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Salisilanilidler (6r. Niklozamidler) barsak seridi gibi parazitlerin mitokondrisinde oksidatif
fosforilasyonu inhibe ederek etkisini gosterirler ve bu antiparazitik ilaclar tipta ve
veterinerlikte kullanilmaktadir. Niklozamidin potansiyel antihelmintik aktivitesi memelilerde
iyi bir sekilde ortaya konulmus, bu ¢alismada da Galleria mellonella larvalart kullanilarak
niklozamidin in vivo insektisit etkisi arastirilmistir. Niklozamid, 7. evre larvalari, pup, ergin
evrelerinin yasama oranint 6nemli derecede diisiiriirken, en yliksek konsantrasyonu (% 1,0)
ergin gelisme siiresini Onemli derecede uzatmistir. % 0,1°lik niklozamid ile beslenildiginde,
disilerin yumurta verimi yiikselmistir; bunun yanisira en yiiksek konsantrasyonda (% 1,0) hi¢
yumurta elde edilememistir. Niklozamidin en yiiksek konsantrasyonunda (% 1,0) erkek ergin
Omiir uzunlugu artmistir. Ayrica, niklozamid yumurta ac¢ilimini da denenen tiim
konsantrasyonlarda 6nemli oranda diisiirmiistiir. % 0,1’lik niklozamid konsantrasyonunda
malondialdehit (MDA) miktar1 4 kat, glutatyon-S-transferaz enzimi (GST) aktivitesi ise 2 kat

artmigtir. Kontrol besinine gore (133,24 + 23,6 nmol/mg protein) niklozamidin denenen

i1



Ozet (devam ediyor)

konsantrasyonlart protein karbonil (PCO) miktarim en az 5 kat (701,24 - 808,02 nmol/mg
protein) onemli derecede arttirmistir. Bu ¢alismada Galleria mellonella model bicek olarak
kullanilarak, boceklerle miicadelede belirli klinik dneme sahip antihelmintik ilaglarin aktif
sekilde kullanilabilirligi belirtilmistir. Ayrica, bu c¢aligmanin sonuglart niklozamidin
prooksidan etkisine bagli olarak biyolojik ve ayni zamanda bocegin antioksidan savunma

cevabi lizerine negatif etkisi oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, niklozamid, yasama orani, malondialdehid, protein

karbonil, Glutatyon S-transferaz, beslenme
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The salisilanilides (e.g. niclosamide) function by inhibiting mitocondrial oxidative
phosphorylation in parasitic tapeworms and thus they are used as an antiparasitic drug in
medicine and veterinary. While the potent antihelmintic activity of niclosamide has been well
characterised in mammals, this study investigated the in vivo insecticide effect of niclosamide
using larvae of the insect Galleria mellonella. Niclosamide was successful in decreasing the
survival of 7th instar larvae, pupal and adult stages while only the highest concentration of
this antihelmintic antibiotic (1.0 %) significantly prolonged developmental time to adult
stage. Females also increased their fecundity when reared with 0.1% of niclosamide. On the
other hand, we could not obtain any egg in (1.0 %) concentration. An increase in the male
adult longevity was obtained when reared with the highest concentrations of niclosamide.
Niclosamid rearing resulted in an decrease in hatchability of eggs. Niclosamide at 0.1 % of
concentration increased MDA content (4-fold), GST activity (2-fold). Relative to control

(133.24 £ 23.6 nmol/mg protein), niclosamide at tested concentrations significantly increased



ABSTRACT (continued)

PCO content at least 5-fold (701.24- 808.02 nmol/mg protein). This work indicates that G.
mellonella larvae may be used as a good model to ascertain importance of clincally important
antihelmintic drug active ingredients in chemical management of pest insects. The results of
this work also indicate the negative effects of niclosamide on insect biology is due to its pro-
oxidant properties and also to the ability of niclosamide in crippling the insect’s antioxidan

defence response.

Key Words: Galleria mellonella, niclosamide, survivorship, malondialdehyde, protein

carbonyl, Glutathione S-transferase, nutrition

Science Code: 401.02.01

vi



TESEKKUR

Bu konuda bana caligma firsati veren, arastirma sirasinda ilgi, Oneri ve yardimlarin
esirgemeyen damigsman hocam, Dog¢. Dr. Ender BUYUKGUZEL’e (BEU), calismamin her
asamasinda degerli Oneri ve bilgilerinden yararlandigim Saym Prof. Dr. Kemal
BUYUKGUZEL’e (BEU), tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

(Calismamin deneysel ve yazma asamasinda moral destegi ve yardimlarini esirgemeyen aileme
ve yiiksek lisans arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim. Bu calisma Biilent Ecevit Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigti tarafindan desteklenmistir (PROJE NO: 2012-
10-06-09).

Vil



viii



ICINDEKILER

Sayfa

KABUL ..ottt s s s st en et s naen e i
OZET ettt et eee et ee et e e ees et eeen e v e e e e e es et eneneasaseneneaeeeeeeees iii
ABSTRACT ..ottt es sttt s s s s sses s st an s sassas s sansanes v
TESEKKUR ..ottt ettt ettt ettt et ettt ettt ettt etet ettt snenenas vii
ICINDEKILER........cooiiiiieeteeeeeeeeeeevecee e ees et sae s s st es s s s ssanan s ix
SEKILLER DIZINT.......oooiiiiiiieceeeceeeeeeeeee et xi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZIN.......cccccevoiiiiieioiieeeiiieieeveteeeseeveveser e Xiii
BOLUM 1 GIRIS ..o 1
BOLUM 2 GENEL BIiLGILER VE YAPILAN ONCEKI CALISMALAR ........c.cccccocevevennn. 7
BOLUM 3 MATERYAL VE METOD........c.coooieiiieieiieeeeieeveeeeeeee et 19
3.1 GALLERIA MELLONELLA L. KULTURU ...c..oooviiiieieteeeeeeeeee e 19
3.2 NIKLOZAMIDIN DENEYLERDE KULLANILMAST........c.ccovovivrrererereereeesnens 21
3.3 YASAMA, GELISME VE ESEY ORANI ILE ILGILI BESLENME DENEYLERI.. 21
3.4 ERGIN OMUR UZUNLUGU ILE ILGILI BESLENME DENEYLERI...................... 21
3.5 YUMURTA VERIMI VE ACILMA ORANI ILE ILGILI DENEYLER...................... 22
3.6 MDA, PROTEIN KARBONIL MIKTARI VE GST AKTIVITESI .......ccccccecevevennen. 22
3.6.1 Orta Bagirsak 1Z0laSYONU.........ccveveveveueeeeeeeeeeieeeeeeeeeeteeeeete ettt 22

3.6.2 Malondialdehid (MDA) Miktarinin TayiNi........ccceerverriierieeieenienriienieeieereeeneens 23

3.6.3 Protein Karbonil MiKtart TAYINT .....cccueervirriierieeieeieieieesiie e eieeesieesiie e enieeeneeens 23

3.6.4 Glutatyon S-Transferaz (GST) Aktivitesinin Tayini ......coceeeveevereenenernenseeneennens 24

3.7 VERILERIN DEGERLENDIRILMEST.........cocooovviiiieceiecece e, 25

iX



ICINDEKILER (devam ediyor)

Sayfa
BOLUM 4 ARASTIRMA BULGULARLI ...ttt 27
4.1 NIKLOZAMIDIN G. MELLONELIA LARVALARININ YASAMA, GELISME
VE ESEY ORANINA ETKIST. ...ttt 27
4.2 NIKLOZAMIDIN G. MELLONELLA’NIN OMUR UZUNLUGU, YUMURTA
VERIMI VE ACILMA ORANINA ETKIST.....c.coovovoioiieiereeeeereeeeeeeeeeeeerereeereveeve e, 31
4.3 NIKLOZAMIDIN G. MELLONELLA ORTA BAGIRSAGINDA MDA,

PROTEIN KARBONIL VE GST AKTIVITESINE ETKIST «.vveveeeeeeee e, 34
BOLUM 5 TARTISMA ..ottt ettt eteaeaee ettt eaeseasasneneeas 39
BOLUM 6 SONUC ...ccoveivivieeeeeeeeeee et ev ettt ev s ss e sessesesssssssns s sasneens 43
KAYNAKLAR ... et e et e e s et e e s e e e e s e e e e s eneaneas e eeeessnsesessesssenseseasenenaens 45
OZGECMIS oottt st seetes s 57



SEKILLER DIZiNi

Sayfa
Galleria mellonela’nin sindirim Kanali.........cocoveeveeniieienieninneneciecieneeee e 4
Galleria mellonella 7. €VIE JaIVASL.....cccueeviiiriiiiiiiieieeie ettt caeens 20
Galleria mellonella’ NN PUP EVIEST c.uvveirriieeriie ettt ettt ettt sae e 20
Galleria mellonella’ NN ETZIN EVICST ..ecovveirireeiiie ettt et e e e sieeeseae s 20
Niklozamidin G. mellonella larvalariin gelisme stiresing etkisi ........ccccceevvveeviverieeiennne. 28
Niklozamidin G. mellonella larvalarinin yagsama oranina etkisi..........cccoeceevveerueervennnnne 29
Niklozamidin G. mellonella larvalarinin esey oranina etkisi.......c..ccoecveereervveerieerveeneenne. 30
Niklozamidin G. mellonella ergin dmiir uzunluguna etkisi.......ccoveevvereererseeneerueeiennenne 31
Niklozamidin G. mellonella disilerinin yumurta verimine etkisi..........c.cccevveeriverveeneanne. 32
Niklozamidin G. mellonella disilerinin yumurta acilimina etkisi.........cccceeevveeriverveenennne. 33
Niklozamidin G. mellonella orta bagirsaginda MDA miktarina etkisi..........cccceevveenennne. 35
Niklozamidin G. mellonella orta bagirsaginda protein karbonil miktarmna etkisi............. 36
Niklozamidin G. mellonella orta bagirsaginda GST aktivitesine etkisi.........ccccevvueenennne. 37

xi



xii



°c
cm
dk
g

M
ml
mm
mM

nm

nmol/mg protein

sn

ul

umol/mg protein/dk :

KISALTMALAR

ABD
ALT
AST
ANOVA
BHT
BSA
CDNB
DDT
DIMBOA
DNPH
DTT
EDTA

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

: Santigrad derece
: Santimetre

: Dakika

: Gram

: Molar

: Mililitre

: Milimetre

: Milimolar

: Nanometre

: Nanomol/miligram protein
: Saniye

: Mikrolitre

Mikromol/miligram protein/dakika

: Amerika Birlesik Devletleri

: Alanine aminotranferease

. Aspartate aminotransferase

: Analysis of variance

: Butillenmis hidroksi toluen

: Bovin serum albumini

. 1-chloro-2,4-dinitrobenzen

: Dichlorodiphenyltrichloroethane
: 2,4-dihydroxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3
: 2,4- dinitrofenilhidrazin

: Ditiyotreitol

: Etilendiamintetraasetik asit

Xiil



SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINi (devam ediyor)

EPA : Environmental Protection Agency
EPN : Entomopatojen Nematod

GST : Glutatyon-S-transferaz

IPM : Integrated Pest Management

KCl : Potasyum kloriir

K>HPO4 : Dipotasyum hidrojen fosfat

LSD : Least Significant Difference
MDA : Malondialdehid

NM : Noromedyator

PCO : Protein karbonil

PMSF : Fenilmetilsiilfonil floriir

SPSS . Statistical Package for the Social Sciences
TBA : Tiyobarbitiirik asit

TCA : Triklorasetik asit

uv : Ultraviole

X2 : Ki kare (Chi square)

Xiv



BOLUM 1

GIRIS

Giiniimiizde, tarimsal alanlarda, {iriinlerin gelismesini engelleyen ve verimini diisiiren her
tirlit zararlidan korunmak i¢in tarimsal ilaglar yaygin olarak kullanilmaktadir. Kimyasal
maddeler tarimsal alanlarda bocek populasyonlarinin kontrol edilmesinde c¢ok etkin bir
yontem olmasina kargin agirt miktarda ve bilingsizce kullanilmasi, ekosisteme ve zararl
birgok bocek tiiriiniin de bu tiir ilaglara kars1 direng kazanmasini saglamaktadir (Ozparlak
2003). Bu tiir kimyasal ilaglarin bir kismi toprakta, bitki veya hayvan biinyesinde ya dogrudan
dogruya ya da olusan daha toksik metabolitlere doniiserek viicutta uzun siire tutulmaktadir.
Kimyasal maddelerin bu etkileri yiiziinden ¢evreye ve hedef olmayan organizmalara olumsuz
yonde etkilenmektedir. Kimyasal miicadelede kullanilan maddelerin 6zellikle insektisit
gruplarmin ekosistem iizerindeki olumsuz etkilerinden dolay: zararlilarla miicadelede farkli
arayiglara gidilmis ve bu maddelere karsi koruyucu oOnlemler alinmaya baslanmistir. Son
yillarda yapilan caligmalarda kimyasal maddeler yerine dogada var olan, zararlilarin dogal
diigmanlart kullamlmaya baslanmis ya da geleneksel olarak kullanimda olan kimyasallar

disinda cevreye daha az toksik maddelerin bulunmasina yonelik aragtirmalar yapilmaktadir.

Insektisitler, etki siirelerinin uzun ve tarimsal alanlarda basarih sonuglar alinmasindan dolay1
zirai miicadelede en ¢ok tercih edilen sentetik kimyasallardir. Clinkii bu maddeler daha etkili,
etki siireleri daha uzun olmasindan dolay: tercih edilmektedir. Bu insektisitler ile b&cekler
tizerinde etkilerinin oldukga fazla olmasi basarilt sonuglar alinmasini saglamaktadir. Kimyasal
insektisitler memelilere ve diger canli gruplarina toksik etki gdstermesi bu maddelerin en
onemli dezavantajlarindan biridir. Son yillarda yapilan bazi ¢caligmalar da klinik olarak énemli
antimikrobiyal antibiyotikler zararli boceklerin miicadelesinde kullanilmaya baslanmis ve
onemli sonuclar elde edilmistir. Bu yiizden antibiyotik insektisitlere olan ilgi nem kazanmig
ve bu konudaki caligmalar giin gectikce yogunlagsmaktadir. Antibakteriyel, antifungal ve
antiviral antibiyotikler b&ceklerin biyolojisi lizerinde olumsuz etkiler gstermelerine kargin

boceklerdeki etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmemekle birlikte, antihelmintik ilaglarin



bocekler lizerindeki etkisi de detayli arastirilmamustir. Bazi antiviral antibiyotiklerin bocek
hiicreleri tizerinde oldiiriicti etkiye sahip oldugunun gosterilmesi, dikkatleri antibiyotiklerin
boceklerdeki etki mekanizmasint aydinlatmaya yonelik caligmalara yoneltmistir. Daha 6nceki
caligmalarda antibiyotikler boceklerin yetistirilmesini saglayan yapay besin ortamina ilave
edilerek mikrobiyal kontaminasyonlar1 6nlemek ve larvalarin besin alimint uyarmak amactyla
kullanilmigtir (Liles 1958, Ouye 1962, Singh and House 1970, Xie et al. 1986, Grenier and
Liu 1990, Pearson and Raybould 1998, Biiyiikgiizel 2001a, Biiylikgiizel and Yazgan 2002,
Alverson and Cohen 2002, Inglis and Cohen 2004). Son yillarda yapilan caligmalarda bu
kullanilan antibiyotiklerin ¢esitli biyokimyasal analizler ile bocek iizerindeki oksidatif etkisi
aragtirlmaktadir. Biiylikgiizel and Kalender (2007, 2008) boceklerde transaminazlar ALT ve
AST enzimlerinin aktivitelerindeki degisimlerin antibiyotik toksisitesinin siddetini gosteren
bir belirtecler oldugunu gostermislerdir. Bir bagka calismada ise cesitli antibiyotikleri iceren
ve dogal besinler ile beslenen Philosamia ricini larvalarinda transaminaz enzimlerinin
aktifligindeki artisin, bdcek metabolizmasinin bozuldugunun bir belirtisi oldugu ortaya
cikarimugtir (Eid et al. 1989).

Galleria mellonella, Lepidoptera takimi1, Pyralidae familyasina ait holometabol bir bocektir.
Biiyiik balmumu giivesi (G.mellonella) bal arilarmin  (Apis mellifera) ekonomik
zararhilarindan olup; aricilik yapilan, dzellikle diisiik rakimli, 1liman iklim bolgelerinde yaygin
olarak bulunmakta (Allan 2000), ve tiim diinyada aricilarin peteklerini korumada sikintiya
duistiikleri ©onemli bir zararli olarak taminmaktadir (Sanford 2003). G. mellonella, sicak
bolgelerde art kovanlarinda ve zayif kolonilerde yasamak i¢in iyi adapte olmusg bir bdcektir.
Ergin giliveler yumurtalarini kovanlarda bal arilarmin ulasamayacagr ahsap kisimlardaki
catlaklara birakirlar ve genc larvalar petekler icinde oyuklar acarak bal ve petekler ile
beslenirler. Yash larvalar, ¢rdiikleri aglar ile petekleri birbirine yapistirarak tamamen yerler
(Ali et al. 1973). Bu sebepten dolayr dnemli ekonomik kayba neden olmaktadirlar. Erkek
ergin disiden daha kiiciik, abdomeni ince uzun olup, 6n kanatlarin dis kenar1 (apical) ay
seklinde hafif iceriye dogru biikiik diside ise bu kenar diizdiir, eseysel dimorfizm goriildiigii
bir bocek tiirdiir. Kiiltiirli laboratuvar sartlarinda kolaylikla yapilabilmektedir. G. mellonella
larvalari, yumurtadan ciktiktan sonra larval olarak 7 evre gecirmektedirler. Olgunlasan son
evre larvalan cevrelerine koza orerek pupa evresine gecerler. Pupalardan da ergin kelebekler

olusur. G. mellonella’nin sistematikteki yeri asagidaki gibidir.



Kingdom/ Alem: Animalia/ Hayvanlar Alemi
Phylum/ Sube: Arthropoda/ Eklem Bacaklilar
Class/ Sinif: Insecta/Bocekler

Order/ Takim: Lepidoptera/ Kelebekgiller
Siiperfamily/ Ust Aile: Pyraloidea

Family/ Aile: Pyralidae

Subfamily/ Alt Aile: Galleriinae

Tribe/ Tribus: Galleriini

Genus/ Cins: Galleria

Species/ Tiir: Galleria mellonella (Greater Wax Moth/ Biiyiik Bal Mumu Giivesi)

Boceklerde sindirim kanali 6n, orta ve son bagirsak olmak iizere lige ayrilan tiip seklinde bir
yapiya sahiptir (Sekil 1.1). Orta bagirsak, mide olarak da adlandirilmakla birlikte temel
sindirim igleminin gerceklestigi boliimdiir. Besinle birlikte bocegin agiz yoluyla aldigi dogada
bulunan bitkisel kokenli fenolik bilesikler, toksinler, patojenler ve tarim ilaglari gibi pek ¢ok
farkli etmen de mideye ulagsmakta, ve alinan bu maddeler, bécegin orta bagirsaginin onemli
bir bileseni olan peritrofik zar adi verilen kitin ve proteinden olusan yapir icerisinde
sindirilmektedir. Dolayisiyla peritrofik zar sindirim olayinin gerceklestigi yer olmasinin yant
sira, besin kaynakli mekanik yararlanmalar, toksik madde gecisi ve patojen girigine karst
ortabagirsak epitel hiicrelerini korumaktadir (Erlandson et al. 2010). Bocek orta bagirsaginda
antibiyotiklerin sebep oldugu oksidatif strese ve bu stres ile iligkili biyomolekiiler hasara kargi
enzimatik antioksidatif savunma sisteminin nemi {izerinde sinirli ¢alisma bulunmaktadir.
Antihelmintik antibiyotiklerin boceklerin orta bagirsaginda oksidatif diizeyi ve antioksidatif
savunma diizeyine etkisi ¢alisilmamugtir. Antibiyotiklerin sindirimi sirasinda orta bagirsak
karsilagilan ilk engel oldugundan G. mellonella ile yapilan bu calismada besinle alinan
niklozamidin sebep oldugu biyomolekiiler hasara karst bir savunma mekanizmasi olarak orta

bagirsak detoksifikasyon enzimi Glutatyon-S-transferaz (GST)’ nin 6nemi belirlenecektir.
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Sekil 1.1 Galleria mellonela’nin sindirim kanali.

Yapilan c¢alismalar 15181nda, dogal insektisitlerin oldiiriici olmayan ama bunun yam sira,
verimliligi azaltan veya arttiran etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Takada et al. 2001).
Ayrica gelisim orami (Willrich and Boethel 2001), cinsiyet oraninda degisiklik, diyapoz ve
parazitoidlerle birlikte morfolojide direkt ve konak fizyolojisine bu maddelerin dolayli olarak
etki ettigide bilinmektedir (Croft 1990). Boceklerde yapilan bazi caligmalarda, sinir ve
endokrin sisteme etki ederek juvenil hormonun sentezini engelledigi de ortaya c¢ikarilmigtir
(Sayan et al. 1998). Malczewska et al. (1988) azadirachtinin, gelismede juvenil hormon ve
ektisteroid oranlarinin G. mellonella larvalarina etkisi calisilmig, bu bitkisel insektisitin
bocegin son evre larvalarinda, diisiik sicaklikta hizli deri degistirdigi gozlemlenmistir. Bazi
sentetik kimyasal insektistler, bitkisel insektisitler ve biyopestisitler boceklerde lipid,
karbohidrat ve protein seviyelerini etkilemektedir (Badhiya and Hazarika 1996, Barwal and
Karla 2001, Seyoum et al. 2002, Vijayaraghauon and Chitra 2002, Wang et al. 2005).

Antihelmintik ilaglar insan ve hayvanlarda sindirim kanali, solunum yollari, karaciger ve
benzeri organlardaki parazitler iizerinde etkilidir. Antihelmintikler i¢ parazitleri ya
konak¢inin viicudunda oldiirerek veya sadece viicut digina atilmalarim saglayarak hastayi
parazitlerden arindirirlar (Bonomo and Salata 1996, Grover et al. 2001, Balcioglu 2003).
Niklozamidler parazitlerin mitokondrisinde oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek etkisini
gosterirler. Ayrica bircok helmintik paraziti ilgilendiren anaerobik metabolizmay: da inhibe

edebilirler. Antihelmintik ilaglar parazitlerde baslica enerji metabolizmasini bozarak noéro-



muskiiler iletimi etkiler, glukoz emilimi veya taginmasim etkileyerek glikojen
metabolizmasint bozar, glikolizi Onler, niikleik asit sentezini ve sonugta iiremeyi engeller.
Niklozamidin gastrointestinal kanaldan belirgin bir emilimi olmay1p, disk: ile viicuttan atilir.

Emilen kismi ise etkisiz bir metaboliti olan aminoniklozamide cevrilir (Sanli ve Kaya 1994).

Niklozamid hemen hemen zehirsiz bir madde olup tedavi dozunun (50-100 mg / kg) 40 kat1
miktarda verilen evcil hayvanlarda toksisitesi goriilmemistir (Booth and Mc Donald 1982).
Sindirim kanalindan son derece smirli 6lgiide emilmesinin bu 6lgiide giivenli olmasinda
katkist vardir (Sanli ve Kaya 1994). Parazitler ile bulasan hayvanlar tarafindan digk: ile dig
ortama birakilan antiparaziter ilaglarmn digkinin parcalanmast ve dagilimi sonucunda besin
zinciri araciligiyla hedef olmayan bazi canlilarin geligimi ve yagama oranimi olumsuz yonde
etkiledigi gosterilmistir (Halley et al.1989, Schmidt 1983). Ornegin Macri et al. (1988),
bakteriyel ve protozoal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan furazolidonun sivrisinek tiirii
Culex pipiens molestus larvalarma oldukca toksik etki yaptigimi gostermistir. Bu bilgilerin
15181nda hayvanlarda antihelmintik olarak kullanilan kimyasallarin zararli boceklerin kimyasal
miicadelesinde de seci¢ci olarak kullanilabilecegi diistiniilmiistiir. Diger taraftan G.
mellonella’nin da dahil oldugu bazi boceklerin klinik kullamima sahip antiparaziter,
antibakteriyel ve antifungal ilaclarin etkisini denemede model olarak kullanildigi ayrica
bilinen bir durumdur (Kelly and Kavanagh 2011). Lepidoptera takimina ait bir bdcek tiirii
Spodoptera eridania bazi antimikrobiyal ajanlarm antioksidan enzimlerin degisimlerini
yansitan prooksidan etkilerini arastirmak i¢in in vivo bir model olarak kullanilmaktadir

(Batcabe et al. 1994).

Antihelmintik ilaclarin zararli boceklerin miicadelesinde insektisit olarak kullanilabilirliginin
aragtirlmasinda model bécek olarak G. mellonella kullanilmigtir. Biiytik bal mumu giivesi G.
mellonella larvalar1 bocek-insektisit etkilesimi ile ilgili biyokimyasal ve fizyolojik ¢aligmalar
icin oldukg¢a uygun bir bocektir.Yapilan bu calisma niklozamidin bocegin yasama, gelisme ve
ergin biyolojik 6zellikleri ile detoksifikasyon kapasitesi iizerine etkilerinin arastirilmasi igin bir 151k
olacaktir. Simdiye kadar klinik éneme sahip niklozamidin besinsel karigimlarinin b&ceklerin

biyolojik ozellikleri tizerindeki etkileri belirtilmemistir.






BOLUM 2

GENEL BILGILER VE YAPILAN ONCEKIi CALISMALAR

Zararli populasyonlart kontrol etmek amaciyla iilkemizdeki aricilar cesitli uygulamalar
(naftalin, aluminum phosphide, kiikiirt) ile kabartilmig petekleri korumaktadir. Cevre sartlar
(sicaklik ve nem) uygun olmadigindan dolay:r karasal iklim bolgelerinde kislatilan ar
kolonilerinde ve depolanan fazla peteklerde ilkbahar dénemine kadar zararli aktivasyonu
tespit edilmemektedir. Son yillarda paradichlorobenzene (naftalin) ve aluminum phosphide
aricilar tarafindan yogun olarak kullanilmasi sonucu oOzellikle bal arisi {irinlerinin kodeks
degerleri iizerinde kalintilara rastlanilmakta, gida giivenligi ve halk sagligi acisindan negatif
yonde etki olmaktadir. Bilyiikk balmumu giivesine karsi kullamilan ¢ogu yontem,
uygulamasiin pratikte ¢cok kolay olmamasi, ekonomik olmamasi, bal ve bal mumunda kalintt
sorununun olmasi gibi sebeplerden dolayr aricilar tarafindan tercih edilmemektedir. Bu
nedenle zararliya kargi etkin miicadele belirli sinirlar ¢ercevesinde kalmaktadir. Gliveye karst
kullanilan karbon dioksit uygulamasi ise, uygulama kolayligi, kalinti problemi olmamas,
ucuz ve etkili bir yontem olmast gibi nedenlerle aricilara tavsiye edilebilir bir yontemdir.
Biiylik balmumu giivesine karsi kullanilan kimyasal maddeler, balmumu ve balda kalinti
birakarak iiriiniin pazar sansin1 azaltmaktadir. Giiniimiizde, zararlhiya kars1 kullanilan ilaglarin
kalintt durumu ve uygulanabilme kolayligi gdz Oniine alinirsa yeni kimyasal maddelerin

gelistirilmesine yonelik caligsmalar kaginilmazdir (Allan 2000).

G. mellonella disileri ergin 6mrii boyunca ortalama 280 adet yumurta birakir ve yumurtalarin
acilimi 25 °C' de 5-9 giin arasindadir. Larvalar son evrede beslenmeden kesilir, &nce prepupa
daha sonra da pupa haline doniisiir ve daha sonra ergin evreye gecerek gelisimini tamamlar.
G. mellonella, tim diinyada aricilarin sikintt yasadiklari onemli bir zararhi olarak
bilinmektedir (Akyol vd. 2009). Biiyiik bal mumu giivesinin larvalar1 peteklerde Onemli
Ol¢iide zarara neden olurken; pupa ve yumurta evresindeki bireyleri ise zararsizdir. Larvalar
peteklerin i¢ kisimlarinda tiineller acarak petege zarar verir ve bu petekleri kullanilmaz hale

getirirler (Akyol vd. 2009). Bal aris1 parazit ve zararlilan iilkemizde koloni basina diisen



verimliligin diinya ortalamasindan diisiik olmasinda ©nemli bir yere sahiptir. Genelde
iretimin bal ve balmumu {izerine yogunlastig1 iilkemizde 4.700.000 adete yakin koloniden
yaklagik 75.000 ton bal ve 3.483 ton balmumu iiretimi yapilmaktadir. Petek muhafazasinda
yeterli bilgi ve bilince sahip olmayan aricilarin mum isleme teknolojisindeki yetersiz bilgileri;
kabartilmig peteklerinin yillarca kullanimina, mum {iretiminin diismesine ve peteklerin
korunma sorunlarmin ortaya c¢ikmasina sebep olmaktadir. Genellikle sicak ve 1liman
bolgelerde ve iilkemizde kabartilmis petekler biiyilk balmumu giivesinden korunmas: énem
teskil etmektedir. G. mellonella, bal arilarmin (A. mellifera ) ekonomik zararlilarindan olup,
aricilik yapilan ve 6zellikle de diisiik rakimli, iliman iklim kusaginda bulunan tiim bolgelere

yayilmustir (Caglar vd. 2001).

Sentetik insektisitlerin bilingsizce ve agir1 kullanimi sonucu zararlilarda olugan dayaniklilik,
insan saglhigi ve cevreye toksisitesi lizerine olan olumsuz etkileri, bilimsel caligmalarla
kanitlanmis ve zararlilarla savasta egilim biyolojik savas ve dogal organik insektisitlerin
kullanilmasina yonelik degismistir (Miller and Uetz 1998). Boceklerde yillarca sentetik
insektisitlere kars1 gelisen dayanikliligin dolden dole aktarilmasi da bu olumsuz etkiyi
arttirmig ve insektisit direncinin evrimiyle birlikte zararlt bocek popiilasyonlarinin kontrolii
acisindan onemli bir sorun tesgkil etmistir. Yapilan caligmalarda, insektisitlerin farkl
konsantrasyonlarinin boceklerin gerek davranigsal gerekse biyokimyasal aktiviteleri tizerine
de olumsuz etkilere yol ac¢tigi belirlenmistir (Uckan and Sak 2010, Cetin et al. 2010). Biitiin
bu olumsuz gelismeler bilim adamlarini biyolojik kontrole yoOneltmistir. Yumurtlamay:
onleyici feromonlarin kullanimi, kisir boceklerin salinimi ve hormonal kontrol ile geligimin
engellenmesi gibi yontemler boceklerle miicadele tekniklerindendir (Haynes 1988). Uriin
kayiplarina neden olan etmenlerin tanisinin yapilmas: ve zarar meydana getirebilecekleri
seviyenin saptanmas: Onemlidir. Her zararli ve hastalik i¢in uygulanacak savasim yodntemi
secilmeden Once zarar yapma seviyesi ve derecesi tespit edilmelidir (Toros vd. 2001).
Ulkemizde yetistirilen 60 kiiltiir bitkisinde ve bunlardan elde edilen iiriinlerde zarara yol acan
bocek ve hayvan tiirleri yaklagik 500 kadar olup, 80-100 tiirii ekonomik 6nem tagimaktadir.
Bu olumsuz etmenlerle hi¢ miicadele edilmedigi zaman ortaya koydugu zarar, bazen liretilen
bitkilerin tiimiiyle ortadan kalkmasi ya da iirtinlerin tiiketilemeyecek derecede niceliginin

bozulmasi gibi énemli sonuglar dogurabilmektedir.

Dogal dengenin yapisina ters olan kimyasal kontrol yonteminin neden oldugu sorunlar

karsisinda, farkli kontrol yontemlerine yonelme zorunlulugu dogmus ve “Birlesik Zararh



Yonetimi (Integrated Pest Management)” (IPM) adi verilen yontem ortaya konulmustur
(Hillocks 1995, Onciier 2000). Bu yontemin amaci pestisit kullammim en az seviyeye
indirmek, biitiin kontrol imkanlarini belirlemek ve zararlilarin dogal diigmanlarindan en {ist
diizeyde faydalamilmaktadir (Hillocks 1995, Hill and Foster 2000). Bu yontem icinde
“Biyolojik Kontrol” ¢nemli bir yere sahiptir (Hillocks 1995, Onciier 2000, Andow et al.
1997). Parazitoitler biyolojik kontrolde kullanilan ajanlar i¢inde belki de en uygunu, en az risk
tagtyan1 ve en ¢ok spesifik etki yapanidir (Andow et al. 1997, Xu et al. 2001, Chen and Welter
2002, Uckan and Giilel 2002). Her ne kadar kimyasal madde kullanimi IPM programlarinda
en son care ise de bazi durumlarda biyolojik ve kimyasal miicadele yontemlerinin uygun
olarak birlikte kullanilmasi zorunlu olabilir. Bundan dolayi, IPM programlarinin énemli bir
boliimiinti pestisitlerin zararli tiir ve dogal diigmanlar {izerindeki potansiyel etkilerinin
belirlenmesi kapsar (Takada et al. 2001). Son zamanlarda zararli kontroliinde insektisitlerin
kullanimt (Kudon et al. 1988) ve bu maddelerin zararl tiir iizerindeki etkileri ile ilgili ¢cok
sayida calisma bulunmaktadir (Ahmad et al. 1997, Soderlund and Knipple 1999, Hill and
Foster 2000).

Biiyiikk Balmumu Giivesi, G. mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) bircok parazitoit bécegin
konag: olan ve ar1 kovanlarinda gelisen bir zararlidir. Pimpla turionellae (L.) (Hymenoptera:
Ichneumonidae)’nin biyolojik 6zellikleri (Sak et al. 2009), toplam metabolit icerikleri (Sak et
al. 2006) ve hemositlerini (yayinlanmamig bilgi) nasil etkiledigini incelenmistir. Pestisitlerin
zararl tiir iizerindeki etkileri bocek tiiriine (Ahmad et al. 1997, Soderlund and Knipple 1999,
Ribeiro et al. 2003) ve kullanilan pestisite gore (Soderlund and Knipple 1999, Mcleod et al.
2002) biiytik oranda farklilik olusturmaktadir. Ayn1 zamanda parazitoit olan tiirler dogada
kullanilan insektisitlere karsi olduk¢a duyarlt olup iken (Xu et al. 2001, Tillman and
Mulrooney 2000, Sak et al. 2006, Ergin et al. 2007) zararh tiirlerin zaman iginde bu
maddelere kars1 hizla diren¢ kazandiklar1 da (Ahmad et al. 1997, Soderlund and Knipple
1999, Ribeiro et al. 2003) kanitlanmistir. Yapilan diger caligmalarla da insektisit
uygulamasmin 6ldiiriicii olmasa da agirlik, gelisme, 6liim ve puplasma oranmi gibi biyolojik
ozellikleri etkileyebilecegi bilinmektedir (Takada et al. 2001, Sak et al. 2006, Ergin et al.
2007).

Hayvanlar cesitli onarma mekanizmalart i¢in ¢ok fazla enerji harcayabildikleri gibi stres
kosullar1 ile miicadele etmek i¢in de yiiksek oranda enerjiye ihtiya¢ duyarlar (Choi et al. 2001,

Lohar and Wright 1993). Bu diisiincemizi insektisitin inhibe edici etkisi ortadan kalktiktan



sonra larvalarin kontrolde oldugu gibi gelisimini tamamlamasi, puplagmast ve hatta ergin
evreye ulasabilmesi dogrulamaktadir (Sak et al. 2009). Gelisimleri sirasinda larva evrelerinde
erginlesmelerine engel olmayacak bir dozda insektisite maruz kalan bocekler tizerinde ileride
populasyon yogunluklarina zarar verebilecek gizli bir etki gelisebilir (Davis et al. 1988).
Parazitoit tiirlerin ozellikle G. mellonella gibi konak bdcekleri hayat devirlerinin bir
boliimiinde beslenme ve lireme amaciyla kullandiklan distintildiiginde, konak-parazitoit
iligkisi icinde pestisitlerin zararlt etkilerinin ne kadar biiylikk oldugu da anlagilacaktir.
Kullanilan pestisitlerin olumsuz etkilerinin her gecen giin daha acik bir sekilde ortaya ¢ikmasi
giiniimiizde alternatif miicadele yontemlerinin arastirilmasimi zorunlu hale getirmektedir.
Bugiin, diinyanin bir¢ok iilkesinde, biyolojik kontrol c¢aligmalarinda (Entomopatojen
Nematod) EPN’ den yararlanilacakir (Mracek 1980, Hominick and Briscoe 1990, Nguyen and
Smart 1990, Ozer et al. 1995, Miduturi et al. 1996, Mracek et al. 2003). EPN’ lerin kitle
tiretimlerinin hem in vivo ortamda hem de in vitro ortamda kolay ve seri olmasi diger dogal
diismanlarin sahip oldugu bu problemleri ortadan kaldirmasi biyolojik miicadele ajani olarak
bir¢cok avantaja sahiptir. Aym zamanda etkili arama yetenegine sahip olan EPN’ler ekstrem
ekolojik kosullara ragmen bir alana uygulanir o bélgeye kolayca adaptasyon
saglayabilmektedir (Akhurst and Bedding 1986). EPN’ ler icerisinde en fazla ekonomik
oneme sahip olan 11 takima bagli 75 familyadan toplam 250 bdécek tiiriine karst etkilidir.
Gerek hedef alinmayan organizmalara gerekse cevre, bitki ve insan sagligina hicbir toksik ve
olumsuz etkisi yoktur ayrica bocegi hastalandirip 6ldiirdiigii icin konuk¢usunda dayaniklilik
olusturmasi ¢cok zordur. Konukg¢usunu aramasi i¢in ince bir film tabakasina ihtiya¢ duymalart
ve ticari olarak {iretilenlerin 2 ay ic¢inde kullanilmalar1 gerektigi ise EPN’ lerin olumsuz
yonlerine ornektir. Aksi takdirde enfeksiyon Kkabiliyetlerinde %30-60 oraninda diisiis
gozlemlenmektedir (Ehlers 1996). Son elli yildir iiriinlerimize ortak olan ve biiylik kayiplara

neden olan zararlilarla miicadelede kimyasal pestisitler kesin ¢oziim olarak goriilmiigtiir.

Kimyasal pestisit uygulamasinin yogun ve bilingsiz olarak yiiriitiilmesi, sadece insan sagligim
etkilemekle (karsinojen, mutajen ve teratojen) kalmamug, bitki ve hayvan tiirlerinin yok
olmasimna ve yer alt1 sularma karigarak hedef alinmayan diger organizmalarin etkilenmesine
sebep olmustur. Ayrica ekolojik dengenin saglanmasinda ¢ok onemli role sahip canlilarin yok
edilmesiyle daha once sorun teskil etmeyen zararlilarin on plana ¢ikarak ekonomik zararh
haline gelmesi gibi sonug¢lara neden olmustur. Ayn1 zamanda zararlilarin belli bilegiklere karst
direng gelistirmesi biiyiik sorun olusturmaktadir. Yapilan arastirmalarda bu zamana kadar 450

bocek tiirlintin insektisitlere karst direng gelistirdigi bildirilmistir (M Kence 1992, A Kence
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1992). Olusan bu dayaniklilik kimyasallarin etkinligini kaybetmesine, yogun ilaclama sonucu
iriinlerdeki pestisit kalintilarinin artmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla hem c¢evre
kirlenmesi hizlanmakta hem de ekonomik kayip artmaktadir. Ozellikle uluslararas: pazarlarda
bu durum sorun olmakta ve ekonomik a¢idan Oonemli kayiplara neden olmaktadir. AB’nin
yiyecekler ve yemler konusunda kurdugu Hizli Alarm Sistemi (Rapit Alert System)
sonuglarma gore, tirtinlerimizin biiylik bir kisminm kimyasal pestisit kalintis1 bakimindan AB
kriterlerine uygun bulunmadig: ortaya konmustur (Delen vd. 2005). Biitiin bu olumsuzluklar
diisiiniildigtinde kimyasal pestisitlerin yerine, cevreyle dost, doganin kendi biinyesinde

bulunan seceneklerin ortaya ¢ikarilarak uygulamaya gecirilmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Yillardir devam eden yogun kimyasal pestisit miicadelesinin olumsuz etkileri gz Oniinde
bulundurularak, zararlilara kargt alternatif miicadele yontemlerinin tercih edilmesi insan ve
cevre sagligimin glivence altina alinmasini, tarimsal {irlinlerimizde kalite ve verimin artmasini
saglayacaktir. Ayrica zararlilara kars1 alternatif yontemlerin gelistirilmesi ve yeni yontemlerin
bulunmasina da ihtiya¢ vardir. Bizim doganin bir pargasi oldugumuzun ve doganin bize ait
olmadiginin bilinciyle ve gelecek nesillerin de hakki olan yasanabilir bir ¢evre birakmak i¢in
uluslararas: diizeyde alternatif zararli miicadele politikalarina gereksinim oldugu hayati bir
gercektir. Pestisit kullanimu Tiirkiye’de 6zellikle polikiiltiir tartmin yapildigi Akdeniz ve Ege
Bolgelerinde yaygindir. Yillik pestisit kullanimmin % 40’1 Adana, Mersin ve Antalya olmak
iizere 3 ilde yogunlasmaktadir. Izmir ile birlikte bu deger % 65 i asmaktadir. Pestisit
kullanim1 Adana’da % 10,39, Mersin’de ise % 15,69 olup, toplamda bu iki ilde % 26,08
oraninda pestisit kullanilmaktadir. Resmi belgelerde goriilen bu rakamlar, ila¢ bayilerinin ve
konuda uzman olmayan kisilerin de tesviki ile % 35-40’lara ulagsmaktadir (Zeren ve Erem
2000).

(Amerika Birlesik Devletleri) ABD’de yaklagitk 1 milyar kg pestisitin her yil tarlalara,
bahgelere, parklara ve ormanlara birakildigit ABD’deki Cevre Koruma Ajansinin
(Environmental Protection Agency, EPA) 2002 yili raporuna gore kanitlanmigstir. Diinya
genelinde pestisitler i¢in yapilan harcamalarin iicte birini ABD olusturmaktadir ve bu miktar
11 milyar dolara bulmaktadir. Yine ABD’de 18 000 lisansli pestisit kullanilmaktadir.
Diinyada kullamilan pestisitlerin % 80’1 bocek ve hasere kovucu, % 15°1 bitki 6ldiiriicti, %

1,46’ s1 fungisit ve % 3,54 u diger zararlilar i¢in kullanildig: bilinmektedir (Gupta 2004).
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Yapilan tiim arastirma ve gelistirmelerde amaclanan en onemli konu, pestisitin yok edilmesi
istenen zararliya karsi selektif ve spesifik toksisite gOstermesi, diger canlilara minimum
toksisite gostermesidir. Saglik acisindan tamamen giivenli pestisit yoktur ve her pestisitin
belli bir dereceye kadar toksisitesi vardir. Ayrica belirli kosullarda kullanildiklarinda riskleri
minimum seviyeye indirilebilir. Pestisit uygulamas: yapilmayan kutuplardaki penguenlerde,
ay1 balig1 ve Eskimolarda (dichlorodiphenyltrichloroethane) DDT nin varliginin saptanmast,
bazi tarim ilaglarinin diinyadaki sirkulasyonunun ne kadar giiclii oldugunu gostermesi
bakimindan 6nem arzetmektedir. Cesitli iilkelerde Biiyiik balmumu giivesine kargt kabartilmig
peteklerin korunmalarinda kimyasal (aluminum phosphide, methyl bromide, ethylene
dibromide, paradichlorobenzene (Naftalin), kiikiirt), fiziksel (soguk-sicak) uygulamalari ve
biyolojik insektisitler (Bacillus thuringiensis) gibi savasim yontemleri farkli sekillerde
denenmektedir (Tutkun vd. 1987, Ritter et al. 1992, Ahmad 1994, Kumova ve Korkmaz
2002).

Tarim ilaci yillik satis miktar1 25-30 milyar $ arasinda degismekte, iiretimi ise diinyada
ortalama 3 milyon ton civarindadir. Diinya pestisit pazarinda tonaj olarak yilda % 1’ lik bir
biiyiime tahmin edilmektedir. Tarim ilaglar1 arasinda herbisitler % 47' lik bir payla birinci
sirada yer alirken % 29 ile insektisitler, % 19'luk pay ile fungisitler bulunmaktadir. Pestisit
kullanimin % 70'den fazla bir boliimiinii herbisitler ve insektisitler kapsamaktadir. Diger
pestisit gruplart ise % 5'lik bir paya sahiptir. Maddi olarak degerlendirildiginde tiiketimin %
31’ini insektisitler, % 26’sim herbisitler, % 20’sini de fungisitler kapsamaktadir. Insanlar
pestisitler tarafindan farkli sekillerde etkilenebilmektedir. Pestisitler bitkilerde hastalik ve
zararhlara kars1 kullamilirken; yagmur, riizgar gibi ¢esitli abiyotik etkenlerle topraga dolayl
yolla gecebilmektedir. Toprakta bulunan zararli boceklere ve tohum ilaclamalari esnasinda
tohuma uygulanan pestisitler ise direkt olarak toprakla birlegsmektedir. Boylece toprakta
stirekli birikim halinde olan pestisitler, tiiketilen tirtinler araciligy ile insan, evcil hayvanlar ve
yaban hayatina ulagarak ¢evre sagligim olumsuz yonde etki edebilmektedir. Pestisitleri uygun
kosullarda ve oneriler dogrultuda kayith bir sekilde kullanmak {iireticiye yiiksek kazang ve
tirlinleri yetistirme, muhafaza siirelerinde uzama gibi avantajlar saglar. Yeterli ve kaliteli tiriin
elde edilirken, pestisit kullanilmaksizin tiretim yapilmasi halinde tiretim miktarinda % 65°lik

kaybin 6niine gecilir (Arslan 2000).

Pestisit kullaniminin dezavantajlar1 ise; tiiketilen tarimsal iirtinlerde kalinti riski olusturur.

Pestisitler kanser, dogum anormallikleri, sinir sistemi zararlari ve uzun periyotta olusan yan
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etkilere sebep olur. Pestisitlerin ve parcalanma iriinlerinin toksik maddeler icermeleri ve
bunlarin bazilarinin ana pestisitten daha toksik ve kalici etki gOsterebilmeleri risk
olustururken, uygulanan pestisite ve uygulama kosullarina bagli olarak cevre kirliligine de
neden olur. Buharlagma yoluyla atmosfere karigan pestisitlerin hava kirliligine sebebiyet
vermesi, asirt kullaniminin organizmalarda ilaca karst direng olusturmasi ve kalintilart, tarim

tirlintintin dis ve i¢ pazarin1 olumsuz etkilemesi gibi sorunlar ortaya ¢ikmistir (Arslan 2000).

Pestisitlere duyarlilik azaligt adaptasyon ve dayamiklilikla miimkiin olabilir. Organizmanin
genetik yapisinda degisiklik olmadan bir kimyasal maddeye uyum gostermesi sonucu
duyarliligin  azalmasiyla adaptasyon olusur. Fakat organizmanin duyarliligt genetik
yapisindaki bir degisiklik sonucu azaliyorsa dayaniklilik olusur. Buna gére, dayaniklilik bir
mutasyondur ve genelde geri doniisiimii yoktur. Adaptasyonda ise, s6z konusu pestisitin
kullanimimin durdurulmasiyla organizma yavas yavas tekrar eski duyarliligina sahip olabilir.
Pestisitlerin Tiirkiye gibi lilkelerde bilingsiz olarak kullanilmasinda dayaniklilik kadar
adaptasyon da ekonomik agidan Onem arzetmektedir. Organizmalarin pestisitlere olan
duyarliliklarinda meydana gelen azalis, pestisitlerin piyasa dmriinii, insan sagligin1 ve ¢evreye
etkililigini en fazla etkileyen olaylarin basinda gelmektedir. Bir pestisite organizmalarin
duyarliligr azaldik¢a, o pestisitin etkililigi de diismektedir. Kullanici ise, eski etkililigi elde
edebilmek icin devamli doz yiikseltmesini denemektedir. Bununla birlikte artan dozlara
paralel olarak ¢evrede pestisit kalintilarinda daha fazla yogunlagma goriilmektedir. 1970°de
dayanikli olarak saptanan tiir sayist 244 iken, 1980°de bu sayr 428’e¢ cikmustir.
Organizmalarda olusan cesitli tipteki dayamkliliklar sonucunda pestisitin etkinligindeki
azalmay1 asmak icin daha yiiksek dozlarda uygulama gerekmekte, bu da hem maliyetin
artmasina ve bitkilerde fitotoksiteye neden olmakta, {irlin veriminde azalmalara yol agcmakta
hem de iirtinde ve ¢evrede kalinti miktarinin ve kirliligin artmasina neden olmaktadir (Yavuz

ve Sanli 1999).

Hedef enzim niteligindeki kolinesteraz enzimi ile yapisal biitiinlesme konumunda olmalart
organofosfatli insektisitlerin en dikkat c¢ekici 0Ozelligidir. Organik fosforlu insektisitler
kolinesteraz enziminin dogal substratt konumundaki asetil kolini taklit ederler. Malathion,
parathion, diklorvas, diazinon organofosfatli insektisitlere ornek verilebilir. Organofosfatlar
iki onemli Ozellige sahiptirler. Birincisi kalict olmamalar1 digeri ise omurgalilar {izerinde
organoklorlu pestisitlerden daha fazla akut toksisite gostermeleridir. Bu nedenden dolay1

tanmda DDT’nin yerine tercih edilmektedir. Insektisitlerden olan karbamat gruplari
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organofosfatlara benzerler ancak onlardan iki yoniiyle farklilik gosterirler. Birinci farki 7
kolin esteraz enziminin anyonik yani ile kompleks olusturabilen kuaterner veya bazik nitelikli
bir azot grubuna sahip olmalaridir. Ikincisi ise karbamat insektisitlerin kolinesteraz
inhibisyonu esasina dayanan etkilerinin onemli derecede doniisiimlii olmasidir. Organofosfatl
insektisitler hicbir sekilde bazik pH’ It olamazlar bu durumda iyonize olabilecekleri i¢in
boceklerin kiitikulasina ve sinirlerin kilifina gecis yetenekleri Onemli derecede azalir.
Karbaryl ve karbafuran, karbamat grubu insektisidlere ornek verilebilir (Yavuz ve Sanl
1999).

Anthelmintik ila¢ kullanimindaki asil amag¢ konak¢inin parazit yiikiinii kabul edilebilir bir
diizeye kadar indirmektedir. Kullanilacak ilacin se¢iminde gz Oniinde bulundurulacak
faktorlere gore farklilik gosterir. Maddeler kullanilirken dikkat edilmesi gereken Onemli
kriterlerden bazilant parazitlerin gelisme donemi, ilacin spektrumu ve etkinligi, terapotik

indeksi, verilme kolaylig1 ve fiyati ile kalint1 birakip birakmama durumlaridir.

Ergin ve cesitli gelisme donemlerindeki larvalara karg: istenilen diizeyde etkinlik gosterebilen

ilaglarin sayist azdir ve bunlar baglica dort grupta toplanabilirler:

1. Imidazotiyazoller
2. Benzimidazoller ve Probenzimidazoller
3. Tetrahidroprimidirler

4. Avermektinler

Giiniimiize kadar helmint infeksiyonlar: icin giivenli ve etkili bircok antihelmintik ilag
gelistirilmistir. Antihelmintik ilaglar icerisinde yer alan benzimidazol tiirevi olan albendazol,
gelismekte olan iilkelerde hem ucuz hem de genis antihelmintik spekturuma sahip olmasi
nedeniyle son yirmi yilda yaygin olarak helmint infeksiyonlarinin tedavisinde kullanmak i¢in

tercih edilmigtir (Sanli ve Kaya 1994).

Antihelmintikler solunum yollar1, karaciger, goz, kalp, sindirim kanali gibi yerlerde bulunan
i¢ parazitlere etkiyen ilaclardir. Bu nedenle dig parazitlere etkiyen ilaclardan farklidirlar.
Antihelmintiklerin hastayr sagitmalar i¢ parazitleri ya konak¢inin viicudunda dldiirerek veya
sadece viicut digina atilmalarmm saglayacak sekilde olur. Helmintlerin hiicrelerinin bir¢ok

yonden konakg¢ininkilere benzemesi nedeniyle diger ilaglarda oldugu gibi, hayvanlardaki
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parazitleri etkileyen ama konakgiya higbir istenmeyen etkisi olmayan ila¢ olarak belirtmek
giictiir. Maddenin antelmintik ila¢ olarak kullanilabilirligini gdstermek igin, diger ilaglarda
oldugu gibi, sistemik deney asamalarindan gegirilmesi gereklidir. Onceden, antelmintik
ilaclarin etkisinin belirlenmesinde yararlanilan farmakodinamik c¢aligmalarda, parazitler
arasindaki filogenetik ayrima bakilmaksizin, yer solucanm ve siiliik gibi canlilarda denemeler
yapilmus, ilag(lar) hakkinda degerlendirme yapilmistir. Fakat giiniimiizde paraziter
helmintlerde, fizyolojik ve biyokimyasal Ozellikleri dikkate alinarak yapilan antelmintik
etkinlik deneylerinde parazitlerin ozellikle iireme ve yasamalart i¢in gerekli olan gorevleri ve
enzimatik tepkimeleri hedef alan ilaglarin gelistirilmesi yoniinde ¢alismalar yapilmaktadir.

(Sanh ve Kaya 1994).

Disi helmintlerin, mide-bagirsak icerigi, safra kanallar1 vb. yerlerde yumurta biraktiklari ve
bunlarin digki ile viicudu terk ettikleri bilinir. Antelmintik ilacin etkisiyle olen bir parazitin
arttk yumurtlayamayacagi distiniilerek, ilaclarin etkisinin degerlendirilmesinde bundan
yararlanilmigtir. Fakat, bazi ilaclarin parazitlerde yumurtlamay:r da engelledikleri
bilindiginden, ilaclarin verilmesini takiben digkida yumurtalarin goriillmemesi antelmintik
etkinin degerlendirilmesinde yanlighga sebep olmaktadir. Kritikal testi antelmintik etkinligin
belirlenmesinde bugiin en ¢ok yararlanilan testtir. llacin giivenli bir sekilde kullanilabilirligini
ortaya koyabilmek icin, laboratuvar ve hedef hayvanlarda akut ve kronik zehirlenme
denemeleri de yapilmalidir. Ama genis sekilde kullanilacak olan bir antihelmintigin
konakg¢iya istenmeyen etkisinin ya ¢ok az ya da hi¢ bulunmamas: tercih edilir. Aym zamanda,
sagaltima girecek ilaglarin konak¢t hayvanin doku ve organlari ile siit ve yumurtalarinda
kalintt birakip birakmadiklart durumu, teratojenik, mutajenik ve karsinojenik etkilerinin olup
olmadig1 da dikkate alinmalidir. Parazitler i¢in antihelelmintik ila¢lardan bazilart nemli
derece etkilidir, bazilarimin etkisi azdir; Ornegin benzimidazollar ve Onbenzimidazollar,
levamizol, avermektinler, klosantel, triklabendazol gibi bazi ilaglar parazitleri %100 oraninda
uzaklastirirlar; ama, parazitleri tiimiiyle uzaklastirip bagisikligin gelismesini engelledigi ve
boylece konake¢iyr bir sonraki infestasyona duyarl kildigi i¢in, herhangi bir ilacin bu dl¢tide
etkili olmas1 da tercih edilmez. Bu nedenle, parazitler iizerinde % 90 oraninda etkili olanlar
yiiksek, % 70 oraninda etkili olanlar zayif, % 70-90 arasinda etkili olanlar da orta derecede

etkinligi belirtmektedir (Sanli ve Kaya 1994).

Antelmintik ilaglar parazitlerde baglica enerji metabolizmasint bozar, sinirsel iletimi

etkileyerek liremeyi engeller ve diger bazi mekanizmalarla etkili olurlar. Diger ilaclarda
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oldugu gibi, antelmintiklere de parazitler arasinda direncli suglar ortaya cikabilmektedir.
Antelmintik ilaglara direnglilik normal dozlarda bu ilaglarin etkisine parazitlerin duyarliliginin
az veya c¢ok azalmasi olarak tanimlanir. Parazitlerin enerji metabolizmasindaki bazi
biyokimyasal tepkimeler antelmintik ilaglarm en fazla miidahale ettigi yerlerdir. Ornegin:
glikozun emilmesi veya taginmasinin bozulmasi; Fenbendazol, mebendazol, oksibendazol ve
flubendazol ile dithiazanin ve pyrivinium gibi siyanin boyalar1 parazitlerde glikozun emilmesi
veya taginmasint bozarlar. Glikozun parazite alinmasi engellendiginde, viicudunda bulanan
enerji deposu tiikkenir ve bu maddenin eksikliginden aglik dolayisla oliir. Tlaglar parazitlerde
mikrotubiillerin diizenini bozarak bu etkiye yol acarlar. Ilaglar tubiiline baglanir ve bunlarin
birbirine baglanarak mikrotubiilinleri olusturmasina engel olular. Bu etki parazitteki emme
hiicrelerinin biitiinliigiinii ve tasima gorevlerini etkiler. Ilaglarin tubiiline baglanmasi yarigmali
ve doyurulabilir 6zelliktedir. Bu sekilde etkiyen ilaglara maruz kalan parazitlerde glikozun
alinmasindaki azalma ATP ve glikojen miktarinin diigmesine ve 6liime neden olur. Glikozun
taginmasini bozan ilaclar oksijensiz ortamlarda uzun siire yasayabilen Trichuris vulpis’de
glikoz alimimi doniistimsiiz olarak engellerler. Kalp kurdu ile bulasik kopeklerde alinan bu
ilaclar mikrofiller {izerinde giiclii etki olustururlar. Siyanin boyalart aerobik parazitlerde
yiikseltgeyici metabolizmay1 da bozarlar; boylece, anilan maddeler parazitlerde birbiriyle
iligkisi olmayan iki mekanizmayla (glikoz alinmasi veya taginmasinin bozulmasi ve erobik
parazitlerde hiicre solunumunun engellenmesi) etkilerler. Arsenik (kaparasolat sodyum) ve
antimon (stibofen, potasyum antimonil tartarat gibi) bilesikleri parazitlerde proteinlerin
(enzimler) siilfidril gruplarina baglanarak etkili olurlar; boylece, hem parazit, hem de
konak¢ida bulunan bir¢cok enzim ve proteini degistirir. Bu ilaclar parazitlerde ozellikle
fosfofrukto kinazin etkinligini engellerler; memelilerde bulunan ayni enzimin etkinliginin
onlenmesi i¢in 80 kat1 daha fazla ila¢ miktar1 gereklidir. Bu etki sonucu parazitin viicudunda

friikktoz-6-fosfat birikirken, friiktoz-6-difosfat miktar eksilir (Sanli ve Kaya 1994).

Diizenli bi¢cimde parazit tarafindan saglanan glikoz, glikojene cevrilir ve glikoliz ile
metabolize edilir. Ileriki tepkimeler ve elektron taginmasi yoluyla enerji olusturulmasi
amaciyla mitokondrionlara girer. Askaridler gibi bircok anerobik parazitlerde kaslarin
kasilmast i¢in, yiiksek enerjili fosfat baglarinin sekillenmesi (yani, ATP olusumu)
mitokondrionlarda fumaratin siiksinata indirgenmesi ile olusur. Bu tepkimeyle glikoliz
sirasinda sekillenen NADPH yiikseltgenirken, bir molekiil de ATP olusur. Mebendazol
diginda, benzimidazollar parazitlerde fumaratin siiksinata indirgenmesine aracilik eden

fumarat rediiktazin etkinligini engelleyerek enerji olusumunu engeller. Parazitlerde kaslarin
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felcine ve oliimiine neden olurlar. Kullanilan ilaglar ergin ve cesitli gelisme donemlerindeki
larvalarda boyle tek kademeli ama anahtar niteligindeki bir tepkimeyi engelleyerek seritler,
kelebekler ve 6zellikle yuvarlak kurtlari kucaklayan oldukga genis etkiye sahiptirler. Yukarida
belirtilen enzimin etkinligini levamizol da engeller; fakat bu etkinin ortaya ¢ikmasinda
oldukca yiiksek diizeyde ila¢ yogunlugu veya dozuna gerek duyuldugundan, ilacin etkisi
bakimindan onemli degildir. Elektron taginmastyla ilgili fosfatlanmanin onlenmesi: Fenolik
ilaclar  (bithionol, hekzaklorofen, bromsalanlar  gibi), halojenli  hidrokarbonlar
(karbontetrakloriir, heksakloroetan gibi), nitrofenoller (disofenol, niklofolan, nitroksinil gibi)
ve salisilanilid tiirevleri (klioksanid, oksiklozanid, klosantel, niklozamid, rafoksanid gibi)
parazitlerde elektron aktarimiyla ilgili olaylart kesintiye ugratarak fosfatlanmay: (yani, ATP
sekillenmesi) bozarlar. Mitokondrionlarda fumarat siiksinata cevrilebilir; ama ATP seklinde
enerji olugsmaz. Belirtilen sekilde etki kalib1 olan ilaglar oncelikle kelebek ve seritlere etki
ederler. Yuvarlak kurtlardaki mitokondriyal fosfatlanma sistemi, seritlerdekine benzemekle
beraber, bu ilaclar anmilan parazitlerin dokusuna gecemedigi ic¢in, c¢ogunlukla etkili
olmamaktadirlar. Ama, viicut digt sartlarda yuvarlak kurtlarin mitokondrionlart bu ilaglara da

ayni derecede hassastir (Sanli ve Kaya 1994).

Otonomik gangliyonlar ve néromuskiiler iletimin diizenlenmesiyle ilgili bilgiler helmintlerde
oldukca azdir. Daha onceleri helmintler ile memelilerin néromuskiiler sistemleri arasinda
anatomik, fizyolojik ve kimyasal bakimlardan son derece yakin benzerlik bulundugu kabul
edilirdi; fakat, sonradan bu durumun bdyle olmadig: 6grenilmistir. Serit ve kelebeklerdeki kas
yapist memelilerin diiz kaslarina, yuvarlak kurtlardaki kas yapisi ise ¢izgili kaslarma
benzerler. Memeliler ve helmintlerin kolinerjik reseptorleri arasinda belirgin benzer ve farkli
taraflart vardir. Memelilerde kolinerjik olarak kontrol edilen motor faaliyet Schistosomalar’da
pilokarpin, muskarin, nikotin ve metakolin gibi ilac¢lardan etkilenmemeleri ornek olabilir.
Aym zamanda bu parazitlerde motor etkinlik mekamilamin ve pempidin gibi otonomik
gangliyonlart  (memelilerde) bloke eden ilaglarla uyarilirken, tetraetilamonyum,
heksametomyum, pentolinium, klorisondamin gibi kuvarterner amin tiirevi gangliyonik
biokanlar ve D-tubokiirarin, dekametonyum, siiksinilkolin gibi néromuskiiler blokan ilaglara

etki etmemektedir (Balcioglu 2003).
Parazitik helmintlerdeki noromedyator (NM) maddeler hakkinda son yillarda, yapilan
caligmalar bunlarin sinir sistemlerinin bilinmeyen bircok yoniiniin aydinlatilmasina ve

yetersiz olmakla beraber, bilinmeyen bir¢cok sorunun cevaplandirilmasint saglamstir.
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Yuvarlak kurtlara edinilen bilgilere gore néromuskiiler kavsaginda etkili olabilecek bir¢ok
ilacin bulundugu soylenebilir. Yeterli ol¢iide enerji saglamak icin helmintler, stirekli
hareketlidirler. Bu nedenle, parazitin néromuskiiler kavsagimi etkileyebilen herhangi bir
madde onda her zaman antelmintik etki yapar. Parazitlerde néromuskiiler iletimin bozulmasi
uyarict NM maddenin parcalanmasinin engellenmesi veya etkisinin taklit edilmesi (spazmli
fel¢ gelisir) veya uyariyr engelleyici NM’iin etkisinin taklit edilmesi (yumusak fel¢ gelisir)
seklinde olusur. Bu sekilde yumusak veya spazmli felce ugrayan parazitler konakg¢inin
normal-ritmik hareketleriyle viicuttan uzaklagirlar. Antelmintik olarak kullanilan kolinerjik
agonistlerin otonomik gangliyonlarda birbirine ¢ok yakin veya aym yerleri etkiledikleri
diisiiniilmektedir. Piperazin, dietilkarbamazin, avermektinler, milbemisinler gibi ilaglar
parazitin kas hiicrelerinde zarin i¢ ve dig ylizii arasindaki gerilim farkinin artmasina ve
bdylece de yumusak felce sebep olurlar; bu yonden piperazinin etkisi ivermektinin 1/10-100’ 1
kadardir (Grover et al. 2001).

Niklozamid bir salisilanilid bilesigidir ve moniezialara karsi giiclii bir etkiye sahiptir.
Parazitlerde oksidatif fosforilasyonla birlesen elektron transportunu engeller ve genis bir
terapotik indeksi bulunmaktadir. Genellikkle zehirsiz bir madde olarak kabul edilir; tedavi
dozunun (50-100 mg / kg) 40 kati miktarda verilen hayvanlarda toksisitesi goriilmemistir.
Niklozamidin kullamimim smirlandiran herhangi bir kontraindikasyonu bilinmemektedir
(Booth and Mc Donald 1982). Niklozamid evcil hayvanlardaki hemen hemen tiim seritlere
kars1 etkilidirler. Kedilere Taenia taeniaformis ve kopekteki Taenia psifonnis'e ¢ok etkilidir.
Mesocestoides corti, M.lineatus ve niplidium caninum'a olan etkisi degiskenlik gosterir. Ilag
gevisenlerdeki Moniezia tiirleri ve Thysannosoma'va karsi da son derece etkilidir. Ilag

laboratuvar hayvanlarinin seritlerini (Hymenolepis nana gibi) de etkilemektedir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT
3.1 GALLERIA MELLONELLA L. KULTURU

Lepidopter takimmna ait bir bocek olan G. mellonella L. Bbdcek Biyokimyasi, Fizyolojisi
Arastirma laboratuvarinda yapay besin ile yetistirilen stok kiiltiirden temin edilmistir. Bocek
kiiltiiriiniin devami i¢in yumurtadan yeni ¢ikmig larvalarin Bronskill’in (1961) gelistirdigi yart
sentetik besinde

v' 420 ¢ bugday kepegi,

v" 150 ml siizme bal,

v' 150 ml gliserin (Merck, Darmstadt, Germany),

v' 20 g dgiitiilmiis koyu renkli eski petek

v 30 ml saf su
aseptik olmayan sartlarda yapildi. Besinler bir litrelik cam kavanozlarin (80x180 mm)
yaklasik 1/3’ne kadar dolduruldu ve icine yumurta birakmasi igin 10-15 adet disi birakilarak
agizlart tel kafes yerlestirilmis kapak ile kapatildi. Yaklagik 25-30 giin sonra geligimlerini
tamamlayan olgunlasan 7. evre larvalar (Sekil 3.1) pup olmalari i¢in igerisine pelur kagit
konmus diger bir kavanoza aktarildi (Campos et al. 1990). Olusan puplardan (Sekil 3.2)
yaklagik 7-8 giin sonra ergin (Sekil 3.3) bireyler elde edildi. Bu erginlerin biiyiik bir
cogunlugu bocek kiiltiiriiniin devamui i¢in bir kismida niklozamidin farkli konsantrasyonlari ile
ilgili beslenme caligmalart i¢in kullanildi. Deneylerde yumurtalardan yeni ¢ikmis birinci evre
larvalar kullanildi. 28 +2 ° C ve % 65 + 5 bagil neme ayarli bir inkiibatsrde (Niive, ES 500)

ve giin boyu devamli karanlikta ortamda gerceklestirildi.
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Sekil 3.1 Galleria mellonella 7. evre larvast.

Sekil 3.2 Galleria mellonella’nin pup evresi.

Sekil 3.3 Galleria mellonella’nin ergin evresi.
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3.2 NIKLOZAMIDIN DENEYLERDE KULLANILMASI

Niklozamid (2’,5-Dikloro-4’nitrosalisilanilid, beyaz sar1 toz, % 98) Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA) firmasindan temin edildi. Yiiriitiilen beslenme deneylerinde niklozamidin denenen
miktarlarinin konsantrasyonu 100 gram besin bagina gram antibiyotik (% a/a) olarak belirtildi.
Niklozamid, dogrudan besine ilave edilerek deneylerde kullanildi. Niklozamid igermeyen
kontrol besini hari¢ niklozamidin G. mellonella icin % 0,001, 0,01, 0,1 ve 1,0 olmak iizere
dort farkli konsantrasyonu kullanildi. Niklozamid konsantrasyonlart G. mellonella
(Biiylikgiizel and Kalender 2007, 2008, 2009) ve bazi parazitoid bocek tiirleri (Biiyiikgiizel
2001, Biiylikgiizel ve Yazgan 1996) lizerinde yapilan 6nceki ¢alismalar temel alinarak tespit
edilmistir. On beslenme deneyleri yapilarak, bocegin ergin evreye kadar gelisimini

tamamlayabilecegi konsantrasyon araliklar belirlendi.

3.3 YASAMA, GELISME VE ESEY ORANI iLE iLGILi BESLENME DENEYLERI

Niklozamidin belirlenen miktarlarini iceren besinler uygun besin kaplarina (Cam kavanozlar,
60 x120 mm) paylastirildi. Her bir besin kabma 20 larva asilandi ve deneyler dorder kez
tekrar edildi. Niklozamid i¢eren besinlere birakilan larvalar olgun 7. evre larvalarin1 meydana
getirdikten sonra pup olmalar icin igerisinde ince pelur kagit bulunan 30 ml’lik plastik &rnek
kaplarma (ORLAB, L.190030, 35x55 mm) her kapta bir olgun larva (7. evre larva) olacak
sekilde birakildi. Bu larvalardan pup olan ve erginlesen bireylerin orani ve bu evrelere
ulastiklari siire belirlendi. Erginlesen bireylerin erkek ve disi orant ve dmiir uzunluklari tespit
edildi. Erginlerin esey ayrimi, viicut biiylikliiklerine ve abdomenlerinin son segmentindeki

genital yapiya gore yapildi.

3.4 ERGIN OMUR UZUNLUGU iLE ILGIiLi BESLENME DENEYLERI

Niklozamidin farkli konsantrasyonlarinda yetistirilen ergin bireylerin Omiir uzunluguna
etkisini tespit etmek i¢in yumurtadan yeni ¢ikmis G. mellonella larvalan ergin evreye kadar
yetistirildi. Her bir deney icin 10 adet ergin kullanild1 ve deneyler dorder defa tekrarlandi.
Elde edilen ergin bireyler 30 ml’lik, genis agizli, seffaf, delikli kapakli plastik kaplara
(ORLAB, L190030, 35x55 mm) birer adet konuldu. G. mellonella ergin evresinde beslenme

ihtiyact olmadigindan 6émiir uzunlugu deneyleri esnasinda ergin bdcege besin verilmemistir.
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Deneyler stok kiiltiirtin yapildigi ortam sartlarinda yapilmistir. Erginler, her giin belirli saatte

kontrol edilerek en son erginin 6liimiine kadar her erginin yagama siiresi tespit edildi.

3.5 YUMURTA VERIMI VE ACILMA ORANI ILE ILGILI DENEYLER

Denenen niklozamid konsantrasyonlarinin G. mellonella disilerinin yumurta verimi iizerine
etkisini belirlemek amaciyla yumurtadan yeni ¢ikan larvalar bu antihelmintik antibiyotigin
bulundugu besinlerde ergin evreye kadar beslendi. Yumurta verimi icin yeni erginlesmis ve
dollenmemis bir giinliik disiler kullanildi. Her bir deney i¢in 10 adet disi kullanildi ve
deneyler dorder defa tekrarlandi. Bu digiler genis agizli, delikli kapakli, plastik kaplara (15
ml, ORLAB) her kapta bir adet disi olacak sekilde birakildi. Erginleri besin almadigi
(Charriere and Imdorf 1997) icin disilere yumurta birakma siiresince besin verilmedi.
Birakilan yumurtalar siyah bir zemin iizerine konularak bir petri kutusu icinde sayildi. On
denemelerden elde edilen sonuglara gore erginlesen disilerin ilk 48-72 saat icinde
yumurtalarini biraktigint gézlenmistir. Bu yiizden ilk 2-3 giin i¢inde birakilan yumurtalar
sayitlmigtir. Yumurta verimi, bir giinde disi bagina birakilan yumurta sayist olarak ifade
edilmistir. Her giin acilan larvalar yine siyah bir zemin iizerinde sayilarak ortalama sayisi

kaydedildi ve yumurtalarin agilma orani belirlendi.

3.6 MDA, PROTEIN KARBONIL MiKTARI VE GST AKTIiVITESI

3.6.1 Orta Bagirsak izolasyonu

Niklozamidin belirlenen konsantrasyonlarini iceren besinler ile 7. evreye kadar yetistirilen G.
mellonella’nin larvalarinin orta bagirsaginda lipid peroksidasyonu iiriinii, MDA ve protein
oksidasyonu {iriinii protein karbonil miktarlar: ile antioksidan enzim GST aktivitesi dl¢iildii.
Diseksiyon yapilmadan 6nce larvalar buz iizerinde 5 dk bekletildikten sonra % 95 etil alkol ile
yiizeyleri dezenfekte edildi ve daha sonra parafinle doldurulmus petri kabima sirt kismi
parafine gelecek sekilde yerlestirildi. Daha sonra larvalar karin kismindan orta eksen boyunca
ince uclu diseksiyon makasi ile kesildi ve streomikroskop (Olympus SZ61, Tokyo, Japan)
altinda ince uclu bir pens yardimiyla sindirim kanalinin orta bagirsagin oldugu boliim izole
edilerek alindi ve bu boliime tutunmus olan diger dokular ve bagirsak icerigi uzaklastirilds.
Izole edilen orta bagirsaklar, soguk homojenizasyon tamponu [% 1,15°lik potasyum kloriir

(KCL) a/h, 25 mM dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPO,), 5 mM etilendiamintetraasetik asit
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(EDTA), 2 mM fenilmetilsiilfonil (PMSF), 2 mM ditiyotreitol (DTT), pH: 7.,4)] ve birkac
feniltiyotire kristali bulunan bir ependorf tiipe aktarildi. Dokular analiz yapilincaya kadar
derin dondurucuda (-80 °C) bekletildi. Deneyler her bir tekrarda 15 ortabagirsak kullanilarak

dorder defa tekrarlandi.
3.6.2 Malondialdehid (MDA) Miktarimin Tayini

Lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA miktari Jain ve Levine (1995)’ min kullandigt
metod temel alinarak 532 nm’de olciildii. Orta bagirsak % 1,15°lik KCI ile ultrasonik
homojenizator (10 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) ile parcalandz.
Daha sonra ¢rneklere pH 7,4 olan fosfat tamponu (18 mM NaCl, 18 mM Na;HPO.), 0,04 M
butillenmis hidroksi toluen (BHT), % 30’luk triklorasetik asit (TCA)] eklenerek 2 saat buzun
icerisinde bekletildi. 2 saat beklemeden sonra 4 °C de, 2000 x g devirde 15 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi {ist sivi alinarak 0,1 M EDTA ve % 1’lik TBA ilave edilerek kaynar
su banyosunda 45 dakika bekletildi, tiipler oda sicakligina geldikten sonra spektrofotometrede
(Shimadzu 1700 UV/Vis, Kyoto, Japan) 532 nm’de absorbansi okundu. MDA miktar1 1,56 x

10° Mem™ kat sayist kullanilarak nmol/mg protein olarak belirlendi.
3.6.3 Protein Karbonil Miktarimin Tayini

Levine et al. (1994)’in metodu temel alinip bir dl¢iide degistirilerek (Krishnan and Kodrik
2006) 370 nm’de Protein karbonil tayini yapilmistir. Ornekler, homojenizasyon tamponunda
[% 1,15°1ik potasyum kloriir (KCL) a/h, 25 mM dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPOy), 5 mM
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), 2 mM fenilmetilsiilfonil (PMSF), 2 mM ditiyotreitol
(DTT), pH: 7,4)] ultrasonik homojenizatér (10 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus HD2070,
Berlin, Germany) ile + 4 °C’de parcalandi. Elde edilen oziit + 4 °C’de 1000 x g’de 10 dk
santrifiij (Hettich Zentrifugen, Mikro 200 R sogutmali santrifiij) yapildi. Santrifiij yapilan
tiiplerden iist stv1 alinp iizerine % 10’luk streptomisin siilfat ilave edilerek 37 °C’de 15 dk
benmaride bekletildi. Daha sonra 8000 x g’de + 4 °C’de santrifiij edilerek niikleik asitler
coktiirildii. Ust sividan 200 ul alarak iizerine 800 pl 10 mM 2,4 dinitrofenilhidrazin
(DNPH) eklendi. Oda 1sisinda bir saat veya benmaride 37 %C’de 15 dk belirli araliklar ile
calkalamak suretiyle beklendi. Daha sonra tiiplere 700 ul % 20’lik trikloroasetik asit ilave
edilerek buz iizerinde 10 dk bekletildikten sonra + 4 °C*de 10000 x g’de 10 dk santrifiij edildi.
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Boylece olusan 2,4-dinitrofenilhidrazon bilesikleri ¢oktiiriildii. Ust sivi atilarak cokiintii
izerine 1:1 oraminda 1 ml etanol: etil asetat karigimi ilave edildi ve vorteks ile yavasca
homojenize edildi. Bu iglem 3 defa tekrarlanip her defasinda 10000 x g’de + 4 °C’de santrifiij
edilerek {ist siv1 atildi. En son santrifiijleme isleminden sonra ¢okiintii {izerine 2,5 ml 6 M
guanidin hidrokloriir ilave edilerek iyice 37 °C’de 10 dk (oda 1sisinda 45 dk) karigtirimak
suretiyle ¢okiintli coziildii. Bu homojen ¢ozeltiden 150 pl alinarak toplam protein analizinde
kullanildi. Karigimin diger boliimii ¢6ziinmeyen kaba partikiillerin ¢cokmesi i¢in 10000 x g’de
10 dk +4 °C’de santrifij edildi. Ust sivimn absorbanst 370 nm de kor tiipe karst
spektrofotometrede (Shimadzu 1700 UV/Vis, Kyoto, Japan) okunarak protein karbonil
miktar1 22,000 M cm™ kat sayist kullanilarak nmol/mg protein olarak verildi.

Protein karbonil analizi yapilan Orneklerdeki toplam protein tayini icin 6 M guanidin
hidrokloriir ile ¢oziilen ¢okiintiiden alinan 150 pl karistm 1350 pl guanidin hidrokloriir ile
1:10 oraninda sulandirildi. Ornegin absorbans: 280 nm’de 6l¢iildii. 6 M guanidin hidrokloriir
ile hazirlanan Bovin serum albumin (BSA) standart c¢ozeltileri (12,5-1600 mg/100ml) ile

standart grafik olusturularak toplam protein miktar1 bu grafige gore hesaplandi.

3.6.4 Glutatyon S-transferaz (GST) Aktivitesinin Tayini

GST aktivitesinin ol¢ctimiinde Habig et al. (1974) tarafindan gelistirilen metod uygulandi.
GST’nin biitlin izozimleri i¢in 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) yaygin bir substrattir.
CDNB 340 nm’de yiikselen absorbans gosteren glutatyon oksidasyonunu katalizleyen GST
enzimi igin substrat olarak kullanildi. Ornekler +4 °C’de ultrasonik homojenizatorde
(Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) (10 sn, 30 W) homojenize edildi. Enzim
inaktivasyonunun dnlenmesi i¢in homojenizasyon dahil tiim iglevler buz ile saglanan soguk
ortamda yapildi. Homojenize edilen 6rnekler, +4 °C’de 16000 x g devirde sogutmali
santrifiijde 20 dakika santrifiij edildi. Ust sivilar almarak GST aktivitesinin 6l¢iimiinde
kullanild1. Bu enzimin aktivitesinin dl¢iilmesi i¢cin 3 ml’lik cam kiivetlere 2,5 ml 50 mM
fosfat tamponu, 200 ul 20 mM rediikte glutatyon ve 150 ul siipernatant ilave edildi. Enzimatik
reaksiyon bu karigima 150 pl 25 mM CDNB eklenerek baglatildi ve 2 dakika boyunca
yiikselen absorbanslar okundu. Yiikselen absorbans CDNB’nin rediikte glutatyon ile
reaksiyona girerek tiyoether yapisinin olusumunu gostermektedir. Enzim aktivitesi 340 nm’de

(340 0,0096 puM.cm') siipernatantta bulunan 1 mg toplam protein basma 1 dakikada
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olusturulan tioether miktar1 olarak olciildii ve enzimin spesifik aktivitesi pmol/mg protein/dk

olarak ifade edildi.

Orta bagirsak orneginden elde edilen siipernatanttan GST nin spesifik aktifligini hesaplamak
ve MDA miktarimi mg protein bagina vermek icin ¢6ziiniir toplam protein tayini yapildi. Bu
amagcla orneklerin absorbansi spektrofotometrede 600 nm’de Folin-Lowry (Lowry et al. 1951)
metoduna gore Olgiilerek total protein miktar: tespit edildi. Bu hesaplamay: yapmak icin
oncelikle farkli konsantrasyonlarda standart protein olarak, bovin serum albumini (BSA)
cozeltileri hazirland1 ve bir standart grafik olusturuldu. Total protein miktarlar bu standart

grafige gore hesaplandu.

3.7 VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Deneyler farkli zamanlarda dorder defa tekrarlandi. Deneylerde elde edilen veriler kontrol
grubu ve kendi aralarinda karsilastirilmak suretiyle degerlendirildi ve G. mellonella’min
gelisme siiresi, erginlerin dmdiir siiresi, disilerin yumurta verimi ve yumurtalarin a¢ilma orani,
7. evre larvalarinin orta bagirsaktaki MDA ve protein karbonil miktar1 ve GST aktivitesinin
degerlendirilmesinde tek yonlii “Varyans Analizi” (ANOVA) (SPSS 1997), ortalamalar
arasindaki farkin énemini saptamak icin “LSD Testi” (SPSS 1997), yasama ve esey orani ile
ilgili verilerin degerlendirilmesinde ise “y” (Chi square) Testi” (Snedecor and Cochran 1989)

kullanildi. Ortalamalarin 6nemi 0,05 olasilik seviyesinde degerlendirildi.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1 NIKLOZAMIDIN G. MELLONELLA LARVALARININ YASAMA, GELISME VE
ESEY ORANINA ETKISI

En yiiksek niklozamid konsantrasyonu (% 1,0) bocegin 7. evreye ulagsma siiresini, pup ve
ergin olma siiresini onemli derecede uzatmistir. Niklozamidin diisiik konsantrasyonlart 7.
evreye ulagma siiresini ve pup olma siiresini kisaltmasina ragmen bu kisalma istatistiksel
olarak anlamli olmamistir. Kontrol besinine gore niklozamidin en yiiksek konsantrasyonu
bocegin larval gelisimini 5 giin, pupal gelisimini 4 giin ve ergin evreye gelisimini ise 6 giin
geciktirmigtir (Sekil 4.1). Niklozamid icermeyen kontrol besinine gore denenen diisiik
niklozamid konsantrasyonlar: 7. evreye ulasan larva oranini, pup ve ergin olma oranini onemli
derecede azaltmistir. Kontrol besininde sirastyla % 95,8 £ 1,6, % 94,4 + 3,5 ve % 93,0 £4,2
oraninda 7. evre larvasi, pup ve ergin elde edilirken % 0,001 oraninda niklozamid iceren
besinden itibaren bu oranlar 6nemli derecede azalmistir (Sekil 4.2). Bu antihelmintik
maddenin en yiiksek miktarin1 (% 1,0) iceren besin sirasiyla 7. evreye ulasma oranini, pup

olma oranini ve ergin olma oranin1 6nemli derecede diislirmiistiir.
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Gelisme Siiresi (Giin)
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40 - b a a 2
35 a
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7. evreye ulasma Pup olma siiresi  Ergin olma stresi
suresi

(Ayn harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05).

= kontrol
m 0,001
00,01
mO,1

mi

Sekil 4.1 Niklozamidin G. mellonella larvalarinin gelisme siiresine etkisi.
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(Ayn harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05).
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m 0,001
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Sekil 4.2 Niklozamidin G. mellonella larvalarinin yagama oranina etkisi.
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Kontrol besininden 93,0 + 4,2 oraninda ergin olmus, bu erginlerinden de % 44.4 + 3.4 erkek,
% 48,6 + 4,1 disi elde edilmistir. En diisiik niklozamidin konsantrasyonu erkek ve disi ergin
orani lizerinde etkili olmamistir. Niklozamidin % 0,01’lik konsantrasyonu disi ergin oranini
kontrole gore onemli derecede azaltmistir. Niklozamidin % 0,1’lik konsantrasyonu ise hem
erkek ergin oranint hem de disi ergin oramini 6nemli derecede azaltmistir. En yliksek

niklozamid konsantrasyonu erkek ve disi oranim1 % 5.5 + 1,1’e diistirmiistiir (Sekil 4.3).

60

50

40 -

—— Erkek

30 "
—e—Disi

Esey Orani (%)

20 +

10

Kontrol 0,001 0,01 0,1 1
Niklozamid Konsantrasyonlari (%)

(Ayn harfi iceren degerler birbirinden farkl: degildir, P > 0,05).

Sekil 4.3 Niklozamidin G. mellonella larvalarinin esey oranina etkisi.
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4.2 NIKLOZAMIDIN G. MELLONELLA’NIN OMUR UZUNLUGU, YUMURTA
VERIMIi VE ACILMA ORANINA ETKISI

En yiiksek niklozamid konsantrasyonu (% 1,0) erkeklerin 6miir uzunlugunu kontrol besinine
gore onemli derecede uzatmigtir. Denenen tiim niklozamid konsantrasyonlari disi erginlerin
Oomiir uzunlugu iizerinde istatistiksel acidan anlamli bir etki yapmamistir. Bu antihelmintik
maddenin denenen en yiiksek konsantrasyonu erkek omiir uzunlugunu 7,0 + 0,6 giinden 11,0

+ 2,2 giine ortalama 4 giin uzatirken, disi 6miir uzunlugunu ise etkilememistir (Sekil 4.4).

14 -

— Erkek
—o— Disi

Ergin Omiir Uzunlugu (Giin)

Kontrol 0,001 0,01 0,1 1
Niklozamid Konsantrasyonlar (%)

(Ayn harfi iceren degerler birbirinden farkl: degildir, P > 0,05)

Sekil 4.4 Niklozamidin G. mellonella ergin 6miir uzunluguna etkisi.
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En yiiksek konsantrasyonu (% 1,0) iceren besin ile yetistirilen digilerin hi¢ biri yumurta
birakmamigtir.  Kontrol besini ile karsilastinldiginda, niklozamidin %  0,1’lik
konsantrasyonunu iceren besin yumurta verimini Onemli derecede artirmistir. Kontrol
besininden elde edilen disilerden 78,6 + 6,1 yumurta elde edilmis olup bu say1 % 0,001’lik
niklozamid konsantrasyonu tarafindan 66,2 + 5,5’ye disliriilmiistiir. Ancak bu azalma
istatistiksel olarak onemli olmamigtir. Buna karsilik % 0,1’lik niklozamid konsantrasyonu
disilerin yumurta verimini 6nemli derecede arttirmis olup yumurta sayisini ise disi bagina bir

giinde 114,7 £ 10,9’ ye yiikselmigtir (Sekil 4.5)
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Kontrol 0.001 0.01 0.1 1
Niklozamid Konsantrasyonlari (%)

(Ayn harfi iceren degerler birbirinden farkl: degildir, P > 0,05).

Sekil 4.5 Niklozamidin G. mellonella disilerinin yumurta verimine etkisi.
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Niklozamid icermeyen kontrol besine gore, denenen tiim niklozamid konsantrasyonlar
yumurtalarin a¢ilma oranini1 énemli derecede diistirmiistiir (Sekil 4.6). Niklozamid icermeyen
kontrol besini ile yetistirilen disilerin biraktig1 yumurtalarin % 96,6 + 5,3’s1 acildig1 halde

niklozamidin % 0,1’lik konsantrasyonu bu acilma oranini % 64,4 + 9,6’e diistirmiistiir.

120 +
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g 80
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g

O 60 -

(4]

E
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0

Kontrol 0.001 0.01 0.1 1
Niklozamid Konsantrasyonlari (%)

(Aym harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05).

Sekil 4.6 Niklozamidin G. mellonella disilerinin yumurta a¢ilimina etkisi.
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4.3 NIKLOZAMIDIN G. MELLONELLA ORTA BAGIRSAGINDA MDA, PROTEIN
KARBONIL VE GST AKTiVITESINE ETKIiSi

7. evreye ulasan larvalarin orta bagirsak MDA, protein karbonil ve GST analizi yapilmistir.
Niklozamidin en yiiksek konsantrasyonda (%1,0) 7.evreye ulasan larva orami oldukca diisiik

oldugundan bu analizler yapilamamugtir.

Kontrol besinine gore niklozamidin tiim konsantrasyonlart MDA miktarint 6nemli derecede
artirmigtir. Niklozamidin % 0,001°lik oranim iceren besin MDA miktarim yaklasik 2,5 kati
artirarak 0,30 £ 0,08 nmol/mg protein’e yiikseltmistir. Buna karsilik, niklozamidin denenen en
yiiksek konsantrasyonu 7. evre larvalarimin orta bagirsak MDA miktarin1 onemli derecede
artirmigtir. Bu antibiyotigin % 0,01’lik konsantrasyonu MDA miktarmi 0,11 + 0,03’den 0,39
+ 0,09 nmol/mg protein’e Onemli derecede ylikseltmistir. En yiiksek niklozamid
konsantrasyonu (% 0,1) kontrol besinine gére MDA miktarin1 yaklagik 4 kati oraninda
artirmistir (Sekil 4.7).

Niklozamidin % 0,001’lik konsantrasyonu kontrol besinine gore protein karbonil miktarini
strastyla 133423 nmol/mg protein’den 808,02 + 52,1 nmol/mg protein’e arttirmistir. Benzer
bir durum niklozamidin % 0,01°lik ve % 0,1’lik konsantrasyonlarinda da gozlenmis ve protein
karbonil miktarint sirasiyla 768,61 + 35,7; 701,24 + 64,3 nmol/mg protein’e yiikseltmistir
(Sekil 4.8).

Niklozamid en diisiik konsantrasyonu GST aktivitesinde azalmaya sebep olmasina karsin
istatistiksel olarak onemli derecede etkili gostermemistir. Buna karsilik, % 0,01 ve 0,1’lik
niklozamid konsantrasyonlart GST aktivitesini ¢nemli derecede artirmistir. Niklozamid
icermeyen kontrol besin ile yetistirilen larvalarin orta bagirsak GST aktivitesi 1,47 + 0,3
umol/mg protein/dk olarak bulunmugtur. En yiiksek niklozamid konsantrasyonu GST
aktivitesini yaklasik 2 kati artirarak 2,88 + 0,8 wmol/mg protein/dk’ya kadar yiikseltmistir
(Sekil 4.9).
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(Ayn harfi iceren degerler birbirinden farkl: degildir, P > 0,05).

Sekil 4.7. Niklozamidin G. mellonella orta bagirsaginda MDA miktarina etkisi.
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Sekil 4.8. Niklozamidin G. mellonella orta bagirsaginda protein karbonil miktarina etkisi.
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(Ayn harfi iceren degerler birbirinden farkl: degildir, P > 0,05).

Sekil 4.9. Niklozamidin G. mellonella orta bagirsaginda GST aktivitesine etkisi.
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BOLUM 5

TARTISMA

Biiyiikk bal mumu giivesi G. mellonella L. yapay besin ortaminda beslenerek salisilanilid
tiirevi bir antihelmintik antibiyotik olan niklozamidin bdcegin yasama, gelisme, esey orani,
ergin disi ve erkek Omiir uzunlugu, yumurta verimi, agilma orani gibi biyolojik 6zellikleri
lizerine etkisi laboratuvar sartlarinda incelenmistir. Ayrica bu antihelmintik antibiyotigin
bocegin 7.evre larvalarmin orta bagirsaginda lipid peroksidasyonu iiriinii malondialdehid
(MDA) ve protein oksidasyonu {iriinii protein karbonil miktarlar: ile detoksifikasyon enzimi

glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi iizerine etkisi arastirilmigtir.

Niklozamidin de dahil oldugu salisilanilid grubu antihelmintik antibiyotikler tip ve veteriner
hekimlikte antiparazitik ila¢ olarak yaygm kullantma sahiptir. Memelilerin paraziter
enfeksiyonlarmin tedavisinde niklozamidin gii¢lii bir antihelmintik olarak kullanilmasina
ragmen bu antihelmintik maddenin c¢evre ve hedef olmayan canlilara kargt etkisi
bilinmemektedir. Hayvanlar tarafindan digki ile dig ortama birakilan sistemik insektisit olarak
da etki gOsteren avermektin gibi antiparaziter antibiyotiklerin digkinin par¢calanmalari ve besin
zinciri sirasinda hedef olmayan canlilarin gelisimi ve yasama oranini olumsuz yonde
etkiledigi bilinmektedir (Halley et al 1989, Schmidt 1983). Diger taraftan, Macri et al. (1988)
bakteriyel ve protozoal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan furazolidonun sivrisinek tiirii
Culex pipiens molestus larvalarina oldukga toksik etki yaptigimi gostermistir. Bu ¢alismada G.
mellonella larvalan kullanilarak niklozamidin in vivo olarak insektisit etkisi arastirilmistir. G.
mellonella’nin bu tiir caligmalarda olduk¢a uygun oldugu ve niklozamidin yiiksek
konsantrasyonlarda insektisit olarak kullanilabilecegi g0Osterilmigtir. Organik sentetik
insektisitlerin kullantmi 6nemli ¢evresel sorunlar olusturmasinin yaninda boceklerin bu
insektisitlere kars: diren¢ kazanmasim da saglamaktadir. Insan ve hayvanlarda enfeksiyon
olusturan bazi kiif, mantar ve bakterilerin patojenitesini belirlemede memeli deney
hayvanlarma alternatif omurgasiz bir konak model sistemi olarak kullanilan biiyiik bal mumu

giivesi G. mellonella 1. (Miyata et al. 2003, Altincicek et al. 2007, Joyce et al. 2010,
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Mukherjee et al. 2010) klinik éneme sahip antimikrobiyal ilaglarin insektisit 6zelliklerinin
degerlendirilmesinde de model olarak ele alinmaktadir (Biiyiikgiizel and Igen 2004,
Biiytikgiizel and Kalender 2008).

Gaaboub and Dawood (1974), bes jenerasyon boyunca Culex pipiens’i malatyonun belirili
konsantrasyonuna maruz birakmig ve bunun sonucunda fertilitenin Onemli derecede
diistiiglinii, bir baska caligmada da Zettler and LeCato (1974), subletal dozdaki malathyonun
Attagenus negatoma‘da fertiliteyi dnemli derecede diiglirdiigiinti gostermislerdir. Buna benzer
sonuglar niklozamidin denen tiim konsantrasyonlari (% 0,001, 0,01, 0,1) gerek yasama,
gelisim parametrelerini gerekse disilerin yumurta verimi ve ac¢ilimini Onemli derece
diisiirmiis, 6zellikle % 1,0’lik niklozamid konsantrasyonunda yumurta elde edilememis buna
baglt olarakta yumurtalarin acilma orami da tespit edilememistir. Fitzpatrick and Dowell
(1981), Aleurocantus woglumi’ ye 14 farkli insektisit uygulanmig ve bu bocegin parazitoidleri
olan Amitus hisperidum ve Prospaltella opulenta’nin dordiincii larval evresinde yumurta
acilimi ve 6miir uzunluguna biitiin insektisitlerin etkili oldugu tespit etmislerdir. Ergin miir
uzunlugunda disi bireylerde istatiksel olarak énemli bir sonug elde edilmemesine kargin erkek
bireylerde niklozamidin %1,0° lik konsantrasyonu Omiir uzunlugunu yaklagik 3 giin
uzatmigtir. Cohen et al. (1988), hymenopter parazitoidlerinden Aphytsi holoxantus ve
Pteroptrix smithi’nin  konukc¢usu olan Chyrsompalus aonidum’un geligiminin farkl
evrelerinde subletal dozda malathyonlu besinle beslemis, bunun sonucunda parazitoidlerde
ergin ¢ikiginin azaldigini, konukguda larva, pupa ve ergin dliimiiniin arttigint ve konukc¢udaki
larva ve pupa saymmn azaldigini gostermistir. Denenen niklozamid konsantrasyonlarinin
miktart arttikca 7. evreye ulasan larva orani, pup, ergin olma oranininda doza bagl olarak
diisme tespit edilmis, buna karsin larva, pup, ergin evrelerinin gelisme siireleri de doza bagl

olarak uzamugtir.

Bocekler hayatsal faaliyetlerini gerceklestirmek i¢in protein, lipid ve karbohidrat gibi onemli
organik maddelere ihtiyaglart vardir. Geligsim evreleri, diyapoz, besin kalitesi, mevsimsel
durum, sicaklik, cinsiyet, eseysel aktivite ve insektisit uygulamalari gibi bir¢ok fakttr bu
maddelere etki etmektedir (Yanikoglu 1985, Ito 1989, Pullin 1992, Jacome et al. 1995,
Aktiimsek 1996, Warburg and Yuval 1996, Sloyevsky and Ephrati 1997, Ozalp ve Emre
1998, Socha et al. 1998, Ito and Nakata 1998, Seker ve Yanikoglu 1999, George et al. 2002,
Bozkurt 2003, Akman 2004, Sak 2004, Varer 2005). Insektisitlerin, boceklerde oksidatif stres

meydana getirerek serbest radikal olusturmasi ve bu olusan reaktif molekiillerin de protein,
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lipit, karbohidrat, niikleik asitler, DNA ve enzimler iizerine 6nemli derecede etkileri oldugu
bilinmektedir (Biiylikkoroglu et al. 2001, Damien et al. 2004). Bu ¢alismada G. mellonella
larvalarmin orta bagirsaginda oksidatif stresin gostergesi olan lipid peroksidasyonu ve protein
oksidasyonu diizeyi onemli derecede yiiksek bulunmustur. Niklozamidin denenen tiim
konsantrasyonlari1 7.evre larvalarinin orta bagirsagindaki bir aldehit tiirevi olan MDA’y1
indiiklemis olabilir, daha 6nce yapilan bir calismada da organofosfat insektistlerin belirli
konsantrasyonlaria maruz kalan boceklerde MDA miktarimn arttii gosterilmistir (Icen et al.
2005, Biiyiikgiizel 2006, 2009, Yu et al. 2011). En diisiik konsantrasyon olan 0,01 ppm’de
MDA miktarinda 6nemli bir etki gézlenmezken malatyonun yiiksek konsantrasyonlarinda
(0,1, 1 ve 10 ppm) MDA miktar1 6nemli derecede ylikselmistir (Biiylikgiizel 2009). Bu
sonuglara gdre malatyonun dozuna bagh olarak G. mellonella larvalarinda MDA miktarinin

arttig ortaya ¢ikarilmistir (Biiylikgiizel 2009).

Antibiyotik insektisit olarak kullanilan niklozamidin en diisiik konsantrasyonu da dahil olmak
tizere MDA miktarinda olduk¢a 6nemli bir artig saptanmistir. Bir organofosfat insektisit olan
foksimin letal dozu ipek bdceginin orta bagirsak, yag dokularindaki MDA miktarini maruz
kalma siireleri ile dogru orantili olarak arttirdigini tespit edilmistir (Yu et al. 2011). (Protein
Karbonil) PCO’de MDA gibi oksidatif stresin Onemli belirteclerinden biridir. PCO
miktarindaki artig, bize ortamda bulunan oksidatif stresin siddeti hakkinda bilgi vermektedir.
Protein boceklerde, baslica gelisme ve iireme asamalarinda kullanilmaktadir (Dadd 1985,
Zucoloto 1988). Buna bagl olarak proteinlerde meydana gelen hasar bdcegin hem gelisim
hem de biyolojik 6zellikleri iizerinde etki olacaktir. Yapilan bu caligmada bocegin orta
bagirsak protein karbonil miktarindaki artis, bocekte niklozamid tarafindan meydana getirilen
strese kargt proteinlerin okside oldugunu gostermektedir. Serbest radikallerin etkisi sonucu
olugsan oksidatif protein modifikasyonu ve bunun sonucu oksitlenmig proteinlerin fazla
miktarda birikmesi hiicre ve doku hasarina sebep olmaktadir (Stadtman 1992, Dean et al.
1997).

Denenen yliksek niklozamid konsantrasyonlar1 dnemli bir detoksifikasyon enzimi olan GST
aktivitesinde Onemli artisa sebep olmustur. Bu sonuglar besinsel niklozamidin yiiksek
konsantrasyonlariin  bocegin biyolojik parametreleri {izerindeki olumsuz etkilerinin,
antihelmintik antibiyotigin prooksidatif etkisine bagli olabilecegini gostermistir. Oksidatif
stres tireten organik ksenobiyotiklerin c¢evresel etkilerini degerlendirmek icin GST bir

belirtectir (Monteiro et al. 2006, Otitoju and Onwurah 2007). Boceklerdeki GST dogrudan
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GPx aktivitesi ile (Reaktif Oksijen Tiirleri) ROT tarafindan {iretilen sekonder iiriin
hasarlarindan koruyarak ve tamir ederek antioksidan savunmaya katkida bulunmaktadir
(Singh et al. 2001, Vontas et al. 2001, Ding et al. 2005). Niklozamide maruz kaldiktan sonra,
G. mellonella orta bagirsaginda GST aktivitesi Ozellikle en yliksek konsantrasyonda kontrol
grubuna gore 2 kat yiikselmistir. G. mellonella GST aktivitesi niklozamid ile indiiklenmig
olabilir ve buna baglh olarakta GST’nin indiiklenmis peroksidaz aktivitesi ile MDA gibi lipid
peroksidasyon {irlinlerinin seviyesinde diismeye neden olabilir. Yapilan bir calismada bir
organofosfat insektisite maruz kalan ipekb&ceginin yag dokusundaki GST aktivitesi orta
bagirsaktakine gore daha fazla indiiklenmis oldugu gosterilmistir (Yu et al. 2011). Giordano
et al (2010), Formica candida’da yiiksek dozlardaki antibiyotiklerin diisiik toksisitesinde
gosterdigi gibi G. mellonella’nin uzun siirede zamana bagli olarak antihelmintik antibiyotigi

ve metabolizma iirtinlerini detoksifiye etmesi sonucu yiikselmis olabilir.

Bu caligmada niklozamid ile beslenen larvalarin orta bagirsak GST aktivitesinin yiiksek
bulunmas bu goriisii desteklemektedir. Misir ve ¢imenlerde bulunan giiclii antibiyotik etkisi
gosteren (2,4-dihydroxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3) DIMBOA’min bir afit tiirii olan
Rhosaplosiphum padi’nin  detoksifikasyon enzimleri (GST ve esteraz) lizerine etkisi
incelenmis, bu bocek tiirliniin dogal besinlerine DIMBOA eklenerek afid erginleri beslenmisg
ve bu maddenin bu maddenin bocegin esteraz, GST enzimlerinin aktivitelerini 6nemli
derecede inhibe ettigi ortaya cikarilmigtir. Boceklerdeki GST enzim sistemi {izerine insektisit
veya allelokimyasallarin etkisi ksenobiyotiklerin fizikokimyasal 0©zelliklerine ve bdcek
tiirlerine bagh olarak degismektedir (Mukanganyama et al. 2003). Boceklerde pretroidlere
karsi savunmada GST aktivitesi arastirilmis ve insektisitlere maruz kalma siirelerine bagl
olarak GST aktivitesinin degistigi ve ayn1 zamanda bu enzimin insektisitlere karsi direncin

saglanmasinda da etkili oldugu bulunmustur (Kostaropoulos et al. 2001).
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BOLUM 6

SONUC

Niklozamidin son evre larvalarinin orta bagirsaginda sebep oldugu oksidatif strese bagl
olarak olusan biyomolekiiler hasar sonucu b&cegin biyolojik ozellikleri tizerinde olumsuz etki
gosterebilecegi anlagilmaktadir. Bocegin ergin evresinde niklozamidin oksidatif etkisine
bakilmamasina ragmen bu antibiyotigin sebep oldugu oksidatif hasardan bocegin ergin
ozelliklerinin olumsuz yonde etkilendigini sdyleyebiliriz. Niklozamidin denenen en yiiksek
konsantrasyonunda GST enziminin aktivitesindeki onemli artis, MDA ve protein karbonil
miktarlarindaki yiikselme ile birlikte yasama oraninin diigmesi, gelisme siiresinin uzamast,
esey oraninin, yumurta verimi ve ag¢ilma oraninin azalmasi bu diisiinceyi destekleyen 6nemli

sonuglardir.
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