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ZEBULARININ KONAK Galleria mellonella (L.) ve ENDOPARAZITOID
Pimpla turionellea (L.) YASAM DONGUSU ILE KONAK HEMOSITLERINE
ETKILERI

OZET

Epigenetikte son on yildaki gelismeler nedeniyle, DNA metilasyonu ilgi ¢ekici hale
geldi. DNA metilasyonundaki degisiklikler kansere, gelisimsel bozukluklara ve
yanlis hiicre farkliliklarina neden olabilir. Zebularin, kanser tedavilerinde ve
antitimor baskilayic1 olarak kullanilan DNA metilasyonunun inhibitér ajanidir.
Zebularin etkisi hakkinda ayrintili bilgi edinmek i¢in model organizmalar {izerinde
daha fazla aragtirma yapilmas gerekir.

Calisma boyunca konak Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera; Pyralidae) ve pup
endoparazitoidi Pimpla turionellae (L.) (Hymenoptera; Ichneumonidae) i¢in 254+2°C
sicaklik, %60+5 bagil nem ve 12:12 (Aydinhk: Karanlik) fotoperiyot uygulanda.
Zebularinin G.mellonellanin yasam dongiisiine, toplam hemosit sayisina, hemosit
tiplerine, mikrogekirdek, mitotik indeks degerlerine etkisi ve endoparazitoid olan
P.turionellaenin yasam dongiisiine etkileri incelendi.

Zebularinin G.mellonellanin ve P.turionellae'nin gelisim evrelerini geciktirdigi
yasam siiresini kisalttig1 tespit edildi. Zebularinin G.mellonella'nin hemosit sayisini
azalttigi, hemosit tiplerinden graniilosit, plazmatosit sayisinin azaldigi, onositoid
sayisinin arttig1 tespit edildi. Zebularin uygulanan G.mellonella hemolenfinde
mitotik indeks ve mikronukleus olusumunda azalma tespit edildi. Zebularinin farkl
organizmalar iizerindeki etkilerinin belirlenmesi, gen ekspresyon mekanizmalarinin,
hiicre farklilagsmalarinin, kanser tehditlerinin ve gelisimsel bozukluklarin
anlasilmasina katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik 6zellik, Galleria mellonella, Pimpla turionellae,
Toplam ve farkli hemosit sayisi, Zebularin.
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EFFECTS OF ZEBULARINE ON LIFE CIRCLE OF HOST Galleria
mellonellae (L.) AND ENDOPARASITOID Pimpla turionellea (L.) AND HOST
HEMOCYTES

ABSTRACT

Due to recent developments in epigenetics, DNA methylation has become more
intriguing in last decades. Alterations in DNA methylation may cause to cancer,
development disorders and cell differantiations. Zebularine is an inhibitory agent of
DNA methylation which commonlyused as atumor supressive in cancer treatments.
Further researchs on model organisms have importance to obtain detailed
information about effect of zebularine.

All procedures involving the cultivating of host Galleria mellonella (L.)
(Lepidoptera; Pyralidae) and pupal endoparazitoid Pimpla turionellae (L.)
(Hymenoptera; Ichneumonidae) were carried out in constant temperature 25 + 2 °C
with 60 = 5 % relative humidity under a photoperiod of light/dark cycle 12 h cycle.
The effects of Zebularine on the life cycle of G. mellonella and the endoparasitoid
P.turionellaeand also the total number of the hemocytes, hemocyte types,
micronucleus and mitotic index were examined.

It has been determined that Zebularine shortens the life expectancy of G.mellonella
and P.turionellae. It was determined that Zebularin decreased the number of
hemocytes of G.mellonella, decreased the number of granulocytes, plasmatocyte and
increased the number oenocytoids. Mitotic index and micronucleus formation were
decreased in G.mellonella hemolymph. Determination of effects of zebularine on
different organisms may contribute to understanding of gene expression mechanisms,
cell differantiations, threatments of cancer and developmental disorders.

Keywords: Biological Features, Galleria mellonella, Pimpla turionellae, Total and
differential hemocyte, Zebularine.
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GIRIS

Tarih boyunca diinya niifusu artarak bugiinlere gelmistir. Her gecen giin artan diinya
niifusu, giincel verilere gore 7 milyar gegmistir (Weeks, 2010). Diinya niifusundaki
bu artigla beraber, dogal kaynaklarin verimli kullanilamamasi, farklilagsan yasam
kosullar1 ve diinya tlizerinde meydana gelen krizler ortaya ¢ikan sorunlardir (Giirliik
ve Turan, 2008). Canlilarin temel gereksinimi olan besin, artan niifus artisiyla 2007
yilinda diinya gida krizi olarak kendini gosterdi (Giirliikk ve Turan, 2008). T. Robert
MALTHUS (1766-1834) niifus hakkindaki arastirmasinda yirminci ylizyilda
insanoglunun besin yetersizligi ile miicadele edeceginden bahsetmistir (Malthus,
1798). Bu kriz var olan gida kaynaklarimin ve buradan kazanilan gida maddelerini
dikkatli kullanma ve korunmasini zorunlu kilmaktadir. Gida ihtiyacini karsilamak
icin tarim alanlar1 genisletmek ekolojik ve sosyal nedenlerden dolayr miimkiin
olmadig1 ve tarima uygun alanlarin son siira ulasmasindan dolayi, var olan tarim
alanlarindan nitelikli daha fazla iiriin elde etme ¢alismalar1 baslamistir. Nitelikli ve
fazla iriin elde etmek amaciyla teknolojik caligmalardan yararlanarak tarimi
iyilestirmek amaglanmistir. Bu amag¢ i¢in uygulanan yontemlerden biri de tarim
zararlilarina kars1 kullanilan pestisitlerdir (Turabi, 2007). Tarim zararhilarinin, tarim
trlinlerinin miktar1 ve kalitesi iizerinde etkisi vardir (Peter 1984, Ecevit 1988).
Kimyasal kirliligin ana nedenlerinden biride denetimsiz pestisit kullanimidir. Pestisit
kullanimda hedef organizmaya % 0,015 - 6’s1 ulasirken geri kalan pestisit diger
organizmalara, topraga ve yer alt1 sularinda kimyasal kirlilik olarak birikir (Y1ildiz ve
dig., 2005). Aym1 zamanda pestisit besin zincirine karisarak insanlara ulasir ve

ekolojik, ekonomik sorunlar ortaya ¢ikarmaktadir (Andow, 1997; Graethead, 1983).

Pestisit kullanimi organizmada diren¢ olusturur ve pestisitin etkili olabilmesi igin
kimyasal degistirilir (Durmusoglu ve dig., 2010). Bu dongiide dogadaki diger
canlilarda zarar goriir, ekosistemde kimyasal madde miktar1 artar ve ekonomik zarar
verir (Ecevit, 1988; Fenemore, 1984). 1980 yilindan sonra yeni miicadele yontemi
olan “Entegre Zararl1 Yonetimi (IPM = Integrated Pest Management)” ekosisteme en

az zararla, tarim zararlhlariyla miicadeleyi amaglamistir (Edge, 2001; Fait,2001).



Fakat IPM yonteminde kullanilan bitki gelisim diizenleyiciler pestisitler gibi hedef
olmayan canlilara, dogaya ve insana zarari azimsanacak kadar degildir (Erol ve
Kilinger, 1986; Takada ve dig., 2001; Harris, 1983). Bu sebeplerden dolay1 biyolojik
kontrol yontemi en kabul goren yontemdir (Hill, 1983). Biyolojik kontrolde, dogal
diismanlardan en az risk tasiyani ve secici etki yapan parazitoidlerdir (Xu ve dig.,
2001; Andow ve dig., 1997). Ekolojik can simitleri olarak ifade edilen parazitoidler
biyolojik miicadelede kullanilan en 6nemli gruptur (Ugkan ve Giilel, 2002). Konak
ve parazitoid sayisindaki artig birbiriyle baglantilidir. Konak sayisindaki artis,
parazitoid sayisinida arttirir, ayni sekilde konak sayisindaki azalma parazitoid
sayisinin azaltmaktadir (Driesche, 1988; Faulds, 1991; Hassel ve Waage, 1984).
Konak ve parazitoid sayis1 birbiriyle baglantilidir. Cagimizin hastaliklarindan biri
olan kanserin tedavisinde kullanilan ilaclardan biri de sitidin analogu olan
zebularindir. Bu ¢alismanin amaci zebularin maddesinin, model bir organizma olan
G.mellonella'nin yasam dongiisiine, toplam hemosit sayisina, hemosit tiplerine,
mikrogekirdek, mitotik 1indeks degerlerine etkisi ve endoparazitoid olan
P.turionellaemin  yasam dongiisiine etkisi hakkindaki etkilerine bakilmasini
amagclamis olup gelecekteki yapilacak olan ¢aligmalar i¢in temel bir ¢alisma gorevi

gérmesi amaglanmigtir.



1. GENEL BILGILER

Boceklerin Paleozoik donem Pensilvanian periyodundan itibaren yani 300 milyon yil
oncesine ait fosil kayitlar1 mevcuttur. Jura periyodunda Lepidoptera ve Neuroptera
tiyeleri ortaya ¢ikmistir. Mezozoik donem Kretase periyodunda bocekler gelisip
cesitlenme gostermistir. Gilinlimiizdeki bocek yapisina, hassas ve ayrintili yapiya
sahip bocek tiirleri Senozoik donem ortaya c¢ikmistir. Senozoik donemde diger
hayvan gruplarina {istiinliik sergileyen canli grubunun bocekler olmasi nedeniyle bu
nedenle bu doneme 'bocek devri' denir. Bitki tozlagsmasinda 6nemli rolii olan
bocekler, bitki evrimiyle paralel evrimlesme gostermektedir. "Insanlar hastalik ve
zararlilardan geriye kalan triinleri kullanir." diisiincesi yaklasik 1 milyon 300 bin
bdcek tiiriiniin oldugu %99'dan fazlasinin dogaya yararl, %1'den az bir kisminin ise
dogaya canlilara zararli oldugu goriisii savunulur (Nalcacioglu, 2008). Diinyadaki
mahsuliin 1/3'4 bocekler tarafindan kullanilir, yok edilir. 150-200 bocek tiirii siirekli
olarak, yaklasik 6000 bocek tiirii ise nadir olarak dogaya mahsullere zarar verir
(Akkuzu vd., 2002). Yaklasik 10.000 tiir (pire, bit, sinek, tahta kurular, giiveler,
termitler, hamam bdcekleri..) canlilar iizerinde sorun teskil eder (Demirsoy, 2006).
Mabhsul kaybina neden olan sadece bocekler degildir. Bunun yani sira iklim, zararl
hayvanlar, bakteriler, parazit mantarlarin da olumsuz etkileri vardir. Bocek tarihi,
insanlarla ve bitkilerle olan iligkilerinden dolay1 insanlik tarihi kadar eskiye dayanir.
Iklim degisikligi bocek popiilasyonlarini ve baglantili olarak tarimi etkiler. Bocekler
iklim degisikligine duyarhidir. Olas1 bir sicaklik degisimi boceklerde biyogesitlilik,

goc gibi degisimler ile sonuglanir.

Iklim degisikligi bocek popiilasyonlarinda yiikselme ve direngli biyotiplerin
olusmasina neden olur (Kambrekar, 2015). Bocek kaynakli riskleri en aza indirmek
icin boceklerin izlenmesi gerekir (Susanne, 2012). Lepidoptera takiminda (Kelebek)
bulunan tiirlerin larvalar1 ekonomik kayiplara neden olur. Ornegin; G.mellonella
(Bliyiik bal mumu giivesi) larvalar1 ve Achroia grisella F. (Kiigiik bal mumu giivesi)
larvalar1 ar1 {irtinleri, petek, bal mumu ile beslenir (Uygur ve Girisgin, 2008;

Demirsoy, 2006).



1.1. Galleria mellonella Biyolojisi

Caligmamizda konak olarak kullanilan Lepidoptera takimina ait G.mellonella (Biiyiik
bal mumu giivesi) ayn1 zamanda holometabol bir bocek tiirii olup yumurta, larva,
pup, ve ergin yagsam dongiisiine sahiptir (Akyol, 2013). G.mellonella larvalari, bal
aris1 (Apis mellifera L.) kovanlarinda dokiintiilere ekonomik zarara neden olur.
G.mellonella larvalan bal, bal petegi gibi maddelerle beslenmesinin yaninda bal
arillari strese sokup verimi azaltarak aricilik sektoriinde zarara neden olur (Ellis
vs.,2013). Amag bu canli tiirlinii ortadan kaldirmak degil fiziksel, kimyasal, biyolojik
ve farkli bazi yontemler kullanarak popiilasyon seviyesini degistirmektir (Sezer ve
Ozalp, 2011). Son yillarda yapilan ¢alismalarda yapay besin hazirlayip yetistirilen
bocekler ile farkli etkilere sahip ilaglarin bocek iizerinde oOldiiriicii, popiilasyon

azaltic1 etkisi lizerine ¢aligmalar artmistir (Sugecti, 2016; Celik, 2017).

G. mellonella 'nin sistematikteki yeri su sekildedir:
-Alem: Animalia

-Sube: Arthropoda

-Smuf: Insecta

-Takim: Lepidoptera

-Ustfamilya: Pyraloidea

-Familya: Pyralidae

-Altfamilya: Galleriinae

-Cins: Galleria (Fabricius, 1798)

-Tir: Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)

Glinlimiizde model organizma olarak siklikla G.mellonella, laboratuvar ortaminda
kiltliriic yapilmast hizli, ekonomik, yasam dongiileri kisa ve ¢ok fazla yumurta
birakan ve bu yumurtalardan ¢ok sayida saglikli birey yetisen bir tiirdiir. Ergin
bireyler nokturnal boceklerdendir. Geceleri aktif, giindiizleri karanlikta saklanirlar.

Ciftlesmis ergin disi bireyler tarafindan yaklasik 50-150 yumurta birakilir.

Ergin disi bireyler omiirleri boyunca yaklasik 600-700 yumurta birakirlar (Akyol,
2013). Arilarin yumurtalara ulagsmasini1 engellemek isterler. Yumurtalarin1 genellikle
ar1 peteklerinin ince ¢atlak bdlgelerine birakmayi tercih ederler. Yumurtalar beyaz

krem renk araliginda, yumurta uzunlugu ortalama 0,45 mm ve yaklagik 0,40 mm'lik
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capta olabilir. Bu nedenle ¢iplak gozle gérmek zordur (Charriere ve Imdorf, 1997).
Uygun ortam kosullar1 (optimum sicaklik 29-35°C, bagil nem %29-33) saglandiginda
yumurtadan 8-15 giinde larvalar ¢ikar. Larvalar 7 larval evreye sahiptir. Larva
gelisimi besin, sicaklik, nem oranina baghdir. Besin olarak ar1 kovaninda bulunan
petek, bal, polen, mum gibi besinlerle beslendiklerinden ekonomik zarara neden
olurlar. Ortalama 28 mm'ye kadar gelisebilirler ve 40 giinde larval gelisimi
tamamlanir. Gelisimini tamamlayan larvalar koza Oriip pup evresine gecer (Caglar
ve Tutkun, 2001). Pupal donemde beslenme olmaz ve larva doneminde ekonomik
kayiplara neden olurlar. Puplar sarimtrak turuncu renktedir. Pupal dénem sicaklik ve
neme bagli olarak 7-15 giin siirer. Pupa evresinden ¢ikan ergin bireyler yani
kelebekler 24 saat iginde ciftlesir. Disi bireyler erkek bireylerden daha iri ve
blyiiktiir. Ergin donemde beslenmeyen bireyler ortam sartlarina bagl olarak disi
bireyler ortalama 1-3 hafta, erkek bireyler ortalama 2-4 hafta yasar (Charriere ve
Imdorf, 1997).

1.2. Parazitoid

Dogadaki bocek popiilasyonlar1 predatorler, parazitoidler ve hastalik yapici
patojenler tarafindan dogal olarak kontol edilir. Parazitler, parazitoidler, viriisler,
predatdrler ve bazi patojen bakteriler biyolojik kontrol ajanidir. Biyolojik ajanlardan
en az risk ile en ¢ok spesifik etkiye sahip olan parazitoidler ekolojik can simitleri
olarak nitelendirilirler (Xu ve dig., 2001; Uckan ve Giilel, 2002). Konak ile
parazitoid arasinda denge vardir. Bu denge, parazitoidlerin artis1 konak ile orantili
olarak artar. Konak azalis1 ise parazitoid sayisini azaltmaktadir (Driesche, 1988;
Faulds, 1991; Hassel ve Waage, 1984). Parazitoid tiirler Hymenoptera, Diptera,
Hemiptera ve Coleoptera takimlarinda bulunur (Godfray, 1994). Biyolojik miicadele
i¢in parazitoid tiirlerin biyolojik 6zelliklerinin, konak ile iliskisinin bilinmesi gerekir.

Parazit ile parazitoid birbirine karigtirilan kavramlardir.

Parazitler, yagamlarinin biiyiik bir kismini1 ya da tamamini yararlandiklar1 canlinin
(konak) tizerinde gegcirirler. Bu iliskide birbiriyle akraba olmayan en az iki tiir vardir.
Parazit tiir konaga zarar verir ve konagi iliremeyecek hale getirir (Caullery 1950;
Sellier, 1959; Askew, 1971). 1913 yilinda Reuter tarafindan Onerilen parazitoid

kavrami, yalnizca larval donemde konak {izerinde yasayan canlilar i¢in kullanilir.



Parazitoidleri parazitlerden ayiran 6zellikler sunlardir:

e Parazitoidler yalnizca larval donemde konak {izerinde parazit olarak yasar.

e Parazitoidler ergin dénemde konaktan ayrilir serbest yasar.(Istisna Strepsiptera
disileri ergin donemde parazit olarak yasar.)

e Parazitoid larvasi konag oldiiriir.

e Parazitoidler kendinelerine benzer taksonlara ilgi gosterirler (Doutt, 1959).

Parazitoid larvalarinin konaktan beslenme davranisina gore endoparazitoid ve
ektoparazitoid olarak iki gruba ayrilirlar. Konagin ig¢inden gelisen parazitoidlere
endoparazitoid, konagin disindan gelisen parazitlere ektoparazitoid denir (Shaw,

1983).

Konak endoparazitoid iliskisi su sekildedir:

e Ergin disi parazitoid konaga yumurta birakir.

e Parazitoidin salgilar1 ve yumurta birakmasindan sonra konakta olusan fizyolojik ve
biyokimyasal degisiklikler sonucu konak oliir.

¢ Parazitoid konakta gelisimini tamamlar ve ¢ikar (Reed, 1998).

Parazitoidler konaklarinin gelisim evrelerine gére yumurta (Scheurer ve
Aschermann, 1976; Prasad ve dig., 1977), prepupa (Worthing, 1969; Richter ve
Caceda, 1984), pupa veya ergin parazitoidi olarak gruplandirilir. Soliter parazitizmde
bir konaktan bir parazitoid ¢ikar ve kalan yumurtalar konak tarafindan yok edilir. Bir

konaktan birden fazla parazitoid olusmasina ise gregar parazitizm denir.

Bu parazitizm cesitlerinde ortak olarak larva gelisimi konakta olur ve parazitoidin

gelisimi konagin 6liimi ile sonuglanir (Godfray, 1994).

Yumurtlama sirasinda konaklarini fel¢ eden ya da oldiiren tiirler idiobiont
parazitoidlerdirve genellikle ektoparazitoidtirler (Askew ve Shaw, 1986).
Yumurtlama sirasinda konagi oldiirmeden, konagin gelismesine izin veren sadece
kisa stireli felce neden olan tiirler ise koinobiont parazitoidlerdir (Askew ve Shaw,
1986). Koinobiont parazitoidler genellikle endoparazittirler. Parazitoidler gelisimleri
icin sectikleri konaklara cogunlukla zarar verecek sekilde, bagisiklik, endokrin
sistemleri ve metabolizmalarin1 diizenlenmesini saglayan mekanizmalara sahiptirler

(Beckage, 2004). Bazi parazitoidler yumurtalarini konagin besinine birakir.
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Beslenme sonras1 yumurtalar konaga gecis yapmis olur ve yumurtalar konak iginde
gelismeye baslar (Godfray, 1994). Parazitoidlerin yogunluklu olarak tercih ettigi
konaklar Lepidoptera, Hymenoptera, Coleoptera, Diptera, Heteroptera, Hemiptera,

Homoptera gibi bocek takimlaridir.
1.3. Pimpla turionellae Biyolojisi

Parazitoid tiirler larvalarinin beslenme davranigina gore endoparazitoid ve
ektoparazitoid olmak iizere ikiye ayrilir (Godfray, 1994). Konak i¢ine yumurta
birakarak ve konaktan beslenen parazitoidler endoparazitoidlerdir. Yumurtalarini
konak iizerine birakan agiz pargalar1 ile konak viicudundan beslenen parazitoidler
ektoparazitoidtir. Konaga disi parazitoid tarafindan birden fazla sayida yumurta
birakildiysa ve sadece bir ergin birey yetisiyorsa soliter parazitoid olarak tanimlanr.
Disi parazitoid tarafindan konaga birden fazla yumurta birakiliyorsa ve buradan
birden fazla ergin birey gelisiyor ise bu tiir bdceklere gregar parazitoid denir
(Godfray, 1994). Calismamizda kullandigimiz parazitoid tlirlimiiz P.turionellae
idiobiont, soliter bir endoparazitoidtir. Calismamizda kullanilan Hymenopter
takimina ait parazitoid P.turionellae birgok Lepidopter tiiriiniin prepup ve pupunda
soliter, idiobiont pupal bir parazitoidtir. (Ug¢kan ve Giilel, 1990).
Palearktik ve Dogu bdlgelerde yayilis gosteren P.turionellae Ozellikle ormanlik
alanlar1 tercih eder. Hymenoptera takimi Ichneumonidae familyasina ait bocekleri
titresim sesi ile konak konum bulma 6zelligi gelismistir. Disiler ¢cevrelerinde bulunan
konaklar1 antenleri araciligi ile aldig titresim ile bulurlar. Parazitoid larvalar1 konak
hemolenfi ile beslenip larva evresini tamamladiktan sonra pupadan delik agarak
disart ¢ikarlar. Ergin disiler 3-6 giin siiresinde pupalara yumurta birakacak doneme
ulagirlar. Parazitoid yumurtasinin konakta erginlesme siiresi, parazitoidin cinsiyetine
ve konagin biiylikliigline baglidir. G.mellonella pupasinda gelisme siiresi disilerde
17-19 giin, erkeklerde 16-18 giin arasinda degisir. Disi P.turionellae bireyleri
viicutlarinda bulunan ovipozitor ile yumurta birakirlar. Larval donemlerini konakta
gecirirler ve harekete yardimci yapilart bulunmaz. Konak pup beslenme, bosaltim
yapamaz ve abdominal hareketleri sinirlidir. Larvalar yaklagik 10 giin i¢inde pupa
donemine sonra ergin doneme gegis yaparlar. Pupa doneminde g6z ve anten olusumu

baslar. Ortalama yasam siireleri 50-60 giin arasindadir.



P. turionellae'nin sistematikteki yeri su sekildedir:
-Alem: Animalia

-Sube: Arthropoda

-Smuf: Insecta

-Takim: Hymenoptera

-Ustfamilya: Ichneumonoidea

-Familya: Ichneumonidae

-Altfamilya: Pimplinae

-Cins: Pimpla

-Tiir: Pimpla turionellae (Linnaeus, 1758)
1.4. Zebularin

Zebularin 1961 yilinda sitidindeaminaz olarak tiretildi (Kim vd., 1986). Zebularin 2-
(1H)- primidinon halka igeren, niikleosit analoglarinin demaninasyonunu engelleyici
olarak kullanilan en sitidin analogudur ve sitidin deaminaz inhibitorii olarak

gelistirilmistir (Marquez, vd.,1980; Cheng, vd, 2004).

Zebularinin ilerleyen zamanda DNA demetilasyonuna sebep oldugu goriilmiis ve
kanserli hiicrelerde metilasyon ile sessizlestirilmis timor baskilayici genleri yeniden
aktive ettigi (Billam vd., 2010) i¢in DNMT inhibitorii (Zhou vd., 2002) olarak
vurgulanmigtir. Zebularin ikinci nesil kanser hiicrelerini hedefleyen DNA
metilasyonunun gii¢lii hidrofilik inhibitériidiir (Andersen, JB, vd., 2010; Cheng, JC,
vd., 2004). Hiicre sayisinin artisini1 engelleyici etkisinin oldugu ve apoptozu uyararak
antitimor etkiye sahip oldugunu gosterilmistir (Andersen, 2010). Zebularinin

yarilanma 6mrii 37°C pH:7.0 PBS i¢inde 508 saattir (Cheng vd., 2004).
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Sekil 1.1. Zebularinin molekiil
yapisi



Literatiir taramas1 sonucunda zebularinin P.turionellae ve G.mellonella'ya etkileri
hakkinda bir ¢alisma yapilmadig: goriildii. DNA'da yapilan ¢aligmalara gore bulunan
tek epigenetik modifikasyon metilasyondur. DNMT’ler araciligir ile S-adenosil-
methionin (SAM)’den CpGdi niikleotitlerinde bulunan sitozin reziidlerinin primidin

halkasinin C5 pozisyonuna bir metil grubu eklenir (Foulks vd., 2012).

Boceklerde DNA metilasyonunun bir sonraki kusakta farkli fenotipler ortaya
cikaracagl tahmin edilmektedir (Bonasio, 2014). ilag kesfetme ve gelistirme
calismalarinda, P.turionellae ve G.mellonella modelinde zebularinin etkisine bakarak
memeli ve insan modellerinde benzer 6zellikler gosterebilecegi diistintilmektedir. Bir
ajan in vitro kosullarinda anlamli sonuglar veriyor ama P.turionellae ve G.mellonella
modelinde anlamli sonuglar vermiyor ise memeli ¢alismalarina devam edilmez. Bu
sayede diger testler i¢in kullanacak memelilerin sayis1 azaltilmis olur (Desbois ve

Coote 2012).

P.turionellae ve G.mellonella modeli etik oranda kullanilan memeli modellerin
yerini tamamen alamasa da bu omurgasiz modeli ilag gelistirmenin erken evrelerinde
toksisite ve etkinligi belirleyebilir. In vivo anlamli sonuclara ulasilmadig takdirde
calismaya son verilir ve baska ajanlara yogunlasilabilir (Desbois ve Coote 2012). Bu
nedenle sitidin analogu olan Zeb'in konak G.mellonella ve endoparazitoidi
P.turionellae'min yasam dongiisii ve konak hemositlerine etkileri tez kapsaminda

arastirildi.

Model bocek fizyolojisi, bocek biyokimyasi, parazitoid fizyolojisi, omurgali ve
omurgasiz hayvan evrimi ve zebularine maruz kalan bdceklerin ve dolayli olarak
insan saglig1 lizerinde yapabilecegi etkilerin belirlenmesi hedeflendi. Zebularinin
0,25mg/ml, 1mg/ml, 4mg/ml, 8 mg/ml, 16 mg/ml, 32mg/ml dozlar1 enjeksiyon ile

G.mellonella son evre larvalarina verildi.

G.mellonella pupalagsma siiresi, erginlesme siiresi, ergin birey agirlik, ergin yasam
sliresi, ergin birey boy, hemosit sayisi, hemosit tipi, mitotik indeks, mikrogekirdek ve
ayni dozlar kullanilarak G.mellonella larvalarinin pupa evresine gegis siiresi, bu
pupalar ile parazitlenen P.turionellae bireylerinin pupadan ¢ikis siiresi, ergin yasam

sliresi, ergin birey agirlik, ergin birey boy uzunlugu sonugclar1 incelendi.



1.5. Boceklerde Bagisiklik Sistemi

Omurgali canlilarda kan ve lenfatik sivi damar i¢inde dolasir yani kapali dolasim
sistemini sahiptirler. Omurgasiz canlilar ise acik kan dolagimina sahip canlilardir.
Boceklerde ve diger omurgasiz canlilarda kan ve lenfatik sivi ayrimi yoktur. Bocek
dolasim sivis1 hemolenf olarak isimlendirilir ve bu sivi damar iginde dolasmaz.
Hemolenf yani viicut sivisi, viicut boslugunda (hemosol) dolasir (Rosales, 2011).
Hemolenf bécegin viicudunun yaklasik  %5-40'in1  olusturur.  Icerigindeki
pigmentlerden dolay1 yesilimsi sarimtirak olabildigi gibi renksizde olabilir.
Hemolenf icerigindeki kan hiicrelerine hemosit denir. Hemositler besin
maddelerinin, hormonlarin, bosaltim maddelerinin taginmasini, besinlerin
depolanmasini, yara iyilesmesi saglar ve zehirli maddeleri detoksifikiye eder.
Yabanci organizmalara kars1 canliy1 korur, fagositoz, melanizasyon, enkapsiilasyon,
nodiil olusumu gibi bagisiklik tepkilerinde rol oynayarak yabanci organizmaya cevap
verir. Bu sekilde savunmada gorev alan hemositler ¢ogunlukla plazmatositler ve

graniilositler olup melanizasyonda ise 6nositoidler rol alir (Levin, 2007).

Bocekler yeryiiziinde sayisi en fazla olan canli grubudur. Bu durum fiziksel yapilari,
acik kan dolasimina sahip olmalari ve bagisiklik sistemlerinin giiglii olmasindan
kaynaklanir (Bergin ve ark., 2006). A¢ik kan dolagimina sahip olmalari, viicutlarina
giren zararlilara kars1 yanit verme hizini arttiran bir durumdur. Bagisiklik sistemleri

stirekli olarak gelismistir (Brodeur ve Vet, 1995).

Boceklerin  bagisiklik sistemi memeli canlilarin  bagiliklik sistemine oldukca
benzerdir. Bilimsel calismalarda memeli canli kullanmak yerine bocekleri tercih
etmek daha ekonomik ve etiktir. Bilimsel ¢aligmalarda memelilere en yakin sonuglari
bocekler verir (Ramarao ve ark., 2012). Omurgali canlilarda dogal ve edinsel
bagisiklik sistemi goriilir. Omurgali canlilarda yabanci organizmaya karsi antikor
tiretimi gerceklesir (Tunaz, 2004; James ve Xu, 2012). Bocekler gibi omurgasiz
canlilarda ise sadece dogal bagisiklik sistemi mevcuttur (Strand, 1995). Omurgasiz
canlilarda antikor iiretimi yoktur (Tunaz, 2004; James ve Xu, 2012). Hemositler
humoral ve hiicresel bagisiklikta gorevlidir. Boceklerin bagisiklik sistemi oldukga
komplekstir ve tam anlamiyla ¢oziilememistir. Bocekler herhangi bir nedenden

dolay1 savunmaya gectiklerinde mesodermal kokenli hemositler ilgili bolgeye
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toplanir ve her hemositin farkli gorevi vardir (Lackie, 1988; Rosales, 2011).
Hemositler morfolojik, histokimyasal ve gorevlerine gore bes gruba ayrilir

(Dubovskiy ve ark., 2016).

Cesitli bocek tiirlerinin hemositleri 1sik mikroskobu, faz-kontrast ve -elektron
mikroskobuyla incelenmis ve hemosit gesitleri ozellikleri belirlenmistir. Hemosit
cesitleri farkli bocek tiirlerinde degisiklik gosterir (Rosales, 2011). Lepidoptera,
Diptera, Hymenoptera, Coleoptera gibi takimlarda tamimlanan hemositler
prohemositler, graniilositler, plazmatositler, sferiilositler ve 6nositoidlerdir (Ribeiro
ve Brehelin, 2006). G.mellonella larvalarinda bes cesit hemosit tespit edilmistir
(Ashhurst ve Richards, 1964).Hemositler ¢evresel faktorlere karsi duyarlidir. Buna
bagli olarak baz1 maddelerin toksik etkisi, sitolojik zararlar1 arastirilirken hemositler

kullanilir (Sak, 2006).

Sekil 1.2. Bocek hemosit cesitleri PR:Prohemosit, PL: Plazmatosit, GR:
Graniilosit, SP: Sferosit, CO: Onositoit (Nation, 2002).

1.5.1. Prohemositler

Tiim hemosit c¢esitleri géz Oniline alindiginda prohemositler hemolenfte %1-7
oraninda bulunur. Genellikle bocegin larval doneminde fazla bulunur. Hemolenfte
bulunan en kiiciik hemosit ¢esididir. Oval goriintiiye sahip ve 4-10 um boyutunda
hemositlerdir (Levin, 2007). Oval sekildeki bu hemositlerin g¢ekirdekleri hiicreyi
hemen hemen dolduracak biiytlikliiktedir ve golgi aygiti, endoplazmik retikulum,
mitokondri gibi organellerin sayisi1 azdir (Ribeiro ve Brehelin, 2006; Levin, 2007).
Bazi arastiricilar tarafindan diger hemositlerin kaynag olarak goriilmektedir. Clinkii

sentriol ve mikrotiibiil igerirler ve mitotik hiicrelerdir (Er, 2011).

11



1.5.2. Graniilositler

Graniilositler oval yuvarlak goriintiiye sahip 4-45 um boyutunda hemositlerdir. Diger
hemositlere oranla hemolenfin %30-60"in1 graniilositler olusturur. Elektron
mikroskobuyla yapilan incelemelerde sitoplazmalarinda membrana bagli graniil
bulundururlar. Hiicrenin boyutuna oranla ¢ekirdekleri kiigliktiir (Wu ve ark., 2015).
Graniilositlerin sitoplazmasinda graniil, endoplazmik retikulum, lizozom, ribozom
bulunur. Graniilositlerin yabanci cisimlere yapisma ozelligi vardir ve fagositoz
yetenekleri yliksektir. Bocekler yabanci organizmayla savasirken ya da yaralanma
esnasinda savunma amacli graniilositler graniil igerigini birakir (Levin, 2007). Eger
hedef organizma, graniilositlerden biiyiik ise fagositoz yapamaz ama ilk tepkimeyi
gergeklestirirler. Bu tepkime enkapsiilasyon ve nodiilasyon olusumu ic¢in onemlidir

(Levin,2007).
1.5.3. Plazmatosit

Sekillerinde degisiklik gosteren polimorfik hemosit tiiriidiir. Daire, oval, mekik gibi
sekillerde bulunabilirler. Boylar1 20-40 um olabilir (Ribeiro ve Brehelin, 2006).
Cekirdekleri hiicrenin ortasindadir, lizozomal enzim, endoplazmik retikulum,
mitokondrileri bulunur (Levin, 2007; Wu ve ark., 2015). Hemolenfte en fazla oranda
bulunan hemosit ¢esididir (Levin, 2007). Diger hemosit ¢esitlerine oranla hemolenfte
%30-60 oraninda bulunur. Plazmatositler tek veya grup halinde bulunurlar.
Transmisyon elektron mikroskobuyla yapilan incelemelere gore pinositik vezikiil,
vakuol, yalanci ayak, poliribozom gozlenmistir (Ribeiro ve Brehelin, 2006).
Plazmatositlerin graniil icerigi olduk¢a azdir, bazen graniil bulundurmayabilir.
Fagositoz yapilamayan yabanci organizmalarin etrafinda enkapsiilasyon, nodiil
olustururlar (Er, 2011). Tiim hiicresel savunma basamaklarinda gorev alirlar (Levin,

2007).
1.5.4. Sferiilositler

Yuvarlak, oval, diizensiz sekilli hiicrelerdir ve 5-20um boyutlarindadir. Diizensiz
sekilli olmalarina neden olan sferiil adi verilen kiiresel inkiiliizyonlar tasirlar.
Cekirdekleri kiiciik, hiicrenin ortasinda ve hareketsiz hemositlerdir. Histokimyasal

yapisinda mukopolisakkarit ve glikomukoprotein bulunur (Gupta, 1985). Graniilli
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yapiya sahip olduklarindan 151k mikroskobunda ayirt edilmeleri zordur (Wu ve ark.,
2015). Yapilarinda ribozom, golgi, lizozom, mitokondri, endoplazmik retikulum
bulundururlar (Levin, 2007). Hemolenfte az bulunan hemosit tipidir (Hall, 1983).
Steriilositlerin melanizasyon, fagositoz ve pihtilasmada gorevli oldugu bilinmekle

beraber bagisiklik sistemindeki gorevleri net olarak belirlenememistir (Er, 2011).
1.5.5. Onositoidler

Diger hemosit ¢esitlerine oranla en biiyiik yapida olan 6nositoidler yaklagik 54 pm
boyutunda, genellikle oval yuvarlak yapiya sahip ve yanlardan basik sekildedirler
(Hall, 1983). Hiicre boyutuna gore c¢ekirdekleri oldukc¢a kiiciik ve eksantirik
konumludur (Wu ve ark., 2015). Hemolenfte seyrek karsilagilan hemosit tiplerinden
olupyaklasik %1-2 oraninda bulunur. Transmisyon elektron mikroskobunda yapilan
incelemelerde sitoplazmalarinda bol ribozom bulundurur golgi aygiti, graniillii
endoplazmik retikulum sisternalar1 az ya da hi¢ gelismemis durumdadir (Ribeiro ve
Brehelin, 2006; Uckan ve Sak, 2010). Graniil miktarlar1 azdir (Wu ve ark., 2015).
Biiytimede etkili olan growth-blocking peptide (GBP) gibi proteinleri bulunduran
hemositlerdir. Melanizasyon, onositoidlerin yapisinda bulunan fenoloksidaz enzimi

(proPO) ile gergeklesir (Levin, 2007; Er, 2011).
1.6. Onceki Cahsmalar

Pellissier ve ark. (2016) G. mellonellamin patojenleri algilayan bagisiklik sistemine
sahip olmasi1 ve dogal bagisiklik sisteminde hiicrelerle etkilesimli hastaliklarin
arastirilmasi i¢in kusursuz bir omurgasiz model organizma oldugunu belirtmistir. Sak
ve Uckan (2009), cypermethrinin farkli konsantrasyonlarini G.mellonella besinlerine
ilave ederek beslenmelerini saglamis ve etkilerini gozlemlemistir. Cypermethrin
konsantrasyonunun artmasiyla G.mellonellanin larval ve pupal gelisim siiresinde
gecikme, pup olusma oraninda gerileme ve Oliim oraninda artis tespit edilmistir.
Uckan ve ark. (2010), P.turionellae zehir enjeksiyonu ve parazitlenmesinin
G.mellonella enkapsiilasyon ve melanizasyonuna etkilerini belirlemistir. 4. ve 24.
saatte zehir konsantrasyonu arttik¢a enkapsiile olmamis boncuk sayisinda artis tespit
edilmistir. 4. saatte konsantrasyona bagli artis ile zayif enkapsiilasyonda artis, 24.
saatte ise bir degisim gozlenmemistir. Konsantrasyona bagl olarak giicli

enkapsiilasyonda bir artis tespit edilmemistir. Sak (2004), farkli dozlarda
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cypermethrin ile hazirlanan besinle beslenen pup parazitoidi olan P. turionellae
hemositlerine, apoptozis ve mikronukleusa etkisi incelenmistir. Cypermethrin
etkisiyle P.turionellae hemositlerinde mitotik aktivitede azalma, apoptotik hiicre
sayisinda ve mikronukleuslu hiicre sayisinda ise artma tespit edilmistir. Sak ve ark.
(2011), P.turionellae zehirinin ve parazitlenmesinin G.mellonella hemolenfindeki
protein miktarina etkisini arastirilmis ve degisime neden olmadigini tespit
etmiglerdir. Altuntas ve ark. (2012) farkli konsantrasyonlardaki gibberellik asidin
G.mellonella larva hemositlerine etkilerini belirlemistir. Gibberellik asitin tiim
konsantrasyonlarinda toplam hemosit sayisinda artig tespit edilmistir. Eskin (2017),
giimiis ve c¢inko oksit nanopartikiillerinin G.mellonella hemositlerine etkisi
arastirmistir. Cinko oksit nanopartikiilleri 1000 ppm ve iistii konsantrasyonlarinda
hemosit sayisin1 azaltirken, giimlis nanopartikiilleri 500 ppm ve {sti
konsantrasyonlarda hemosit sayillarim1  azaltmistir.  Yilmaz (2013) cesitli
konsantrasyonlarda aliiminyum kloriirii besine ilave ederek G.mellonella larvalarina
uygulamistir. Aliiminyum kloriir konsantrasyonlar1 G.mellonella larvalarinin hemosit
sayillarinda ve larva, pup, ergin agirliklarinda degisiklige neden olmamustir.
G.mellonella larvalarinin gelisim siirelerini kisaltarak erginlesme siirelerinde

degisiklige neden olmustur.

Nurullahoglu  (2012), G.mellonella puplarinda yetistirilen endoparazitoid
P.turionellae'min larva doneminde derece derece sicaklik degisiminin etkisi tespit
edildi. Disi erkek bireylerde ergin ¢ikis siiresi kontrol grubuna gore uzadig ve bu
stire Ozellikle diigiik sicaklikta bekletilen deney grubu bireylerinde %50 oraninda
arttig tespit edilmistir. Ergin birey ¢ikis ylizdesi disiik sicaklikta (4°C) bekletme
siiresiyle birlikte azaldigr tespit edilmistir. Kelly ve Kavanagh (2011), mantar
tedavisinde ilag olarak kullanilan kaspofunginin uygulamasiyla G.mellonella
larvalarminn hayatta kalma oranimm1 arttirdigt ve kaspofunginin antifungal
ozelliklerine ve kaspofunginin insektin immiin tepkisine neden oldugu tespit
edilmistir. Kalyoncu ve ark. (2005), farkli sicaklik derecelerinin G.mellonella
pupalarinin gelisimine etkilerini arastirmis ve sicakligin bocek gelisimi ilizerinde
onemli etkisi oldugunu tespit etmislerdir. Nurullahoglu'nun (1998), G.mellonella
pupalartyla +4°C'de yapilan ¢alismada puplardan ¢ikis siiresinin uzadig1 pupalardan

cikan birey sayisinin azaldigi ve erginlerin boy kilo azalisi oldugu tespit edilmistir.
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Kalyoncu ve ark. (2005), yaptig1 ¢calismada da pupalardan ¢ikan erginlerin kii¢lik
boyutta ve kanatlarmin kirik oldugu, pupadan ergin bireylerin ¢ikis siiresi ylizdesi
deney siiresine ve sicaklifa gore azaldigi tespit edilmistir. Mircic ve ark.(2010),
cevresel faktorlerin boceklerde fizyolojik degisikliklere neden oldugu ve bu
faktorlerin gelisimi olumsuz etkiledigi, yasam siiresini kisalttigin1 agiklamistir.
Bunun nedeni detoksifikasyon mekanizmasinin enerji harcanan bir durum oldugu ve
enerji deposunu verimli kullanmak i¢in gelistirdigi bir secenek olabilecegini
belirtmistir. Ortel (1995), G.mellonella larvalarinin besinine kursun ve kadmiyum
ekleyerek G.mellonella ve pup endoparazitoidi P.turionellae'ya etkilerini
aragtirmistir. Yiksek dozlardadliim oraninin arttigi tespit edilmistir. Durmus ve
Biiyilikgiizel (2008), sodyum tetraboratin G.mellonellamnin yasam dongiisiine
etkilerini arastirmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda larvalarin yasam siiresinin
kisaldigi, 7. donem larvaya ulasan birey sayisinin azaldigi, pup ve ergin doneme
gecis oranmin azaldigr tespit edilmistir. Ayrica larvalarin yumurta birakma ve
yumurtalarin canliligr azalmistir. Biylikgiizel (2001a) calismasinda novabioksinin
diisiik konsantrasyonlarda P.turionellae'nin yasam siiresini arttirdigi, yiiksek
konsantrasyonlardaki novabioksinin etkisi P.turionellae'nin yasam siiresini kisalttigi

tespit edilmistir.

Biiyiikgiizel (2001) calismasinda novabioksin ve nalidiksik asidi P.turionellaenin
besinine karistirarak %80,8 pupalasma ve %69,94 ergin olma verimliligi gézlemis,
erginlesme siiresinin kisaldigini tespit etmistir. Biiyiikgiizel (2006) calismasinda
malathionun 100 ppm konsantrasyonunda G.mellonella pupalasma oranini
diisiirdiigiinii tespit etmistir. Wu ve Yi (2015) calismasinda krom ve kursunun farkli
konsantrasyonlarinin G.mellonella'nin yasam dongiisiine etkisini incelemislerdir.
Diisiik konsantrasyonda (5pg/g) toplam hemosit sayisini arttirdigini, yiiksek
konsatrasyonda ise (100 pg/g) azalttigini tespit etmistirler.
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Laboratuvar

Kocaeli Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hayvan Fizyolojisi
Laboratuvarinda konak ve parazitoid kiiltiirleri yetistirildi. Konak ve parazitoid
kiltlirlerinin yetistirilmesinde ve tiim deneyler siiresince, laboratuvarda 25+5°C
sicaklik, %6045 bagil nem ve 12: 12 saat (Aydinhik: Karanlik) 1siklandirma sartlar

saglandi.

Laboratuvarda sicaklik termostatli radyator kullanilarak, bagil nem ise Weewell
WHC730 Soguk Buhar Makinesi Nem, Sinbo SAH-6109 Hava Nemlendirme Cihaz1
ve radyatoriin her iki yanina asilan i¢i su dolu plastik kaplar ile saglandi. Sicaklik ve
nem degerleri maksimum-minimum termometre ile devamli olarak takip edildi.

Aydinlik ve karanlik siiresi fotoperiyot cihazlari ile ayarlandi.
2.2. Konak Kiiltiirii

Calismamizda konak kiiltiiri olarak G.mellonella erginleri kullanildi. Konak
kiiltliriiniin devamliligin1 saglamak amaciyla, i¢cinde dogal kararmis petek bulunan
11t'lik kavanozlara 5 disi ve 4 erkek G.mellonella erginleri birakildi. Kavanozlarin
agiz kismma hava sirkiilasyonunu Onlemeyecek bez, paket lastigi yardimiyla
yerlestirildi. Uzerine kiiciik delikler agilmis kavanoz kapag: ile kapatildi. Kavanozlar
25+5°C sicaklik, %60+5 bagil nem ve 24 saat karanlik ortam sartlarinda
laboratuvarda bekletildi. Yumurtadan yeni ¢ikan larvalarin beslenebilmesi amaciyla,
populasyon yogunluguna bagli olarak kavanozlara Bronskill (1961) tarafindan
onerilen sentetik besinin Sak ve dig., (2006) tarafindan kepek miktar1 degistirilmis
hali ilave edildi (Sekil 2.1.). Uygun boyuta (0.21 = 0.01 g) gelen larvalar zebularin
ile ilgili deneylerde kullanildi. Bir kismi1 da i¢inde merdiven seklinde katlanmis teksir
kagidi (tutunma yiizeyini arttirmak ve koza olusturmasini kolaylastirmak igin)
bulanan kavanoza alinarak, {izerine kiigiik delikler a¢ilmis kavanoz kapagi ile

kapatildi.
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Ayni laboratuvar sartlarinda pupa evresine gegmeleri saglandi. Pupa evresine gegcen
bireylerin bir kism1 konak kiiltiiriin devamut i¢in kullanildi. Pupalarin bir kismi da
pupa endoparazitoidi P.turionellae kiiltiiriinliin devami i¢in kullanildi. Pupalar; konak
ve parazitoid kiiltiirlerinin devamliligi ve zebularin ile ilgili deneylerde gerekli

larvalari elde etmek i¢in kullanildi.

Sekil 2.1. Bronskill (1961) tarafindan Onerilen, Sak ve dig., (2006)
tarafindan kepek degistirilmis yar1 sentetik besinin (bal, petek, kepek,
gliserin ve saf su) icerisindeki G. mellonella larvalari. Ol¢ii Bar1: 1cm

2.3. Parazitoid Kiiltiirii

Calismalarda, Kocaeli Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hayvan
Fizyolojisi Laboratuvarinda yetistirilen pupa endoparazitoidi P.turionellae kullanildu.
Parazitoid kiiltiirlerinin yetistirilmesinde ve deneyler siiresince, laboratuvarda
25+5°Csicaklik, %60+5 bagil nem ve 12: 12 saat (Aydinlik: Karanlik) 1siklandirma
sartlar1 saglandi. Parazitoid tiiriin beslenmesi i¢in diizenli araliklarla %30 bal

¢ozeltisi emdirilmis hidrofil ve steril pamuk kullanildi.

Ek olarak zaman zaman konak pupalarinin hemolenfleri ile beslenmeleri saglandi.

Pupadan ¢ikan P.turionellae bireyleri 500 ml'lik cam kavanozlara tarih etiketlemesi
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yapilarak 1 disi - 1 erkek ya da 2 disi - 3 erkek seklinde yerlestirildi. Pupadan ¢ikis
stiresi 30 giin olan P.turionellae bireyleri li¢ yan1 uygun agla kapatilmig ahsap 25x25
cm olgiilerindeki kafeslerde yetistirildi. Ureme olgunluguna ulasan yani pupadan
cikis stiresi 10 giin - 30 giin arasinda olan P.furionellae ergin disi bireyleri cam
deney tiliplerine alindi ve konak pupaya yumurtalarini birakmasi saglandi.
Parazitlenen pupalar 100 ml'lik cam kavanozlara alindi ve parazitlenme tarihi
etiketlemesi yapildi. Parazitlenen pupalar yukarida belirtilen laboratuvar kosullarinda
gelismeye birakildi. Yaklasik 16 - 20 giin sonra parazitlenmis konak pupalarindan
c¢ikan ergin P.turionellae bireyleri parazitoid kiiltiiriiniin devami1 ve zebularin ile ilgili

deneylerde kullanild:.

Sekil 2.2. %30 bal c¢ozeltisi emdirilmis hidrofil ve steril pamukla
beslenen P.turionellae ergin bireyleri. Olgii Bar1: 1cm

Sekil 2.3. Ureme olgunluguna ulasan P.turionellae ergin disi
bireyleri konak pupaya yumurta birakmasi. Olg¢ii Bari: 1cm
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2.4. Zebularin

Zebularin (ZEB) (Sekil 2.4.), niikleozit analoglarinin deaminasyonunu 6nlemek igin
sitidindeaminaz inhibitorii olarak gelistirilen 2-(1H)- primidin halkas1 igeren bir
sitidin analogudur. Zebularin, DNA metiltransferazlar1 (DNMT'ler) ile kovalent bir
kompleks olusturarak etki eden bir DNA metilasyon inhibitdriidiir. DNA metil
transferaz inhibitorleri (DNMTi) timor hiicre Oliimlerini Onlemede klinik
caligmalarda yaygin olarak kullanilir ve kansere karsi kemoterapi de yararh
olabilecegini gostermektedir. Zebularinin Kapali Formiilii: CoH1,N,Os , Molekiil

agirhigr: 228,20 g/mol, CAS-No. : 3690-10-6.

HO

OH OH
Sekil 2.4. Zebularinin molekiil yapisi

2.5. Uygulama

Zebularin (Sigma 3690-10-6)’nin (0,25mg/ml, 1mg/ml, 4mg/ml, 8 mg/ml, 16 mg/ml,
32mg/ml) konsantrasyonlart G.mellonella'nin (0.21 + 0.01 g) larvalarina 10 pl
enjeksiyon yoluyla verildi. Kontrol gruplarin1 da herbirine 10 pl saf su uygulanan
bireyler ve herhangi bir isleme tabii tutulmayan bireyler olusturdu. Bu sekilde
zebularinin (0,25mg/ml-32mg/ml) farkli konsantrasyonlar1 mikroenjektor (Hamilton)
ile enjekte edilen G.mellonella bireylerin yasam dongiisii, hemosit sayisi, hemosit
tipi, mitotik indeks, mikrocekirdek ve aymi konsantrasyonlara maruz birakilan
G.mellonella pupalar ile parazitlenen parazitoid P.turionellae'nin yasam dongiisii

incelendi.
2.6. Zebularinin G.mellonella'nin Biyolojisine Etkisi

Farkli konsantrasyonlardaki zebularin (0,25mg/ml, 1mg/ml, 4mg/ml, 8 mg/ml, 16
mg/ml, 32mg/ml) dozlar1 uygulanan G.mellonella’nin (0.21 + 0.01 g) larvalar1 ve

kontrol grubu 60x15 mm ol¢iilerde petrilere alinip laboratuvarda 25+5°C sicaklik,
19



%6045 bagil nem ve 12: 12 saat (Aydinlik: Karanlik) 1siklandirma sartlarinda
bekletildi. Zebularinin G.mellonella’nin biyolojisine etkilerini belirlemek amaciyla

her giin gozlem ¢izelgeleri tutuldu.
2.6.1. Puplasma siiresi

Farkli konsantrasyonlardaki zebularin (0,25mg/ml - 32mg/ml) dozlar1 uygulanan
G.mellonella (0.21 £ 0.01 g) larvalarinin ve kontrol grubu G.mellonella larvalarinin
puplasma siiresine etkilerini belirlemek amaciyla her giin ayni saatte degisimler not

alindi. Larvalarin petriye alindig1 giinden itibaren gegen siire, giin olarak hesaplandi.

1A cm
Sekil 2.5. G.mellonella'nin larva donemi. Ol¢ii Bari: 1ecm
2.6.2. Erginlesme siiresi
Farkli konsantrasyonlardaki zebularin (0,25mg/ml - 32mg/ml) uygulanan

G.mellonella (0.21 £ 0.01 g) larvalarinin ve kontrol grubu G.mellonella larvalarinin,
pupa evresinden ergin birey oluncaya kadar gegen siire hesaplandi. Madde uygulanan
her bireyin her giin aym saatte kontrol edilerek, pupa olduktan sonra ergin birey

oluncaya kadar gegen siire giin olarak hesaplandi.

/m_

Sekil 2.6. G.mellonella'nin pupa dénemi. Olgii Bar1: 1cm

20



2.6.3. Ergin birey kiitleleri

Farkli konsantrasyonlardaki zebularin (0,25mg/ml - 32mg/ml) dozlar1 uygulanan
G.mellonella (0.21 + 0.01 g) larvalarinin ve kontrol grubu G.mellonella larvalari

ergin birey olduklar giin, hassas terazide tartilarak miligram cinsinden kaydedildi.
2.6.4. Ergin yasam siiresi

Farkli konsantrasyonlardaki zebularin (0,25mg/ml - 32mg/ml) dozlar1 uygulanan
G.mellonella (0.21 £+ 0.01 g) larvalarindan ve kontrol grubu G.mellonella
larvalarindan erginlesen bireylerin her giin ayni saatte kontrolleri yapildi ve
degisimler not alindi. Her bireyin pupadan ergin ¢ikisinin oldugu giin ilk giin kabul

edildi ve oliinceye kadar gecen siire yasam stiresi olarak hesaplandi.

Sekil 2.7. G.mellonella'nin ergin dénemi. Ol¢ii Bar1: 1cm
2.6.5. Ergin birey boylar

Farkli konsantrasyonlardaki zebularin (0,25mg/ml - 32mg/ml) dozlar1 uygulanan
G.mellonella (0.21 + 0.01 gr) larvalarinin ve kontrol grubu G.mellonella larvalarinin

ergin bireyleri, 6liimlerinin gergeklestigi giin boylar1 (mm cinsinden) 6l¢iildii.
2.7. ZebularininG. mellonella Larvasinin Hemosit Sayisina Etkisi

Farkli konsantrasyonlardaki zebularin (0,25mg/ml - 32mg/ml) dozlar1 uygulanan

G.mellonella (0.21 = 0.01 g) larvalarinin ve kontrol grubu G.mellonella larvalarinin
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hemosit sayilar1 belirlenmesi i¢in deney gruplari olusturuldu. Deney gruplari
olusturulurken her bir doz ve kontrol gruplart icin farkli zaman araliklarinda ti¢ kez
tekrar yapildi ve toplam 15’er larva kullanildi. Farkli konsantrasyondaki zebularin
dozlar1 ve saf su enjekte edilen G.mellonella larvalarindan, enjeksiyonu takiben 24
saat sonra hemolenf alindi. Enjeksiyon yapilan bireyler enjeksiyonu takiben 24
saatlik siireyi 25+5°C sicaklik, %60+5 bagil nem ve 12: 12 saat (Aydinlik: Karanlik)
1siklandirma sartlarinda gegirdi. Farkli konsantrasyondaki zebularin enjekte edilmis
larvalarin ve kontrol grubu larvalarimin hemosit sayilarini belirlemek i¢in larva
birinci arka bacak iizerinden ince ug¢lu diseksiyon ignesiyle delindi, 5 pl hemolenf
mikrokapiler tlip (Sigma) yardimiyla alindi. Elde edilen hemolenf buz iizerinde
bekletilen ve icerisinde 45 pl pihtilasma engelleyici soliisyon (0,098 M NaOH, 0,186
M NaCl, 0,017 M Na,EDTA ve 0,041 M Citric asit, Ph 4,5) (Nealis ve Frankenhyzen
1990; Tojo ve ark., 2000; Teramoto ve Tanaka, 2004; Er ve ark., 2010) bulunan
eppendorf tiiplerine aktarildi. 1: 10 oraninda seyreltilmis hiicre siispansiyonu
mikropipet yardimiyla birkag kez c¢ekilip birakilarak karistirildi ve hiicre
siispansiyonundan 10 plmikropipet ile ¢ekilerek 0,1 mm derinlikteki Neubauer
hemositometresine (Improved Neubauer Hemocytometer; Superior, Germany) (Sekil
2.8.) aktarildi. Hemositler Nikon Ti-U model inverted mikroskop faz- kontrast da

60x biiyiitmede sayildi ve bir mililitre hemolenftekihemosit sayis1 belirlendi.

Tl'—eif;i De_ptH Neubauer ce
Profondeur improved
0,100mm

0,0025 mm? /MARIENFELD

Sekil 2.8. Neubauer hemositometre lami

Neubauer hemositometresi birbirinden bir ¢ukurla ayrilan iki farkli sayim alanina
sahip bir sayma lamidir (Sekil 2.8.). Her sayim alaninin koselerinde dort tane 1
mm?lik (bliyiik kareler) boliimler bulunur. Bu bdéliimler 16 tane orta biiytlikliikte
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kareye ayrilmistir (1/4 X 1/4 = 1/16 mm?). Orta alanda bulunan biiyilik kare ise 25
tane orta bliylikliikte kare igerir. Orta biiyiikliikteki karelerin ¢evresi ¢ift ¢izgi ile
cevrilmigtir. Orta karelerin her biri 16 kiiclik kareye boliinmiistiir (Sekil 2.9.). Orta
alanda 25 tane orta kare, 400 tane kiiciik kare vardir. Kiigiik bir karenin alan1 1/20 x
1/20 = 1/400 mm*dir. Saymm alan1 disindaki kenarlar, sayim alan1 yiizeyinden 0,1
mm yiiksektir. Hemositometrenin lameli sayim alani iizerine konunca lamel ile sayim
alan1 yiizeyi arasinda 0,1 mm'lik bosluk kalir. Bu sayede lam ve lamel arasinda kalan

her karenin hacmi hesaplanabilir.
En biiyiik (Imm? 'lik) karenin hacmi=1 X 1 X 0,1 =0,1 mm?
0,1 mm?=0,0001 cm?®= 0,0001 ml’dir.

Sayim i¢in hemositometre laminin orta kisminda bulunan, 25 orta biiyiikliikteki
karenin tamami yani 1 mm?*lik biiylik karenin tamami sayilarak toplam hemosit
sayilar1 belirlendi. Mililitredeki toplam hemosit sayilarinin hesaplanmasi igin

asagidaki formiilden yararlanildi:

Hiicre sayis1 / ml = Biiyiik karede saydigimiz hiicre sayis1t X Sulandirma katsayis1 X

10*

'

0,25 mm.

%
}
|

_T_

Sekil 2.9.Neubauerhemositometresi sayim alani
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2.8. Zebularinin G. mellonella Hemosit Tiplerine Etkileri

Farkli konsantrasyonlardaki zebularin (0,25mg/ml - 32mg/ml) dozlar1 uygulanan
G.mellonella larvalarinin hemosit tiplerine etkilerinin belirlenmesi i¢in 0.21 + 0.01 gr
son evre larvalar1 kullanildi. Farkli konsantrasyondaki zebularin dozlar1 ve saf su
enjekte edilen G.mellonella larvalarindan, enjeksiyonu takiben 24 saat sonra
hemolenf alindi. Deney gruplari olusturulurken her bir doz ve kontrol gruplart igin
farkli zaman araliklarinda li¢ kez tekrar yapildi ve toplam 15°er larva kullanildi.
Kontrol grubunda herhangi bir isleme tabi tutulmamis larvalardan da ayni sekilde
hemolenf alindi. Enjeksiyon yapilan bireyler enjeksiyonu takiben 24 saatlik siireyi
25+5°C sicaklik, %6045 bagil nem ve 12: 12 saat (Aydinlik: Karanlik) 1siklandirma
sartlarinda gecirdi. Farkli konsantrasyondaki zebularin enjekte edilmis larvalarin ve
kontrol grubu larvalarinin hemosit tiplerini belirlemek i¢in larva birinci arka bacak
tizerinden ince uglu diseksiyon ignesiyle delindi ve 5 pl mikrokapiler tiip (SIGMA)
yardimiyla hemolenf alindi. Melenizasyona izin verilmeden, alkolle temizlenmis
lamlar tizerine hemolenf yayildi oda sicaklifinda kurumaya birakildi. Hemositlerin
fiksasyonu i¢in lam kuruduktan sonra lamlar 5 dakika metanol: asetik asit (3:1)
icinde bekletildi. Metanol {izerinden akitilarak kurumaya birakildi. Fiksasyon
isleminden sonra kuruyan lamlar giemsa boya ¢oOzeltisine alinarak 10 dakika
bekletildi ve boyanmalari saglandi. Boyanma siiresi sonunda lamlar saf su daha sonra
PBS ile yikandi ve kurumaya birakildi. Daha sonra preperatlar entellan ile kapatildi
ve preparatlar Nikon Eclipse Ti marka mikroskopta incelendi. Hemosit tipleri

belirlenerek fotograflari ¢ekildi.
2.8.1. Giemsa boyama cozeltisinin hazirlanmasi

Boyama ¢ozeltisinin hazirlanabilmesi i¢in, 3 ml Giemsa boya soliisyonu (MERCK
Giemsa’s Azure Eosine Methylene Blue Solution), igerisinde 57 ml PBS (pH = 7.,4)
bulunan lam boyama kaplarma yavas¢a damlatilarak karigtirildi ve 10 dakika
bekletildi. Tespit isleminden sonra kurutulan lamlar giemsa boyama ¢dzeltisi igine
alinarak boyanmalar1 saglandi. Preperatlar giemsa boya ¢ozeltisi i¢inde 10-15 dakika
bekletildikten sonra saf su ile yikandi ve oda sicakliginda kurumaya birakildi.
Kuruyan lamlar entellan ile kapatilarak Nikon Eclipse Ti marka mikroskopta

incelendi ve hemosit tipleri belirlenerek fotograflart ¢ekildi. Hazirlanan
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preparatlardaki hemosit tipleri Er ve dig. (2010)’nin yaptiklar1 calismadan
yararlanilarak belirlendi. Her doz ve kontrol gruplar i¢in hazirlanan preparatlarda

250 hiicre sayilarak farkli hemosit tiplerinin oranlar1 tespit edildi.
2.9. Zebularinin G. mellonella Hemositlerinde Mitotik Indekse Etkileri

Zebularinin G.mellonella hemositlerinde mitotik indekse etkilerinin belirlenmesi i¢in
deney gruplart olusturuldu. Farkli konsantrasyonlardaki zebularin (0,25mg/ml -
32mg/ml) dozlari, 0.21 = 0.01 gr G.mellonella larvalarina mikroenjektor
(HAMILTON) ile enjekte edildi. Kontrol grubu, herhangi isleme tabi tutulmamis
larvalar ve saf su enjekte edilmis larvalardan olusturuldu. Zebularin ve saf su enjekte

edilen larvalarin hemolenfi, enjeksiyonu takiben 24 saat sonra alindu.

Enjeksiyon yapilan bireyler enjeksiyonu takiben 24 saatlik siireyi 25+5°C sicaklik,
%6045 bagil nem ve 12:12 saat (Aydinlik: Karanlik) 1siklandirma sartlarinda gegirdi.
Farkli zaman araliklarinda her doz ve kontrol gruplart i¢in 3 tekrar 15'er larva
kullanildi. Hemolenf larvalarinin birinci arka bacak iizerinden ince uclu diseksiyon
ignesiyle delindi, 5 plmikrokapiler tiip (SIGMA) yardimiyla hemolenf alindi. Alinan
hemolenfler melanizasyona izin verilmeden onceden alkolle silinmis lamlar {izerine
alind1 ve kurumaya birakildi. Fiksasyon ic¢in lamlar 5 dakika metanol: asetik asit
(3:1) icinde bekletildi. Bes dakika sonunda metanol {izerinden akitilarak kurumaya
birakildi. Fiksasyon isleminden sonra kuruyan lamlar giemsa boya ¢ozeltisine
almarak 15 dakika bekletildi ve boyanmalar1 saglandi. Boyanma siiresi sonunda
lamlar saf su daha sonra PBS ile yikandi ve kurumaya birakildi. Daha sonra
preperatlar entellan ile kapatildi ve preparatlar Nikon Eclipse Ti marka mikroskopta

incelendi. Mitotik indeksin belirlenmesi i¢in mitoz evresindeki hemositler sayildi.

2.10. Zebularinin G.mellonella Hemositlerinde Mikroniikleus Sayilarina

Etkileri

Zebularinin  G.mellonella hemositlerin de mikroniikleus sayisina etkisinin
belirlenmesi i¢in deney gruplari olusturuldu. G.mellonella 0.21 + 0.01 gr son evre
larvalarina, cesitli zebularin (0,25mg/ml - 32mg/ml) konsantrasyonlar1 ve saf su
enjekte edildi. Bu bireylerin hemolenfi 24 saat sonra alindi. Enjeksiyon yapilan

bireyler enjeksiyonu takiben 24 saatlik siireyi 25+5°C sicaklik, %60+5 bagil nem ve
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12: 12 saat (Aydinlik: Karanlik) 1siklandirma sartlarinda gecgirdi. Kontrol grubunda
muamelesiz yani hicbir isleme tabi tutulmamis ayn1 agirliktaki larvalardan hemolenf
alindi. Alinan hemolenfler melanizasyona izin verilmeden onceden alkolle silinmis
lamlar tlizerine alind1 ve kurumaya birakildi. Fiksasyon i¢in lamlar 5 dakika metanol:
asetik asit (3:1) iginde bekletildi ve bes dakika sonunda iizerinden metanol akitilarak
kurumaya birakildi. Fiksasyon isleminden sonra kuruyan lamlar giemsa boya
coOzeltisine alinarak 10 dakika bekletildi ve boyanmalar1 saglandi. Boyanma siiresi
sonunda lamlar saf su daha sonra saf su ile yikandi ve kurumaya birakildi. Daha
sonra preperatlar entellan ile kapatildi ve preparatlar Nikon Eclipse Ti marka
mikroskopta incelendi. Inceleme isleminde her konsantrasyon ve kontrol gruplarinda
3 tekrar toplam 15'er birey 100'liik objektif altinda mikroniikleusa sahip hiicre sayisi
not alindi. Mikroniikleuslu hiicrelerin tespiti Venier vd. (1997) tarafindan gosterilmis
kriterlerle belirlendi. Buna gore niikleustan ayri ve temas olmayan, ana niikleustan

kiiclik ve niikleusla ayni tonda boyanan yapilar nikroniikleus olarak degerlendirildi.
2.11. Zebularinin Endoparazitoid P. turionellae'nin Biyolojisine Etkisi

Zebularinin farkli konsantrasyonlar1 (0,25mg/ml, 1mg/ml, 4mg/ml, 8 mg/ml, 16
mg/ml, 32mg/ml) uygulanan konak G.mellonella (0.21 + 0.01 g) lavralar1 ve kontrol
grubu larvalar1 60x15 mm o6lgiilerde plastik petrilere alinip laboratuvarda 25+5°C
sicaklik, %60+5 bagil nem ve 12: 12 saat (Aydinlik: Karanlik) isiklandirma
sartlarinda bekletildi. Her giin gbzlem c¢izelgesi tutuldu. Konak G.mellonella
larvalarinin pup evresine girdigi siire kaydedildi. Deney ve kontrol gruplar1 ergin
P.turionelllae disileri tarafindan parazitlendirildi yani yumurta birakilmasi saglandi.
G.mellonella larvalariin pupa olma siiresi, P.turionelllae bireylerinin pupadan ¢ikis
siiresi, ergin yasam siiresi, ergin agirlik ve ergin boy uzunluklar1 her giin yapilan

periyodik takipler ile belirlendi.
2.12. Istatistik

Calisgmamiz sonucu elde ettigimiz deney verilerinin ortalamalar1 SPSS 18.
versiyonunda one-way varyans analizi ya da Independent Samples T test kullanilarak
hesaplandi. One-way varyans analizinde ortalamalarin homojen olmasi durumunda
Tukey HSD (Tukey’s Honestly Significant Difference) testi, homojen olmamasi
durumunda ise Tamhane T2 testi kullanildi (P<0,05).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Zebularinin G.mellonella Larvalarinin Yasam Dongiisiine Etkisi

Zebularinin G.mellonella'nin biyolojik 6zelliklerine etkileri Tablo 3.1 de verilmistir.

Tablo 3.1. Zebularinin G.mellonella'nin biyolojik 6zelliklerine etkileri.

Konsantrasyon  G. mellonella  G. mellonella G. mellonella G.mellonella  G.mellonella

mgl Sl (Gim | (Gim Stesi(Gow  AETK(D)  Boy (nm
Muamelesiz 5420,6°  102+0,6"  141+04"  78,6+0,3" 14,0 +0,0°
Su 524 02 87£03"  7,0£08" 78,4£04°  148+02°
0,25 5203 83+06"  89+05"  851+0,0"  1510,1°

1 56+0,6'  84+04" 87409 76,6502 14,8204

4 58403 84404  7,6+03" 794£03"  14,7+03°

8 55+0,0°  86+03"  10,6+03"  755£03"  14,3+03°

16 56=0,1°  9,6+0,7°  156%0,5"  73,5£02°  14,3+0,1°

32 5402 714100 124407 78,1£0,6"  11,4+32°

*Ayni siitunda ve satirda aynmi harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemsizdir (P>0,05). Farkli zaman araliklarinda her doz ve kontrol gruplari
i¢in 3 tekrar 15'er larva kullanildi.

Yapilan deneyler sonucunda kontrol gruplar1 ve fakli konsantrasyonlarki zebularin
uygulanan G.mellonella bireyleri karsilagtirildiginda en uzun puplasma siiresinin,
uygulanan konsantrasyonlar arasinda 4 mg/L. zebularinde gergeklestigi tespit edildi.
Pupalasmanin en az oldugu konsantrasyon 0,25 mg/L zebularin ve kontrol su
grubunda oldugu goriildii. G.mellonella’nin ergin birey olarak cikis siliresi ise en

uzun siire kontrol muamelesiz grubu G.mellonella bireylerinde oldugu tespit edildi.
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G.mellonella’nin ergin birey olarak ¢ikis siiresi ise en kisa siire 32 mg/L zebularinde
oldugu tespit edildi. G.mellonella bireylerinde ergin yasam siiresi en uzun 16mg/L
zebularinda en kisa ergin yasam siiresinin ise 4mg/L de oldugu tespit edildi.
G.mellonella'nin ergin birey kiitleleri karsilastirildiginda en fazla agirlik 0,25 mg/L
zebularin konsantrasyonunda, en az agirlik ise 16mg/L zebularin konsantrasyonunda
oldugu tespit edildi. G.mellonella'nin ergin birey boylari karsilastirildiginda en uzun
boya sahip bireyler 0,25mg/L zebularin konsantrasyonu enjekte edilen deney grubu,
en kisa boya sahip deney grubu ise 32mg/L zebularin konsantrasyonu uygulanan
bireylerde oldugu tespit edildi. Sekil 3.1. zebularinin P.turionelllae biyolojik

ozelliklerine etkileri.gosterildi.
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Sekil 3.2. Zebularinin G.mellonella agirhigina etkisi.
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Sekil 3.3. Zebularinin G.mellonella boy uzunluguna etkisi.

Yukarida Tablo3.1.'de belirtildigi gibi farkli zebularin konsantrasyonlari
G.mellonella yasam oranini diislirdii, gelisim siiresini ise kisaltti. Daha 6nce yapilan
calismalarda G.mellonella tlizerine uygulanan farkli maddeler, antibiyotiklerinde
zebularinin etkisine benzer etki yaptig1 goriildii. Cesitli maddelerin, antibiyotiklerin,
ilaglarin G.mellonella ve diger bocek tiirleri iizerinde etkisi {lizerinde ¢ok sayida
calisma vardir. Fakat bu caligmada sitidin analogu olan zebularin ile yapilan ilk
caligmadir. Sak ve Uckan (2009), farkli cypermethrin konsantrasyonlarinin
G.mellonella tizerinde etkisini aragtirmistir. Cypermethrinin G.mellonella gelisim
stirelerinde gecikme, yasam siiresinde kisalma, 6liim oraninda artig gibi etkileri,
G.mellonella’nin zebularinin farkli konsantrasyonlarina verdigi cevap ile benzerdir.
Kelly ve Kavanagh (2011), mantar hastaliginda tedavi amagh kullaninlan kaspofungi

ilacinin G.mellonella larvalarinin yasam siiresini arttirdigini tespit etmistir.

Yaptigimiz calismada 16mg/L. zebularin konsantrasyonunda G.mellonella yasam
sliresinin arttig1 tespit edilmistir. Ortel (1995), kursun ve kadmiyum ile hazirlanmis
besini G.mellonella larvalaria etkilerini incelemistir. Yiiksek dozlarda gelisimin
yavasladigin1 ve oliimiin arttigini gézlemlemistir. Yaptigimiz ¢alismada 0,25 mg/L,
Img/L, 4 mg/L, 8 mg/L, 32mg/L zebularin konsantrasyonunda G.mellonella yagam
stiresinin kisaltidig1 tespit edilmistir. Benzimidazol grubu olan ve antibiyotik olarak
kullanilan triklabendazolun G.mellonella larvalari ile yapilan ¢aligmada bdcegin

larva, pup ve ergin evrede yasama ve gelisme siiresine etkisi incelenmistir.
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Calisma sonucunda triklabendazolun bdcegin hem larval hemde ergin donemde
gelisim siiresi ve tiim gelisim evrelerinde yasama oranint olumsuz etkiledigi
gorilmistir. Yaptifimiz ¢alismay1 destekleyecek sonuglardir (Kilig, 2015). Bitki
bliylime hormonu olan Gibberellik asit farkli konsantrasyonlarda, konak
G.mellonella'ya uyguland1 ve konak ¢ikis siiresini kisatti. Yaptigimiz caligmada da
G.mellonella ergin c¢ikis siliresi 32mg/L zebularin konsantrastonunda (7,1 +1,0)

kisaldig tespit edildi (Usmani ve Knowles, 2001; Oztiirk, 2010).

Biiyilikgiizel (2006) calismasinda malathionun 100 ppm konsantrasyonunda
G.mellonella pupalagma oranini diislirdiiglinii tespit etmistir. Durmus ve Biiyiikgiizel
(2008), sodyum tetraboratin G.mellonella’nin yasam siiresini kisaltigini, pupa ve

ergin doneme gegis siiresini uzattigini tespit etmistir.

Zebularinin  G.mellonella iizerindeki etkileri, farkli kimyasallarin ya da
antibiyotiklerin diger takimlardaki bocekler iizerinde etkileri ile benzer sonuglar
vermistir. Ornegin, endoparazitoid olan Trichogramma cinsini besin ortamina ilave
edilen nistatin, sodyum benzoat ve metil phidroksibenzoat gibi maddeler yasam ve
gelisimi olumsuz etkiledigi tespit edilmistir (Xie ve dig. 1986, Grenier ve Liu 1990,
1991).

Farkli konsantrasyonlardaki zebularin uygulanan bireyler ile kontrol grubu bireyleri
arasinda giin farki vardir. G.mellonella ergin donemde beslenmez sadece ¢iftlesir ve
yumurta birakir. Ergin yasam siiresinin kisalmasi yumurta birakma sayisini azaltir.
Buda dolayli olarak neslinin azalmasina neden olur. Durmus (2006), malathionun
farkli  konsantrasyonlarinda  G.mellonella pupalasma oranint  diislirdiiglini

gozlemlemistir.

Yapilan arastirmalarda kimyasal maddelerin ilaglarin boceklerin yagsam ve gelisimini
olumsuz etkilemesinin nedenini serbest radikallerin toksitesine bagli oldugu

seklindedir (Cohen ve Crittenden, 2004).

Yapilan bazi ¢aligmalarda farkli antibiyotiklerin G.mellonella lizerinde oksidatif stres
olusturduklar1 bundan dolay1 yasam ve gelisim evreleri olumsuz etkilendigi tespit
edilmistir (Kastamonuluoglu, 2013). Zebularininde diger kimyasal maddeler ve

antibiyotiklerle ayni1 yonde etki olusturmasinin nedeni oksidatif stres, serbest
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radikallerin toksitesi ile iliskili olabilir. Benzer bir ¢alismada aliiminyum kloriiriin
G.mellonella iizerinde etkileri incelendiginde gelisim siiresini olumsuz etkiledigi,
yasam siiresini kisalttig1 ve agilikta istatistiksel bir fark bulunamamistir. Bunun
nedeni aliiminyum kloriiriin olumsuz etkilerinin bu tiir tarafindan regiile edilebildigi
gostermektedir (Yilmaz, 2013). Zebularin uygulanan G.mellonella bireylerinin
yagsam ve gelisim siirelerinde degisiklik meydana gelirken, agirlikta istatiksel olarak
bir fark bulunamadi. Bunun bir nedeni de zebularinin olumsuz etkilerinin regiile
edilmeye calisilmasi olabilir. Yapilan baska bir ¢alismada yine benzer sonuglar

alimustr.

Epirrita autumnata (Lepidoptera: Geometridae)’da bakir, nikel, kadmiyum, kursun
ve ¢inko agirhgi etkilememistir (Van Ooik, 2007). Agirlik degisiminin olmamasinin
bir nedeni boceklerde tiire bagli olarak kimyasal maddelere kars1 se¢imli fizyolojik

mekanizmalarinin var oldugunu gosterir (Van Ooik, 2007).

Hayvanlarin kimyasal maddelere verdigi tepkiler, canlinin tiiriine, maruz kaldig1
madde konsantrasyonuna ve siliresine bagli olarak degisir (Wu ve ark. 2006).
Aragtirmalara gore boOcekler maruz kaldiklar1 kimyasal maddeleri ozellikle agir
metalleri detoksifikasyon mekanizmasi ile digki ile yada deri degistirerek disari
atalar. Spodoptera litura larvalarma verilen farkli konsantrasyonlardaki nikelin

biiylik kismin1 digki ile disar1 attig1 goriildii (Sun ve ark., 2008).

Klinik bir madde olan mebendazolun antihelmintik yani insan viicuduna giren
parazitlerden kurtulma amacgli kullanilan ayni zamanda bdcek miicadelesinde
kullanilan insektisit bir maddedir. Mebendazoliin diisiik dozlar1 G.mellonella

larvalarinda yasam ve gelisimi olumsuz etkilememistir.

Yapilan c¢alismalarda kimyasal maddelerin bocek tiirleri iizerinde olumsuz etkilere
neden olan konsantrasyonlar ve bunlarin etki mekanizmalar1 hakkinda ayrintili bilgi
yoktur (Liles 1958, Singh ve House 1970, Griffiths ve Beck 1974, Costa 1997,
Biiytikgiizel ve Yazgan 2002, Alverson ve Cohen 2002).

Yapilan caligma insan saglig1 i¢in 6nemi olan sitidin analogu ve kanser ilaci olarak
kullanilan zebularinin model organizma G.mellonella'ya etkisi, bocek miicadelesinde

kimyasal insektisit olarak kullanilabilirliligini ortaya koymak amaciyla 6nem tasir.

31



3.2. Zebularinin P. turionellae'min Yasam Dongiisiine Etkisi
Zebularinin P.turionelllae biyolojik 6zelliklerine etkileri Tablo 3.2 'de verilmistir.

Tablo 3.2. Zebularinin P.turionelllae'nin biyolojik 6zelliklerine etkileri.

G. mellonella

Konsantrasyonlar Pupalagma . P . P. P. P.
L turionellae turionellae . .
Siiresi(giin) . . turionellae  turionellae
L cikig siiresi  Ergin Yasam Agirlik (gr)  Boy (mm)
mg (Giin) Siiresi (giin)
Muamelesiz 6,3+0,77° 16,240,7° 38,57+1,5°  18,8+0,6°  11,2+0,54°
Su 5,1+0,26° 15,140,6° 33,742,01° 16,6 +0,5°  10,3+0,38"
0,25 5,7+0,20° 15,4+0,2°  21,56£2,66°  15,5+0,5°  9,7+0,05°
1 4,8+0,15 15,240,1°  21,83+0,97°  16,5+0,7*  9,440,15°
4 5,18+0,36" 14,740,2*  33,22+41,95®  16,4+0,3*  9,9+0,29°
8 5,33+0,26° 15,040,5°  25,27+1,12*  15,2+0,1° 9,8+0,09°
16 5,7+0,40° 15,4+0,3°  28,06+1,73%  152+0,4*  9,6+0,07°
32 5,7+0,40° 16,1£0,6° 29,7148  16,5+0,3" 9,8+0,20°

*Ayni slitunda ve satirda ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemsizdir (P>0,05). Farkli zaman araliklarinda her doz ve kontrol gruplari
icin 3 tekrar 15'er larva kullanildi.

Yapilan deneyler sonucunda kontrol gruplar1 ve farkli konsantrasyonlarki zebularin
uygulanan G.mellonella bireyleri incelendiginde en wuzun siiren pupalasma
muamelesiz kontrol grubunda, en kisa siiren pupalagmanin ise 1mg/L de oldugu
tespit edildi. Farkli zebularin konsantrasyonlu pupalar endoparazitoid olan
P.turionellae ile parazitlendiginde P.turionellae ergin ¢ikis siiresi en uzun siirede
tamamlayan deney grubunun kontrol muamelesiz oldugu, en kisa siirede ergin ¢ikisin

ise 4mg/L zebularin konsantrasyonunda oldugu tespit edildi.

P.turionellae'min ergin yasam siiresi kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki
zebularin ile karsilagtirildiginda en uzun siiren ergin yagam siiresinin ise muamelesiz

kontrol grubunda oldugu, en kisa siiren yasam 0,25 mg/LL zebularin
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konsantrasyonunda tespit edildi. Kontrol gruplart ve farkli zebularin
konsantrasyonlar1  karsilastinlldiginda  P.turionellae  ergin  birey  kiitleleri
karsilastirildiginda en fazla kiitle muamelesiz kontrol grubundaki bireylerde, en az

kiitle ise 8mg/L, 16mg/L zebularin konsantrasyonunda oldugu tespit edildi.

Farkli zebularin konsantrasyonlu pupalar endoparazitoid olan P.turionellae ile
parazitlendiginde erginlesen P.turionellae erginlerinin boy uzunluklar1 kontrol grubu
P.turionellae bireyleri ile karsilastirildiginda en uzun boy kontrol muamelesiz deney
grubunda en kisa boya sahip Img/L zebularin konsantrasyonuna sahip deney
grubunda oldugu tespit edildi. Sekil3.4. zebularinin P.turionelllae yasam ve gelisim

stiresine etkisi gosterildi.
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Sekil 3.5. Zebularinin P.turionelllae agirligina etkisi.
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Sekil 3.6. Zebularinin P.turionelllae boy uzunluguna etkisi.

Yapilan caligmalarda bakirin P.furionellae yasam ve gelisimi iizerinde etkisi
arastirllmistir ve calismada en uzun yasam siiresi kontrol grubu bireylerinde
gozlenmistir. Bakir konstantrasyonu arttikca yasam siiresi kisaldigi tespit edilmistir
(Yilmaz, 2013). Zebularin konsantrasyonu arttikca P.turionellae yasam siiresi
kisalmistir. Bizimde yaptigimiz ¢alismada kontrol grubu muamelesiz ve kontrol su
grubu bireylerinde, zebularin konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda en uzun yasam
siiresine sahiptir. Yani literatlir yaptigimiz deney sonuglarim1 destekliyordur.
Biiyiikgiizel ve Yazgan (1996), penisilin, streptomisin, rifampisinin endoparazitoid
P.turionellae'nin yagam ve gelisim siiresine etkisi incelenmis ve gelisimin geciktigi,
yasam siiresinin ise azaltig1 belirlenmistir. Calismamizda benzer sonuglar elde
edilmistir. Biiytikgiizel (2001a) caligmasinda  novabioksinin diistik
konsantrasyonlarda  P.turionellaemin ~ yasam  siiresini  arttirdigi,  yliksek
konsantrasyonlardaki novabioksinin etkisi P. turionellae'nin yasam siiresini kisalttigi

tespit edilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada 4mg/L zebularin konsantrasyonunda yasam siiresi artmuistir,
zebularin konsantrasyonu arttikga yasam siiresi kisalmistir 16mg/L, 32 mg/L.
Biiyiikgiizel (2001b) calismasinda novabioksin ve nalidiksik asidi P.turionellaemin
besinine karigtirmistir ve %80.8 pupalasma ve %69.94 ergin olma verimliligi
saglandi, erginlesme siiresinin kisaldigini tespit etmistir. Streptomisinin P.turionellae
lizerinde yasam ve gelisimine etkisi incelendiginde en yiiksek streptomisin

konsantrasyonunun ergin evreye ulasma siiresini uzatmistir (Biiyiikgiizel, 1999).
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Yaptigimiz ¢alismada da en yiliksek zebularin konsantrasyonunda, ergin birey ¢ikis
stiresi uzamigtir. Bu calisma bizim yaptigimiz ¢alismayr destekleyen yondedir.
Neomisinin P.turionellae yasam ve gelisimine etkisi incelendiginde yasam ve
gelisimi geciktirdigi tespit edilmistir. Eritromisin P.turionellaemin biyolojisine etkisi
arastirildiginda 30 mg ve iizeri konsantrasyonlarda pup olma siiresi kisalmistir, bizim
sonuclarimizi destekleyen bir bulgudur. Bitki biiylime hormonu olan Gibberellik asit
farkli konsantrasyonlarda, konak G.mellonella'ya uygulandi ve konak c¢ikis siiresini
kisatt1 fakat parazitoid P.turionellae ergin ¢ikis siiresinde anlamli bir fark ortaya
cikmamistir. Bunun nedeni gibberellik asit besin kalitesini etkileyerek konak
gelisiminde etkisini goOstermistir. G.mellonella savunma mekanizmalari ile
detoksifiye etmis olabilir ve parazitoidin ergin ¢ikis siiresi etkilenmemis olabilir
(Usmani ve Knowles, 2001; Oztiirk, 2010). Yaptigimiz ¢alismada P.turionellae'nin
ergin ¢ikis siiresinde azalma meydana geldi. Konak G.mellonella'nin zebularine kars1
detoksifikasyon mekanizmasinin bulunmadigi ya da gelismedigini bu durumdan
dolay1 parazitoidin ergin ¢ikis siiresini, ergin yasam siiresini azalttigini sdyleyebiliriz.
Ucgkan ve dig. (2000), yaptiklar1 ¢calismada, giberellik asitin konak A.grisella’nin ve
endoparazitoid A.galleriaemin yasam ve gelisimine olan etkileri arastirilmistir.
Yumurtadan ergin doneme kadar gecen siireyi etkiledigi ve bu siire yiiksek giberellik
asit konsantrasyonlarinda %40 daha uzadigi tespit edilmistir (Uckan, 2008).
Yaptigimiz calismada parazitoid P.turionellamin ergin ¢ikis siiresi yiiksek zebularin
konsantrasyonlarinda uzamistir. Yapilan ¢alismada farkli konsantrasyonlarda indol
asetik asit uygulanan P.turionellaemin erginlesme siiresi gecikmis, ergin yasam
siiresi ise kisaldig1 tespit edilmistir (Ozbek, 2012). Bu calismada yaptigimiz
caligmayr destekleyen ayni yonde bulgular veren bir caligmadir. Bitki gelisim
diizenleyicisi olan kinetinin farkli konsantrasyonlari Zaprionus paravittiger Godbole
ve Vaidya (Diptera: Drosophilidae)’de ergin ¢ikis siiresini kontrol grubuna gore
uzattigi belirlenmistir (Sharma ve ark., 1997). Bu bulguda bizim sonuglarimizi
destekler. Yapilan ¢alismada 2,4-diklorofenoksiasetik asit ve 4-klorofenoksiasetik
asidin Drosophila melanogaster'nin yasam ve gelisimini etkilemesinin sebebi protein
sentezi ve hiicre biiyiimesini engellemis olabilecegi bundan dolay1 gelisim evreleri
uzamistir (Kaya ve Yanikoglu, 1999). Azadirachtinin Tetranychus cinnabarinus
(pamuk kirmizi1 6riimcek) lizerine yaptigl biyolojik etkiler arastirilmistir ve bocegi

olumsuz etkiledigi, 60 ppm’lik konsantrasyonda 6liim oraninin %100 arttig1, ergin
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bocek ¢ikist olmadig tespit edilmistir (Topake1 ve Gogmen, 2008). Yapilan bagka bir
calismada antifungal kokenli ii¢ farkli antibiyotik karistminin dipter tiirii olan
Hypoderma lineatum (Villers)’un yasam ve gelisimine etkisi arastirilmistir ve
anlamli derecede yasamin etkilendigi goriilmiistiir (Chamberlain ve School, 1991).
Antimikrobiyal maddeler Pectinophora gossypiella (Saunders) (Clark ve ark. 1961,
Ouye 1962), Trichoplusiani (Hiibner) (Kishaba ve ark., 1968), Graphognathus spp.
(Bass ve Barnes, 1969), Bemisia argentifolii Belows & Perring (Costa ve ark.,1997)
gibi parazitoid yasam bi¢imine sahip olmayan bdceklerde yasam ve gelisim olumsuz
etkilenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucu parazitoitlerin ergin hayat uzunlugu cesitli
faktorlere bagl olarak tiirden tiire degisiklik gosterdigi tespit edilmistir (Ugkan ve
Giilel, 2000).

3.3. Zebularinin G. mellonella Hemosit Sayisina Etkileri
Zebularinin G. mellonella hemosit sayisina etkileri Tablo 3.3 'de verilmistir.

Tablo 3.3. Zebularinin G. mellonella hemosit sayisina etkisi.

Toplam Hemosit Sayisi

Dozlar
(x10° hiicre / ml)"
Zeb (mg/ml)
(Ort + S.H)
Muamelesiz 25,8+6,2%
Su 25,5£5,6°
0,25 mg/ml 14,444,5¢
1 mg/ml 14,1+4,0°
4 mg/ml 11,6+3,8¢
8 mg/ml 12,542%
16 mg/ml 23,94+4°
32 mg/ml 21,4+5,4°

# Her biri 15 larvanin toplam hemosit sayisinin ortalamarini géstermektedir.
* Ayni siitunda ve satirda ayni harfi tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel
olarak onemsizdir (P>0,05). Farkli zaman araliklarinda her doz ve kontrol
gruplari i¢in 3 tekrar 15'er larva kullanildi.
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Sekil 3.7. Img/L zebularin uygulanan G.mellonella hemositometreden goriiniim.
Olgii Bar1: 500 pm.

Yapilan calismalarda  G.mellonella  kontrol grubu ile farkli zebularin
konsantrasyonlar1t ~ uygulanan  G.mellonella  larvalarinin  hemosit  sayisi
karsilagtirildiginda en fazla hemosit muamelesiz kontrol grubunda, en az hemosit
sayisina sahip olan grup ise 4mg/L konsantrasyona sahip zebularin grubunun oldugu

tespit edilmistir. Zebularinin G.mellonella hemosit sayisina etkisi Sekil 3.8.'de

gosterildi.
300
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Sekil 3.8. Zebularinin G. mellonella hemosit sayisina etkisi.

George ve Ambrose (2004), yaptigi calismada monocrotophos, dimetioate,
metilparathion ve quinalphos uygulanan Rynocoris kumariinin hemosit sayisinin
artt1g1 tespit edilmistir.Insektisit olan chlordan’in Periplaneta americana’nin toplam

hemosit sayisini arttirdigi tespit edilmistir (Gupta ve Sutherland, 1968). Pimpla
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hypocondriaca (Retzius) (Hymenoptera; Ichneumonidae) zehri uygulanan konak
canlmin toplam hemosit sayist incelendiginde, zehrin hemosit sayisinin azalttigi
gozlenmistir (Richards ve Parkinson, 2000). Chlorozan uygulamasi ile Schistocera
gregaria’da toplam hemosit sayisi kontrol grubuna gore yari yariya azalmistir.
Deltametrin ve spinosaf uygulanan Schistocera gregaria’da hemosit sayisinin

azaldig: tespit edilmistir (Halawa ve ark., 2007).

Yapilan calismada P.turionellae zehrinin G.mellonella toplam hemosit sayisina etkisi
arastiritlmistir ve pupal hemosit sayisinda anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir
(Er ve ark., 2010). Giberellik asidin G.mellonella larva hemosit sayisina etkisi
aragtirtlmistir ve giberellik asit konsantrasyonlarinin toplam hemosit sayisini
arttirdigs tespit edilmistir (Altuntas, 2012). Gilimiis ve ¢inko oksit nanopartikiillerinin
G.mellonella hemosit sayisina etkisi aragtirilmistir. Cinko oksidin ve gilimiis
nanopartikiillerinin toplam hemosit sayisini1 azalttig1 tespit edilmistir (Eskin, 2017).
Yapilan caligmalarda farkli konsantrasyonlarda uygulanan aliiminyum kloriirii
G.mellonella larvalariin hemosit sayisina etkisi arastirlmistir ve hemosit sayisinda
bir degisiklige neden olmadigi tespit edilmistir (Yilmaz, 2013). Stres kosullarina
kars1 bagisiklik sisteminin verdigi yanit hemosit sayisinin artigidir (Coles ve ark.,
1995). Yapilan caligmalarda stres faktorlerinden biri olan sicaklik artisinda
boceklerde hemosit sayist Once artarken stres faktorii uzadik¢a hemosit sayisinin
azaldig1 gorilmistir. Bilim insanlart bu durumun nedenini hiicre donglisiiniin

durmasina bagh oldugunu ac¢iklamislardir (Kiuchi, 2008).

Kurt (2013), yaptig1 ¢alismalara deltametrinin G.mellonella'nin hemosit sayis1 24.
saatte kontrole gore azalirken 72. ve 96. saatlerde artmistir. Yapilan ¢alismalarda agir
metal ile beslenen E. autumnata (Lepidoptera: Geometridae), enkapsiilasyon orani
artmistir ve bu durum hemosit sayisinin artmasina bagli olarak meydana gelmistir.
Enkapstilasyon ile hemosit sayisinin artisinda dogru oranti vardir (Rantala ve dig.,
2000). Ugkan ve dig., (2011), hemosit sayisinin azalmasimnin bir nedenin de
hemositlerin  mitoz boliinmesinden kaynaklandigin1  bildirmislerdir. Hemosit
azalmasinin nedenini bocege uygulanan kimyasal maddenin toksik etkisinden,
endokrin bez inhibisyonundan, nodiill olusumu, enkapsiilasyon olaylarindan
kaynaklaniyor olabilecegi yapilan ¢aligmalar sonucu belirtilmistir (Sabri ve Tariq,

2004; Pandey ve dig., 2007). Sendi ve Salehi (2011), (Pandey ve dig.,2012) benzer
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bulgular1 tespit etmislerdir. Azadirachtin uygulanan G.mellonella larvalarinin
hemosit sayisi, kontrol grubunun hemosit sayisina oranla azalmistir (Tagkiran, 2016).
Yapilan ¢alismada bazi insektisitlerin (chlorozan, deltametrinin, spinosad), ¢6l
cekirgesi olan Schistocera gregaria'da kontrol grubuna gore hemosit sayisini

azalttig1 tespit edilmistir (Halawa, 2007).

Yaptigimiz ¢alismada da kontrol gruplarina gére hemosit sayisinda azalma tespit
edilmistir. G.mellonella zebularine karst savunmaya ge¢mistir ve hemosit sayisi
yukarida belirtilen nedenlerden dolay1 azalmis olabilir. Literatiir calismasi yaptigimiz

deneyi olumlu yonde desteklemistir.
3.4. Zebularinin G. mellonella Hemosit Tiplerine Etkisi

Boceklerde bagisikligin en onemli elemanlar1 hemositlerdir (Lackie, 1988). Er ve
dig.,(2011), yaptig1 calismada G.mellonella larva hemolenfinde bulunan hemosit

tiplerinin analizi bu ¢alismada baz alinarak hemosit tipi teshisi yapildi.

Yaptigimiz calismada zebularin enjekte edilen G.mellonella larvalarinin hemosit
tiplerinden Onositoidler, plazmatositler, graniilositler ve digerleri seklinde
degerlendirildi. Zebularinin G.mellonella hemosit tipine etkisi Tablo 3.4.'de

gosterildi.

Sekil 3.9. Zebularin uygulanan G. mellonella hemolenfinde Graniilosit. Ol¢ii Bar: 10
pm.
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Sekil 3.10. Zebularin uygulanan G. mellonella hemolenfinde Onositoid. Olgii

Bar: 10 um.

Sekil 3.11. Zebularin uygulanan G. mellonella hemolenfinde Plazmatosit Olgii

Bar: 10 um.

Tablo 3.4. Zebularinin G. mellonella hemosit tipine etkisi.

Konsantrasyonlar Onositoid Plazmatosit Graniilosit Digerleri
(mg/L) sayilar: sayilari sayllari
(Hiicre/250) (Hiicre/250) (Hiicre/250)
(Ort £SH)* (Hiicre/250)
Muamelesiz 12,5+ 0,7 22,1+0,3 43,4+ 1,0° 22,0 + 0,4
Su 8,6 0,7 27,4 +£0,8° 38,4 +1,7° 25,5 +£2,5%
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Tablo 3.4.(Devam) Zebularinin G. mellonella hemosit tipine etkisi.

Konsantrasyonlar Onositoid Plazmatosit Graniilosit Digerleri
(mg/L) sayllari sayilari sayllar
(Hiicre/250) (Hiicre/250) (Hiicre/250)
(Ort £SH)* (Hiicre/250)

0,25 23,4+0,5° 16,0 + 0,4 40,2 +1,2° 20,4 +1,0°

1 24,9+ 0,0° 18,4+ 1,2° 29,2 +0,2¢ 27,5+ 1,0°
4 26,3 £ 0,6° 16,4 +0,6™ 33,7 +0,0° 23,6 + 1,4

8 24,6 +0,9° 14,8 + 1,0 34,8+ 0,1° 25,8 +0,4%

16 36,3+ 0,6 10,1 +0,3° 33,3 +0,0° 20,3 +0,5°

32 47,8 + 0,6 11,9 +0,3% 32,6 0,0 7,7 +£03¢

*Ayni slitunda ve satirda ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemsizdir (P>0,05). Farkli zaman araliklarinda her doz ve kontrol gruplar
icin 3 tekrar 15'er larva kullanildi.

Yapilan ¢alismalar sonucunda kontrol muamelesiz G.mellonella larvalarinin hemosit
tipleri sayildiginda, kontrol muamelesiz hemolenfindeki hemositlerin biiyiik bir
kismini graniilositlerin, daha sonra yogun olarak plazmatosit bulundugu, az miktarda
da Onositoid bulundugu tespit edildi. Geriye kalan hemosit tipleri (prohemosit,
sfrerosit) digerleri basligi altinda toplandi. Kontrol su grubu G.mellonella
larvalarinin hemosit tipleri sayildiginda, kontrol su hemolenfindeki hemositlerin
bliyiik bir kismini graniilositlerin olusturdugu, daha sonra yogun olarak plazmatosit
bulundugu, az miktarda da 6nositoid bulundugu tespit edildi. Geriye kalan hemosit
tipleri (prohemosit, sfrerosit) digerleri bagligi altinda toplandi Tablo 3.4'de
gosterildigi gibi zebularin uygulanan G.mellonella larvalarinin hemosit tipleri ile
kontrol gruplarinin hemosit tipleri karsilastirildiginda en fazla graniilosit muamelesiz
deney grubunda, en az graniilosit 1mg/L zebularin konsantrasyonundadir. Zebularin
uygulanan G.mellonella larvalarinin hemosit tipleri ile kontrol gruplarinin hemosit
tipleri karsilastirildiginda en fazla plazmatosit kontrol su grubunda, en az plazmatosit
ise 16mg/L zebularin konsantrasyonu uygulanan larvada oldugu, en fazla 6nositoid
sayisinin ise en fazla 32mg/L zebularin konsantrasyonu uygulanan deney grubunda,

en az Onositoidin ise su kontrol grubunda oldugu tespit edildi. Digerleri basliginda
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toplanan hemosit tipleri en fazla 8mg/L zebularin konsantrasyonunda, en az diger
hemosit c¢esitleri ise 32mg/L zebularin konsantrasyonu uygulanan larvalarda
bulundugu tespit edildi. Farkli konsantrasyonlarda zebularinin G. mellonella hemosit

tipine etkisi Sekil.3.12.'de gosterildi.
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Sekil 3.12. Farkli konsantrasyonlarda Zebularinin G. mellonella
hemosit tipine etkisi.

Aylin Er ve dig.,(2010), P.turionellae zehrinin G.mellonella hemositleri lizerine
etkisi arastirilmistir. G.mellonella evresinde graniilosit sayisinda azalma, plazmatosit
sayisinda artig tespit edilmistir. Yaptigimiz c¢alismada da kontrol muamelesiz

grubuna gore graniilosit sayisinda azalma meydana geldi.

3.5. Zebularinin  G.mellonella Hemositlerinde Mitotik  indekse ve

Mikrocekirdek Sayisina Etkisi

Zebularinin G. mellonella hemositlerinde mitotik indeks ve mikronukleusa etkileri

Tablo3.5'de gosterildi.

Sekil  3.13.  Zebularin uygulanan  G.mellonella
hemolenfinde mitotik evrede hemosit. Olgii Bar: 10 pm.
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Tablo 3.5. Zebularinin G. mellonella hemositlerinde mitotik indeks ve
mikronukleusa etkisi.

Konsantrasyonlar (mg/L)  Mitotik indeks Mikroniikleus
(mitoza giren hiicre sayis1/100)

Muamelesiz 2,6 £0,5° 0,4 +£0,1°
Su 24 +0,3° 1,0 +£0.2°
0,25 0,8+0,1° 0,1 £0,0°
1 1,0 £0,0° 0,2 +0,0°
4 0,1 +0,0° 0,1 +0,0°
8 0,5+ 0,0° 0,1 +£0,0°
16 1,0 +0,0° 0,2 +0,0°
32 1,0 +0,0° 0,1 +0,0°

*Ayn siitunda ve satirda aymi harfi tasiyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak dnemsizdir (P>0,05). Farkli zaman araliklarinda her doz
ve kontrol gruplari i¢in 3 tekrar 15'er larva kullanild.

Yapilan ¢aligsmalar sonucunda kontrol gruplar1 ve ¢esitli zebularin konsantrasyonlari
uygulanan G.mellonella larvalarimin hemositlerinde en fazla mitotik indeks
muamelesiz  kontrol grubunda, en az mitotik indeks ise 4mg/L zebularin

konsantrasyounda goriildii. Tablo 3.5’da gosterildi.

Kontrol grubu ve cesitli zebularin konsantrasyonlar1 uygulanan G.mellonella
larvalarinin hemositlerinde en fazla mikroniikleus olusumu su kontrol grubunda en
az mikroniikleus olusumu ise 0,25mg/L, 4mg/L, 8mg/L, 32mg/L zebularin
konsantrasyonunda goriildii. Sekil 3.14.'de zebularinin G.mellonella hemositlerinde

mitotik indekse etkisi gosterildi.

Er ve dig. (2010), P.turionellae zehrinin G.mellonella hemositleri {izerine etkisi
arastirilmistir. Zehir dozlarina bagl olarak hemositlerinde mitotik indeks azalmistir.
Yaptigimiz calismada zebularin konsantrasyonu arttik¢a, mitotik indeks azalmistir.

Sak (2004), cypermethrin uygulanan P.turionellae'min hemositlerine etkisi
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aragtirtlmistir ve cypermethrin artigina bagli olarak mikronukleus sayisinda artig

tespit edildi.
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Sekil 3.14. Zebularinin G. mellonella hemositlerinde mitotik indekse etkisi.

Yilayaz (2005), paratiyon metilinin Barbus rajanurum Mystaceus tizerindeki etkisi
incelenmistir. Paratiyon metilinin g¢esitli konsantrasyonlar1 mikronukleus sayisinda
artisla neden olmustur. Revankar ve Shyama (2009) insektisit olan monokrotofoz
Meretrix yumurtalarina uygulanmistir ve mikronukleus sayisinda artis meydana
gelmistir. Li ve dig., (2011), farkli acetamiprid ve chlorphyrifosun konsantrasyonlari
Pardosa asterigera uygulanmistir. Mikronukleus sayisinda artig tespit edilmistir.
Cesitli  konsantrasyonlarda deltametrin uygulanan G.mellonella hemolenfinde
mikronukleus sayisinda artis goriildii (Kurt, 2013). Mikronukleus, hiicrelerde mitoz
boliinme sirasinda ortaya ¢ikan kromozom hasarlarindan kaynaklanan g¢ekirdege

dahil olmayan bir yapidir.

Mikronukleus sayisindaki artis mutajen, karsinojenik veya toksik maddeden
kaynaklanan durumdur (Sekeroglu, 2011). Calismamiz sonucu elde edilen veriler ile
literatiirdeki veriler ayn1 yonde sonu¢ vermedi. Bunun nedeni literatiirdeki
mikronukleus caligmalarinda genellikle insektisit yani bdcek ilaci kokenli maddeler
kullanilmasidir. Biz calismamizda kanser tedavilerinde kullanilan, DNA metil
transferaz inhibitéri (DNMTi) olan zebularin kullandigimiz i¢in kromozomal
bozukluklarint arttirarak mikronukleus olusumunu arttirmadi. Aksine kontrol

grubuna gore mikronukleus sayisini diisiirdii, kanser tedavilerinde zebularinin olumlu
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sonu¢ vermesini destekleyen bir bulgudur. Bu sonu¢ yaptigimiz ¢alismanin dogru

yonde ilerledigini gdsterdi.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Ilag kesfetme ve gelistirme ¢alismalarinda, P.turionellae ve G.mellonella modelinde
zebularinin etkisine bakarak memeli ve insan modellerinde benzer ozellikler
gosterebilecegi diisiiniiliir. Bir ajan in vitro kosullarinda anlamli sonuglar veriyor
ama P.turionellae ve G.mellonella modelinde anlamli sonuglar vermiyor ise memeli
caligmalarina devam edilmez. Bu sayede diger testler i¢in kullanacak memelilerin

sayis1 azaltilmis olur (Desbois ve Coote 2012).

P.turionellae ve G.mellonella modeli etik oranda kullanilan memeli modellerin
yerini tamamen alamasa da bu omurgasiz modeli ilag gelistirmenin erken evrelerinde
toksisite ve etkinligi belirtebilir. In vivo anlamli sonuglara ulasilmadig1 takdirde
calismaya son verilir ve baska ajanlara yonlenme yapilabilir (Desbois ve Coote
2012). DNA metil transferaz inhibitéri (DNMTi) zebularinin farkh
konsantrasyonlar1 G.mellonella ve P.turionellae bireylerine uygulandi. Calismamizin
amaci dogrultusunda zebularinin G.mellonella'nin yagam dongiisiine, toplam hemosit
sayisina, hemosit tiplerine, mikrogekirdek, mitotik indeks degerlerine etkisi ve

endoparazitoid olan P.turionellae'nin yagsam dongiisiine etkisi ayr1 ayri incelendi.

Yapilan ilk c¢alisma sonucunda kontrol muamelesiz, kontrol su ve faklh
konsantrasyonlardaki zebularin uygulanan G.mellonella bireyleri karsilastirildiginda
en yiiksek puplasma siiresi uygulanan konsantrasyonlar arasinda 4 mg/L zebularinde
gergeklestigi tespit edildi. Puplasmanin en az oldugu konsantrasyon 0,25 mg/L
zebularinde goriildli. G.mellonella’nin ergin birey olarak ¢ikis siiresi ise en uzun siire

kontrol grubu olan muamelesiz G.mellonella bireylerinde oldugu tespit edildi.

G.mellonella'nin ergin birey olarak ¢ikis siiresi ise en kisa siire 32 mg/L zebularinde
oldugu tespit edildi. G.mellonella bireylerinde ergin yasam siiresi en uzun 16 mg/L
zebularinda en kisa ergin yasam siiresinin ise kontrol su grubu oldugu tespit edildi.
G.mellonella’nin ergin birey kiitleleri karsilastirildiginda en fazla kiitle 0,25 mg/L
zebularin konsantrasyonunda, en az kiitle ise 16 mg/L zebularin konsantrasyonunda

oldugu tespit edildi.
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G.mellonella'min ergin birey boylari karsilagtirildiginda en uzun boya sahip grup 0,25
mg/L zebularin konsantrasyonu, en kisa boya sahip deney grubu ise 32 mg/L
zebularin konsantrasyonu uygulanan bireylerde oldugu tespit edildi.Zebularinin G.
mellonellamin  ergin yasam sliresini  kisalttigi  kaydedildi. Yani zebularin
konsantrasyonlar1 G.mellonella yasam oranini diisiirdli, gelisim siiresini ise uzatti.
Calismamizin ikinci asamasi ise zebularinin P.furionellae'nin yasam ve gelisimine
etkisi incelendi. Yapilan deneyler sonucunda kontrol muamelesiz, kontrol su ve
farkli konsantrasyonlarki zebularin uygulanan G. mellonella bireyleri incelendiginde
en uzun siiren pupalagsma muamelesiz kontrol grubunda, en kisa siiren pupalagsmanin
ise Img/L de oldugu tespit edildi. Farkli zebularin konsantrasyonlu pupalar
endoparazitoid olan P. turionellae ile parazitlendiginde P.turionellae ergin ¢ikis
siiresi en uzun siirede tamamlayan deney grubunun kontrol muamelesiz oldugu, en
kisa siirede ergin ¢ikisin ise 4 mg/L zebularin konsantrasyonunda oldugu tespit
edildi. P.turionellae'nin ergin yasam siiresi kontrol su, kontrol muamelesiz ve farkli
konsantrasyonlardaki zebularin ile karsilastirildiginda en kisa siiren yasam 0,25 mg/L
zebularin konsantrasyonunda, en uzun siiren ergin yagam siiresinin ise muamelesiz
kontrol grubunda oldugu tespit edildi. Kontrol gruplar1 ve farkli zebularin
konsantrasyonlar1  karsilastirlldiginda  P.turionellae  ergin  birey  kiitleleri
karsilagtirildiginda en fazla kiitle muamelesiz kontrol grubundaki bireylerde, en az
kiitle ise 8 mg/L, 16 mg/L zebularin konsantrasyonunda oldugu tespit edildi. Farkli
zebularin  konsantrasyonlu pupalar endoparazitoid olan P.turionellae ile
parazitlendiginde, P.turionellae erginlerinin boy uzunluklar1 kontrol muamelesiz,
kontrol su P.turionellae bireyleri ile karsilastirildiginda en uzun boy kontrol
muamelesiz deney grubunda en kisa boya sahip 1mg/L zebularin konsantrasyonuna
sahip deney grubunda oldugu tespit edildi. Calismamizin {icilincii asamasinda
zebularinin  G.mellonella'nin toplam hemosit sayisina etkisi incelendi. Yapilan
calismalarda G.mellonella su kontrol grubu, muamelesiz kontrol grubu ile farkl
zebularin konsantrasyonlart uygulanan G.mellonella larvalarinin hemosit sayisi
karsilastirildiginda en fazla hemosit muamelesiz kontrol grubunda, en az hemosit
sayisina sahip olan grup ise 4mg/L konsantrasyona sahip zebularin grubunun oldugu
tespit edildi. Calismamizin dordiincii asamasinda zebularinin G.mellonellanin
hemosit tiplerine etkisi incelendi. Yapilan c¢alismalar sonucunda kontrol grubu

muamelesiz, kontrol grubu su ve zebularin uygulanan G.mellonella larvalarinin
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hemosit tipleri sayildiginda, en fazla graniilosit muamelesiz deney grubunda, en az
graniilosit 1mg/L zebularin konsantrasyonundadir. Zebularin uygulanan G.mellonella
larvalarinin  hemosit tipleri ile kontrol muamelesiz grubunun hemosit tipleri
karsilastirildiginda en fazla plazmatosit kontrol su grubunda, en az plazmatosit ise
16mg/L zebularin konsantrasyonu uygulanan larvada oldugu, en fazla o6nositoid
sayisinin ise en fazla 32mg/L zebularin konsantrasyonu uygulanan deney grubunda,
en az Onositoidin ise su kontrol grubunda oldugu tespit edildi. Digerleri basliginda
toplanan hemosit tipleri en fazla 8mg/L zebularin konsantrasyonunda, en az diger
hemosit g¢esitleri ise 32mg/L zebularin konsantrasyonu uygulanan larvalarda
bulundugu tespit edildi. Calismamizin son asamasinda zebularinin G.mellonella
larvalarinin mikrogekirdek, mitotik indeks degerlerine etkisi incelendi. Yapilan
caligmalar sonucunda su kontrol grubu, muamelesiz kontrol ve ¢esitli zebularin
konsantrasyonlart uygulanan G.mellonella larvalarinin hemositlerinde en fazla
mitotik indeks muamelesiz kontrol grubunda, en az mitotik indeks ise 4mg/L
zebularin konsantrasyounda goriildii. Su kontrol grubu, muamelesiz kontrol grubu ve
cesitli  zebularin  konsantrasyonlart  uygulanan  G.mellonella  larvalarinin
hemositlerinde en fazla mikroniikleus muamelesiz kontrol grubunda, en az
mikroniikleus olusumu ise 0,25mg/L, 4mg/L, 8mg/L, 32mg/L zebularin
konsantrasyonunda goriildii. Zebularin ilk kez G.mellonella ve P.turionellae tiirlerine

uygulanmistir. Bu nedenle bu ¢aligmanin 6zgiin degeri vardir.

Calismanin bulgular literatiir ile karsilastirilarak tartisilmistir. Sonug olarak; sitidin
analogu, klinik 6neme sahip olan zebularinin model organizma olan G.mellonellanin
yagam dongiisiinii, toplam hemosit sayisini, hemosit tiplerini, mikrogekirdek, mitotik
indeks degerlerini ve biyolojik miicadelede ©6nemli yeri olan endoparazitoid
P.turionellae'min yasam dongiisiinii etkiledigi tespit edildi. Calismamiz insan sagligi
icin 6nemli bir madde olan zebularinin; bocek fizyolojisi, bocek biyokimyasi, bdcek
bagisiklik sistemi, genotoksisite, sitotoksisite gibi calismalar i¢in 6nemli bir veri
kaynag1 olarak katki saglayacaktir. Zebularinin farkli organizmalar tizerindeki
etkilerinin belirlenmesi, gen ekspresyon mekanizmalarinin, hiicre farklilagmalarinin,
kanser tehditlerinin ve gelisimsel bozukluklarin anlagilmasina katkida bulunabilir.
Caligmamizda elde ettigimiz sonuglarin daha fazla detaylandirilmasi biyokimyasal

caligmalar yapilmasi, antioksidan enzim sistemi, bagisiklik tepkilerin hangi
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mekanizmalarla ¢alistigi, detoksifikasyon mekanizmalar1 ayrintili olarak agiklanmali,
meydana gelen degisimlerin gelecek nesillere aktarilip aktarilmayacagi, gelecek
nesillerde anormalliklere neden olup olmayacagi yapilacak yeni ilave ¢alismalarla

tespit edilmesi gerekir.
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