ve %0,5 doz enjeksiyonlart dimetilsiilfoksit (DMSO) gruplarina gére hemosit sayisinda
artisa neden olmustur. Ayn1 zamanda, %0,25 ve %0,5 dozlari, enjekte edilen diger gruplara
kiyasla giiglii bir enkapsiilasyon-melanizasyon tepkisi gosterdigini sdylemislerdir. Kaya ve
arkadaglar1 (2021)’mn sonuglarma gore, H. arenarium ekstrakti yiiksek dozlarda (%0,5'in

tizerinde) anti-mitotik aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir.

Kaya ve arkadaslar1 (2022), parazitoid yaban aris1 Pimpla turionellae kaliks sivisinin konak G.
mellonella hiicre aracili bagisiklik tepkisi ve hemosit canliligi lizerindeki immiinosiipresif
etkisini incelemislerdir. Calismalarinin sonucunda, G. mellonella'nin toplam hemosit sayisinin,
kaliks sivist ile karsilagmasindan sonra konsantrasyona bagli bir sekilde azaldigim
belirtmislerdir. Hem in vivo hem de in vitro tiim kaliks sivist dozlarinda hiicre canliliginda
onemli azalmalar oldugundan da bahsetmislerdir. Enkapsiilasyon araglar1 olarak boceklere
enjekte edilen boncuklarin analizleri, enkapsiile edilmis boncuk sayisinin, kaliks sivi
enjeksiyonu sonrast kontrollere kiyasla 6nemli 6l¢iide azaldigim1 gostermislerdir. Calismada
kullanilan en yiiksek kaliks dozu olan 1 disi esdegeri kaliks enjeksiyonunun, enjeksiyondan 24
saat sonra son instar larvalarmin giiclii enkapsiilasyon ve melanizasyon reaksiyonlarini

tamamen engellemek i¢in yeterli oldugunu sdylemislerdir.

Gwokyalya ve Altuntas (2019), G. mellonella larvalarint model alarak borik asit (BA)’nin
insektisidal etkilerini ve toksik aktivitelerini immiinolojik ve genotoksik etkiler acisindan
aragtirmiglardir. BA konsantrasyonlarini (78.125-10.000 ppm) larvalara zorla besleme yontemi
kullanilarak uygulamiglardir ve tiim larva gruplarinda konsantrasyona bagli 6liim
gozlemlemisglerdir. Calismalarinin sonuglarinda, toplam hemosit sayimlarinda ciddi diisiisler
gbzlemlemislerdir. BA tedavisinden sonra canli hiicrelerde doza bagli azalmalar, nekrotik ve
apoptotik oranlarda artis gézlemlemislerdir ve larva hemositlerinin mitotik indekslerinin tiim
BA konsantrasyonlarinda degismedigini belirtmislerdir. BA'nin sitotoksik etkisinin, tedavi
edilen larvalarin enkapsiilasyon, melanizasyon ve nodiilasyon aktiviteleri gibi hiicresel

bagisiklik tepkilerinde dnemli bir azalmaya yol ac¢tigini, BA’nin en yiiksek konsantrasyonda
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mikroniikleus oranlarini artirirken, G. melonella larva hemositlerinde DNA hasarin1 gosteren

Comet parametrelerinin tiim konsantrasyonlarda artig gosterdigini gdzlemlemislerdir.

Altuntas ve arkadaslar1 (2022), Ethephon'un (ETF) model bocek G. mellonella larvalarinin
hiicresel aracili bagisiklik sistemi iizerindeki etkilerini belirledikleri 6ldiiriicii dozlar1 (LD2s ve
LDso) kullanarak arastirmiglardir. Calismalarinin sonuglarinda, G. mellonella larvalarinin
ETF’ye maruz birakilmasinin, tiim dozlarda apoptotik ve nekrotik hiicre oranlarini arttirdigini,
dolasimdaki hemosit sayisini ve canli hiicre sayisin1 6nemli 6l¢iide azalttigini gostermislerdir.
Ayrica ETF, sferiilosit, oenosit ve prohemosit sayisini, mitotik indeksleri arttirmis, dolagimdaki
graniilosit sayisini azaltmis fakat plazmatosit sayisini degistirmemistir. Ayrica in vivo
enkapsiilasyon sonuglari, her iki dozda da ETF ile miidehale edilmis G. melonella larva

hemositlerinin enkapsiilasyon yeteneklerinin 6nemli 6l¢iide baskilandigini gostermistir.

Yi ve arkadaslar1 (2016), parazit-konak modeli olarak nematod (Steinernema carpocapsae ve
Heterorhabditis bacteriophora) kiitikiilleri ve G. mellonella larvalarini kullanarak, nematod
kiitikiil enfeksiyonunun erken evresinde konagin dogustan gelen bagisiklik parametrelerindeki
degisiklikleri ve eikosanoidin biyosentez siirecindeki roliinii aragtirmiglardir. Sonuclarinda, S.
carpocapsae veya H. bacteriophora kiitikiillerinin larva hemoséliine enjeksiyonunun her
ikisinin de temel dogustan gelen bagisiklik parametreleri olan hemosit yogunlugu,
mikroagregasyon, fagositoz ve hemositin kapsiilleme yetenekleri ve fenoloksidaz ve
antibakteriyel aktivitelerde onemli diisiislere yol agtigin1 ve parazit kiitikiillerinin, konaginin

dogustan gelen bagisiklik tepkisini aktif olarak baskilayabildigini gostermislerdir.

Dubovskiy ve arkadaglar1 (2011), G. mellonella larvalarinin hemolenfinde, enkapsiilasyon,
esterazlar, glutatyon S-transferaz (GST) ve fenoloksidaz aktivitesi tizerinde nikelin etkilerini
arastirmislardir. Diisiik dozda nikel (10 pg g?) ile beslenen larvalarmn, nikel igermeyen bir
diyetle beslenen kontrollere gore onemli 6l¢iide daha yiliksek GST, fenoloksidaz aktivitesi ve
enkapsiilasyon tepkilerine sahip oldugunu belirtmislerdir. Ayrica 6liimciil olmayan nikel dozu
(50 pg gt ile beslenen larvalarin GST, esteraz aktivitesi ve enkapsiilasyon oranlarini
arttirdigini ancak fenoloksidaz aktivitesini azalttigini bulmuslardir. Oliimeiil olmayan nikel
dozu dogustan gelen bagisikligr arttirsa da, bunun gercek patojene karsi direnci azalttigini

gostermislerdir.
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Ucgkan ve arkadaslar1 (2010), Pimpla turionellae tarafindan parazitlenme veya zehirlenmenin,
konak G. mellonella’ nin (Lepidoptera: Pyralidae) larva ve pupa evrelerinde enkapsiilasyon ve
melanizasyon tepkilerini etkileyip etkilemedigini arastirmiglardir. Pupa icine zehir
enjeksiyonundan 4 ve 24 saat sonra gii¢lii bir sekilde enkapsiile olmus ve melanize edilmis
boncuk sayisinin %50'den fazla azaldigini ortaya ¢ikarmislardir. Ayrica enjeksiyondan 4 saat
sonra son instar larvalarina Oldiiriicii dozda zehir enjeksiyonunun (0,5 zehir esdegeri),

hemositlerin boncuklar1 enkapsiile etme yetenegini %50'den fazla azalttigini belirtmislerdir.

Dubovskii ve arkadaslar1 (2010), naylon implantlarin enkapsiilasyon siirecinin gelistirilmesinde
enzimatik antioksidan (siiperoksit dismutaz, glutatyon-S-transferaz ve katalaz) aktivitelerinin
yani sira G. mellonella lenflerinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu incelemislerdir.
Kiitikiiliin implantla delinmesinden 15 dakika sonra yiizeyinde bir kapsiil olustugunu tespit
etmislerdir. Kapsiiliin aktif melanizasyonunun 4 saat slirdiiglinii, implantin yerlestirilmesinden
sonra, hemolenfte ROS olusumunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigini ve bocek

hemositlerinde enzimatik antioksidan aktivitelerinde bir azalma ortaya ¢iktigini belirtmislerdir.

Calismamizin enkapsiilasyon sonuglarina gore; mikroplastik enjeksiyonu sonucunda 4. Saatte
kontrole gore 20 ve 40 mg/mL dozlarinda giiglii enkapsiilasyonu azaltmigtir. Benzer sekilde 24.
saat sonunda tiim dozlarda giiglii enkapsiilasyonu azaltmig, 20-80 mg/mL dozlarinda zayif

enkapsiilasyonu arttirmistir.

Enkapsiilasyon tepkisinde azalmanin nedeni graniilositlerin gorevlerini yerine getiremiyor
olmasindan kaynaklanmast muhtemeldir. Enkapsiilasyon tepkisinde kritik gorevi olan
graniilositler mikroplastikleri fagosite ettikleri i¢in, enkapsiilasyon ajaninin etrafinda birikim
azalttig diisiiniilmektedir. Enkapstilasyon tepkisine paralel olarak melanizasyon tepksisinde de
benzer sonuglar goriilmiistiir. Melanize olmayan boncuk sayisinda kontrole gore doz enjeksiyon
gruplarinda anlamli artis vardir. Bu sonuglarin; hemositlerin melanizasyondaki gorevlerini
etkin bir sekilde gergeklestiremiyor olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ozetlenen
literatiirde de, hemosit sayis1 ile enkapsiilasyon-melanizasyon arasindaki dogru orantili iligki
goriilmektedir. Gwokyalya ve Altuntas (2019), borik asitin sitotoksik etkisinin sonucunda G.
mellonella larvalarinda enkapsiilasyon, melanizasyon ve nodiilasyon aktivitelerinde 6nemli bir
azalmaya yol agtigin1 belirlemislerdir. Benzeri sekilde Kaya ve ark. (2022) calismasinda da
hemosit sayisindaki azalmaya paralel sekilde enkapsiilasyon-melanizasyon tepkilerinde azalma

gorilmistiir. Yi ve ark. (2016)’nin ¢alisma sonuglarinda da hemosit sayis1 ve enkapsiilasyon
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tepkisi arasinda paralellik gorilmiistiir. Hemosit sayisindaki diislis, enkapsiilasyon ve
melanizasyon tepkilerinde diisiise neden olmaktadir. Calismamizin enkapsiilasyon-

melanizasyon sonugclari literatiir ile uyumludur.

Curi ve arkadaslar (1998), yaptiklar ¢alismada kiiltiirlenmis nétrofillerde biitiinliik, ince yapa,
fagositoz kapasitesi ve H202, O ve NO2 iretimindeki degisiklikleri incelemislerdir ve
antioksidan enzimlerin (CAT, SOD ve glutatyon bagimli peroksidaz GSH-Px) aktiviteleri
benzer kosullar altinda 6l¢lilmiistiir. Calismalarinin sonucunda, 24 saat boyunca kiiltiirlenen
notrofiller, azalmis fagositoz kapasitesi gosterirken, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde azalmaile
gerceklesen oksijen ve nitrojen reaktif tiirlerinin {iretiminin, bu kosullar altinda nétrofillerde

gerceklesen apoptoz siirecinde anahtar rol oynadigini belirtmislerdir.

Tungsoy ve arkadaslari (2019), bakir oksit nanopargaciklarinin (CuO NP'ler) etkilerini, G.
mellonella'nin orta bagirsagi ve yag govdesinde arastirmislardir. Dordiincti donem larvalari,
son donem larvalar1 olana kadar 10 pg Cu/L CuO'ya maruz birakmislardir ve katalaz (CAT),
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-s-transferaz (GST) ve
asetilkolinesteraz (AChE) ve metal birikimini degerlendirmislerdir. Calismalarinin sonunda,
CuO NP'leri orta bagirsak ve yag gévdesinde CAT aktivitelerini arttirirken, SOD aktivitelerini
azalttig1 sonucuna ulagmiglardir. Biiyiikgiizel ve arkadaglar1 (2013), borik asidin G. mellonella
larvalar lizerindeki etkisini incelemislerdir. Kimyasalin, genellikle konsantrasyona bagli bir
sekilde, larvalar icin toksik oldugu sonucuna ulagmislardir ve maruz kalan gruplarda lipid
peroksidaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz aktivitelerinde artis s6z konusu olmustur. Liu ve
arkadaslar1 (2020) polistiren nanoplastige maruz birakilan Daphnia pulex'te reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) igerigi, MAPKHIF-1/NFKB yolundaki gen ve protein ekspresyonu,
antioksidan gen ekspresyonlari ve enzim aktivitelerini Ol¢miislerdir. Sonuglarina gore
nanoplastigin diisiik doza bagli etkilerle birlikte ROS'un asir1 iiretimine neden oldugunu ve doz
konsantrasyonu arttikca antioksidan enzimlerin (CAT, toplam SOD ve CuZn SOD)

aktivitelerinin dnemli dlglide azaldigini gostermislerdir.

Umamaheswari ve arkadaslar1 (2021), polistiren mikroplastiklere (PS-MP'ler) maruz kalan
zebra balig1 (Danio rerio) solungaglarinda apoptozun altinda yatan bir dizi molekiiler olay1
arastirmislardir. Calismanin sonucunda farkli konsantrasyonlardaki (10 ve 100 pg L) PS-
MP'ler, sirasiyla oksidatif ve bagisiklik savunma mekanizmasini etkileyen reaktif oksijen

tiirlerinin (ROS) olusumunu indiikledigini belirtmiglerdir.
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Chi ve arkadaslar1 (2022), polistiren nanoplastik (NP) maruziyetinin neden oldugu karaciger
hasarinin i¢sel mekanizmasini aragtirmiglardir ve farelerin deoksiriboniikleaz I (DNaz I) kaph
PSNP'lere maruz kalmasi saglanmistir. Sonuglarina gore, ndtrofil hiicre dis1 tuzagi (NET) in
vivo, karacigerde notrofil infiltrasyonunu azaltmistir, ROS NLRP3 eksenini inhibe etmistir ve
sitokinlerin ekspresyonunu belirgin sekilde azaltmistir. Yang ve arkadaslar1 (2022), polistiren
nano ve mikro partikiillerin fetiisler iizerindeki potansiyel toksisitesi iizerinde calisma
yapmiglardir ve sonuglarinda PS nanopargaciklarin, glutatyon takviyesi ile dnlenen ndronal

hiicre hatlarinda asir1 ROS ve apoptoza neden oldugunu belirtmislerdir.

Shengchen ve arkadaglari (2021), iki boyutlu polistiren mikroplastiklerin (PS-MP'ler, 1-10 um
ve 50-100 pum) anterior tibial (TA) kas biiylimesi ve farelerde yaralanma sonrasi onarim
iizerindeki etkisini arastirmislardir. Arastirma sonuglarina gore, PS-MP tedavisinin miyoblastin
hiicre canliligin1 etkilememesine ragmen, hiicre i¢i ROS olusumunu ve oksidatif stresi
siddetlendirdigini, p38 MAPK'nin fosforilasyonunu azaltarak miyojenik farklilagmay1 inhibe
ettigini ve NF-kB ifadesini artirarak adipojenik farklilasmay1 destekledigini gostermislerdir. Li
ve arkadaglar1 (2021), yaptiklar1 ¢aligmada polistiren mikroplastiklerin hepatosit apoptozunu ve
ROS kaynakli kalsiyum agir1 yliklenmesi yoluyla anormal glikolitik akisi tetikledigini

gozlemlemislerdir.

Wu ve arkadaslar (2022), calismalarinda sazanlar1 28 giin boyunca sirasiyla ii¢ pargacik
boyutuna (50 nm, 100 nm ve 400 nm) sahip polistiren NP'lerin (1000 pg/L, PS-NP'ler) sulu
ortamina dogrudan maruz birakmislardir. Calisma sonucunda, H&E ve TUNEL boyamasi, li¢
capli PS-NP'lere maruz kalmanin hepsinin sazanlarda miyokardiyal doku iltithabina ve
kardiyomiyosit apoptozuna neden oldugunu, ROS igeriginin Onemli oSlgiide arttigini,
antioksidan enzimlerin (CAT, SOD1 ve Gpx1) aktivitelerinin azaldigin1 ve MDA ’nin biriktigini
gostermislerdir.Liang ve arkadaslar1 (2021), farelerde tek ve birlikte maruz kalma kosullari
altinda {ii¢ polistiren (PS) partikiiliiniin (50 nm PS, PS50; 500 nm PS, PS500; 5000 nm PS,
PS5000) biyolojik dagilimini dlgmiislerdir ve farelerin dort bagirsak segmentinde (duodenum,
jejunum, ileum ve kolon) bagirsak bariyerinin {i¢ ana bileseni (mukus tabakasi, sik1 baglantilar
ve epitel hiicreleri) tiizerindeki etkilerini arastirmislardir. Sonuglarinda, PS mikro ve
nanoplastiklerin bagirsak bariyeri disfonksiyonu tlizerindeki kombine toksisitesinin, farelerde
esas olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) aracili epitel hiicre apoptozundan kaynaklandigin
bulmuslardir. Bulgularimiza gore antioksidan enzimlerden SOD ve CAT aktivitesi {izerinde

mikroplastiklerin bir etkisi bulunmamaktadir. Bununla birlikte lipid peroksidasyonu sonucu
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olusan MDA miktarinda 20-80 dozlarinda azalma goriilmiistiir. Ozetlenen literatiire gdre
mikroplastik maruziyeti ROS olusumunu arttirikken antioksidan enzim aktivitesini
azaltmaktadir. Bununla birlikte mikroplastik parcaciklarinin toksititesi ile boyutlar1 arasinda
kolerasyon bulunmaktadir (Wu ve ark., 2022), maruz kalinan mikroplastik parcas1 ne kadar
kiiciik ise meydana gelen toksik etki o denli yiiksek olmaktadir (Wu ve ark., 2022).
Calismamizda kullanilan mikroplastik boyutu (1 pm), fagosite edilecek kadar kiigiik,
enkaspsiilasyona neden olmayacak kadar biiyiik olacak sekilde belirlenmistir. Mikroplastik
parcaciklar1 ROS {iretimini arttirarak apoptotik mekanizmay1 ¢alistirarak hiicre 6liimiine neden
olmus, ancak antioksidan enzimler {izerinde bir degisiklige neden olmamustir. Elde edilen bu
bulgu ozetlenen literatiir ile uyumludur. ROS iiretiminin artmasi ile antioksidan enzim
aktivitelerinin artmast beklenmektedir, ancak mikroplastik parcalarinin antioksidan enzim

aktivitesini azaltmasi elde edilen bulgularin en muhtemel aciklamasidir.

Kaya (2020), G. mellonella iizerinde yaptig1 fenoloksidaz enzim aktivitesi galismasinda,
piretrum insektisitini kullanmistir. Bu ¢alismadan elde ettigi bulgularda, 0,6 mg/mL piretrum
insektisitinin fenoloksidaz enzim aktivitesini arttirdigini gostermistir. Bu dozun tizerindeki ve
altindaki dozlarin fenoloksidaz aktivitesinde kontrol gruplarmna gore énemli bir degisiklige

neden olmadigini belirtmistir.

Kaya ve Tirkdogan (2021), G. mellonella larvalarina zeytin yapragi oziitii enjekte ederek
fenoloksidaz enzim aktivitesini 6lgmiislerdir. Bu calismadan elde ettikleri bulgularda, zeytin
yapraglt ekstraktinin 0,001 mg/mL dozunda fenoloksidaz aktivitesini arttirdigini

gostermislerdir.

Silva ve arkadaglar1 (2021), Chironomus riparius tizerinde 32-63 um boyutlarindaki
mikroplastiklerin yutulmasimma bagli olarak bdceklerin fenoloksidaz enzim aktivitesini
gozlemlemistir. Deneylerinin sonucunda mikroplastiklerin larvalar tarafindan yutulmasi, 5 ve
20 g PE-MP'ler kg!'de bazal PO aktivitesinde sirastyla %26 ve %29 oraninda 6nemli bir artisi

tetikledigini gostermislerdir.
Kaya ve arkadaslar1 (2021), ¢esitli dozlarda Hypericum arenarium'un G. mellonella larvalarinin

fenoloksidaz aktivitesi lizerinde tipki hemosit sayisi ve giiclii enkapsiilasyon-melanizasyon

tepkisininde oldugu gibi %0,25 ve %0,5 dozlarinda artisa neden oldugunu gézlemlemislerdir.
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Coates ve arkadaslar1 (2019), G. mellonella larvalarinin, hemoséliine dogrudan enjeksiyon ve
gavaj (zorla besleme) yoluyla fizyolojik olarak uygun dozlarda okadaik asit vermislerdir.
Okadaik asitin > 242 pg/kg konsantrasyonlarinda verilmesinden sonraki 24 saat i¢inde hayatta
kalan larva sayisinda ve dolasimdaki hemosit sayilarinda 6énemli diisiislere yol a¢tigindan
bahsetmislerdir. Hemolenfte, okadaik asitin hemosit canliligin1 azalttigin1 ve fenoloksidaz

aktivitelerini arttirdigini belirtmislerdir.

Aksan ve arkadaslar1 (2022), bitki gelisim diizenleyicisi indol-3-asetik asidin (IAA) G.
mellonella ve parazitoit Pimpla turionellae tizerindeki hemolitik aktivite ve fenoloksidaz
aktivitesi tzerindeki etkilerini arastirmiglardir. Caligmalarimin sonucunda, G. mellonella
hemolenfindeki fenoloksidaz aktivitesinin, kontrole kiyasla tiim IAA dozlarinda 6nemli 6l¢lide
azaldigini, ancak P. turionellae hemolenfindeki fenoloksidaz aktivitesindeki azalmalarin 500

ila 10,000 ppm arasinda anlamli oldugunu gostermislerdir.

Melanizasyonda gorevli olan PO 6zellikle fagosite edilemeyecek kadar biiyiik istilacilara kars1
aktif olarak goérev yapmaktadir. Calismamiz kapsaminda G. mellonella larvalarina enjekte
edilen mikroplastik parcalar1 graniilositler tarafindan fagosite edildigi belirlenmistir.
Mikroplastiklerin PO aktivitesi {izerindeki etkilerini inceleyen sinirli sayida calisma
bulunmaktadir. Silva ve ark. (2021) ¢aligmalarinda, 32—63 um boyutlarindaki mikroplastiklerin
PO aktivitesini arttirdigini belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizin sonuglari ise 1 pm boyundaki
mikroplastik partikiillerinin PO aktivitesini degistirmedigini gostermektedir. Bu iki ¢aligma
arasindaki en onemli farklilik mikroplastik pargalarinin boyutlaridir. Silva ve ark. (2021)
kullandig1 mikroplastik boyutu, G. mellonella’da enkapsiilasyon tepkisine neden olacak kadar
biiyiiktiir, oysaki bizim c¢alismamizda kullandigimiz mikroplastik boyutu 1 pum’dir. G.
mellonella larvalar1 immiinolojik maaliyeti diistirmek i¢in inokiiliinlerin boyutu ve miktarina
uygun yogunluk ve araglarla immiin yanit olusturmaktadir (Wu ve ark., 2016). Kullandigimiz
mikroplastik boyutundan kaynakli olarak PO aktivasyonu yerine fagositoz tepkisinin olugmasi

nedeni ile ¢aligmamizda PO aktivitesinde bir degisiklik meydana gelmedigini diistinmekteyiz.

Calismamizin sonuglarina gore mikroplastikler G. mellonella hemositleri tizerinde sitotoksik
etki olusturarak hemosit aracili bagisiklik yanitlarini azaltmis, antioksidan enzim aktivitesinde
ve PO aktivitesinde degisiklige neden olmamistir. Kiiclik boyutlu mikroplastiklerin savunma
hiicreleri tarafindan fagositozu, bagisiklik tepkilerinin azalmasina neden olmustur. Bu sonuglar

bize 1 mikron boyunda mikroplastiklerin enzimatik aktiviteleri etkilemeden sitotoksik etki
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gostererek bagisiklik sistemini zayiflattigi ve dolayli olarak canlilar1 diger patojenlerin
etkilerine kars1 savunmasiz birakarak tehlikeli sonuglara yol agtigin1 gdstermektedir. Giderek
biiyliyen bir ¢evre problemi olan mikroplastikler hem karasal hem de sucul hayati artan oranda
tehdit etmektedir. Bu sorunun ¢oziilmemesi durumunda hem karasal hem sucul canlilarin
Oliimciil sonuglarla yiizlesmesi gerekecektir. Tez calismamizin sonuglart mikroplastiklerin
boyutlarina gore viicutta hasar olusturdugunu bunun yaninda hangi boyutta olursa olsun canlt

yasami1 tehlikeye soktugu acik bir sekilde goriilmektedir.
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SOLD CONTENT
PARTICLE COMPOSITION

PR 3&..&/,«

O Renhcls Schwsernge:
Quabty Aszurance
Buchs, Swizeriand

2o tgm
25604
BCCGMY
Sigre

03 SEP 2021

RESULTS

CPS DISC CENTRFUGE DC 24000
NIST TRACEABLE, NS-STANDARD
SRM 1681 (255 NM +(- T NM)

SRM 1690 (B35 NM +- & NM)
10UM

103 UM

oozum

24%

PARTICLE SPECIFIC GRAVITY: 105
fele s}

0%

POLYSTYRENE

SQre AT 1C waTerta Pl 8 SAals DONFEeT 10 e Prirmuber (oMW @ 1N Bnd cther

Bgrw MIVh peticaaorn
detarne (e wdanity Oof 1 (RTeCIN) Br i cettude’ U AOCREAS TTE ard condlans Yy Mg Phamun e wvervs by of Te

reckcr o pechyg sy STV FE30d products e sokd esdhssively IANGh SigTa-Ak: K

65



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
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: Seranay OZGEN
: 14.07.1996 / Bagcilar
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Y. Lisans Balikesir Universitesi/Biyoloji 2020—.devam
ediyor

Lisans Canakkale 18 Mart Universitesi/ Biyoloji 2014-2020

Lise Bagcilar Orhangazi Anadolu Lisesi, Istanbul 2010-2014
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