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Pmar HIZ
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Tez Damismani: Prof. Dr. Kemal BUYUKGUZEL
Subat 2013, 51 sayfa

Fluorokinolon simifindan bir antibiyotik olan gemifloksasin, bakterilerin ¢ogalmasi i¢in
gerekli olan DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek DNA sentezini
engellemek suretiyle etki etmektedir. Galleria mellonella L. Gemifloksasin (mesilat tuzu)
iceren yapay besinler ile beslenerek bocegin biyolojik Ozellikleri (yasama, gelisme, esey
orani, ergin disi ve erkek Omiir uzunlugu, yumurta verimi, ag¢ilma orani) ve son evre
larvalarinin orta bagirsaginda oksidatif stresin 6nemli indikatorleri lipid peroksidasyonu
tirinii malondialdehid (MDA) ve protein oksidasyonu iriinii protein karbonil (PCO)
miktarlar1 ile detoksifikasyon enzimi glutatyon S-transferaz (GST), aktivitesi lizerine etkisi

arastirildi.

Gemifloksasinin denenen konsantrasyonlarini igeren besinler 7. evreye ulagan larva oranini,

pup ve ergin olma oranini kontrol besine gore 6nemli derecede diisiirmiistiir.



OZET (devam ediyor)

Denenen en yiiksek gemifloksasin konsantrasyonu 7. evreye, pup ve ergin evrelerine ulagmak
icin gereken siireyi onemli derecede uzatmistir. Larvalarin ergin evreye ulagsma siireleri
kontrol grubuna goére bu besinde ortalama 7 giin gecikmistir. Antibiyotigin en yiiksek miktari
(% 1,0) kontrole gore orta bagirsak MDA miktarini yaklasik 3 kati oraninda 6nemli derecede
yiikseltmistir. Bu antibiyotik tiim konsantrasyonlarda orta bagirsak protein karbonil miktarini
artirmistir. Gemifloksasinin % 1,0’lik konsantrasyonu orta bagirsak GST aktivitesini 2,13’den
4,78 umol/mg protein/dk’ya 6nemli derecede artirmistir. Gemifloksasin yumurta verimini de
onemli derecede diisiirmiistiir. Kontrol besini ile yetistirilen disiler glinde 134,46 yumurta
biraktiklar1 halde gemifloksasinin yiiksek miktarlar1 yumurta sayisini sirasiyla 26,75 and
53,5’e distirmiistiir. Bocegin orta bagirsak oksidatif tepkisi ve detoksifikasyon kapasitesi
gemifloksasin konsantrasyonlarina bagimli bir sekilde degismistir. Bu oksidatif degisimler en

azindan bdcegin larvalarinin biyolojik 6zelligindeki olumsuz etkilerden sorumlu olabilir.

Anahtar Kelimeler:  Gemifloksasin, yasama, orta bagirsak, Malondialdehid, protein
karbonil, Glutatyon S-transferaz, Galleria mellonella

Bilim Kodu: 401.02.01
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Gemifloxacin is a fluorogquinolone antibiotic that is bactericidal and its mode of action
depends on blocking of bacterial DNA replication by binding itself to the enzymes called
DNA gyrase (topoisomerase 1) and topoisomerase 1V, which allows the untwisting required
to replicate one DNA double helix into two. The effect of gemifloxacin (mesylate salt), on
biological traits (survivorship, development, sex ratio, male and female adult longevity,
fecundity and hatchability) and on important oxidative stress indicators; lipid peroxidation
product, malondialdehyde (MDA) and protein oxidation products, protein carbonyl (PCO)
contents and a detoxification enzyme, glutathione S-transferase (GST) activity in the midgut
of 7th-instar larvae (last larval stage) of greater wax moth Galleria mellonella (L.) were also
determined. The diets containing tested concentrations of gemifloxacin significantly
decreased survivorship in seventh instar, pupal and adult stages in comparison to control diet.
The highest concentration of gemifloxacin significantly prolonged the developmental time
period of seventh instars, pupae and adults.



ABSTRACT (continued)

On this diet, the developmen of larvae to adult stage was delayed by a 7 days relative to
control larvae. The highest concentration of gemifloxacin (1.0%) significantly increased
midgut MDA content by 3-fold. This antibiotic at all tested concentrations increased midgut
PCO content. Gemifloxacin at 1.0% significantly increased midgut GST activity from 2.13 to
4.78 umol/mg protein/min respectively. Gemifloxacin also significantly decreased egg
number. The females reared from control diet produced 134.46 per day, whereas high
concentrations of gemifloxacin decreased the egg number to 26.75 and 53.5. Oxidative
response and detoxification capacity of midgut vary with the antibiotic concentrations. The
negative effects of antibiotic on biological traits of the insect, might be a result of these
oxidative alterations in midgut and hemolymph.

Keywords: Gemifloxacin, survivorship, midgut, Malondialdehyde, protein carbonyl,

Glutathione S-transferase, Galleria mellonella
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BOLUM 1

GIRIS

Tarimsal bitkilerin kok, govde yapraklarinda hasar olusturarak dolayli ekonomik kayiba ya da
bu bitkilerin iiriinlerine zarar vererek dogrudan {irlin miktar1 ve kalitesinde azalmaya neden
olan bocekler ile etkin ve c¢evreye duyarli yeni kimyasal miicadele yoOntemlerinin
gelistirilmesi i¢in bu boceklerin fizyoloji ve biyokimyalarinin yaninda beslenme ekolojilerinin
detayl1 olarak bilinmesi gerekmektedir. Ayrica boceklerin gelisim evrelerindeki ve hatta farkl
dokularindaki kimyasal bilesimlerin tespit edilmesi boceklerin besinsel ihtiyaglarinin
belirlenmesi ve yeni kimyasal yapisi bilinen besinlerin gelistirilmesi veya mevcut besinlerin

bilesimlerinin yeniden gozden gegirilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.

Uzerinde ¢alisilacak bdceklerin dogal ortamlarindan toplanmasi veya labortauvar sartlarinda
dogal ortamlarinin saglanmasi ¢ok zaman miimkiin olmamaktadir veya bazi boceklerin dogal
ortamlar1 disinda laboratuar sartlarina adaptasyonunda basar1 saglanamamaktadir. Bu
sebeplerden dolayr boceklerin laboratuar ortaminda sentetik besinler ile yetistirilmesi
kimyasal miicadelede veya kimyasal miicadelenin bir biyolojik kontrol ajani ile birlikte
yapildig1 entegre zararli miicadele yontemlerinde yeni kimyasallarin denenmesi i¢in hem

pratik olmas1 hem de arastirmalarin siirekliligi agisindan 6nem tasimaktadir.

Kimyasal yapis1 tamamen veya kismen belirlenen sentetik besinler kullanilarak laboratuvar
ortaminda yiirlitilen bocek yetistirme ve beslenme ¢aligsmalar1 esnasinda mikrobiyal
kontaminasyonlara siklikla rastlanmaktadir. Bunun sebebi bu besinlerin kimyasal ve besinsel
igeriginin zenginliginden dolay1 bakteriyel ve fungal ajanlarin gelismesi i¢in olduk¢a uygun
olmasidir. Yapay besinler ile boceklerin yetistirilmesi sirasinda bocekler bazi entomopatojen
viriisler tarafindan kontamine edilmektedirler (Getzin 1962). Kiif kontaminasyonu goézle
goriilebildigi halde bakteriyel ve viral kontaminasyonlar gozlenememekte ve genellikle bocek
larvalarmin gelisiminin gerilemesinden veya ileri evrelerde sindirim kanalinin bosalarak

larvalari kurudugunun belirlenmesi ile anlasilmaktadir.



Eski yillardan itibaren Lepidoptera takimina ait bazi boceklerin ve diger takimlara ait
boceklerin laboratuar sartlarinda yapay besinler ile yetistirilmesi c¢aligmalar1 sirasinda
meydana gelebilecek 0Ozellikle kiif bulasmasinin 6nlenmesi amaciyla geleneksel bazi kiif
inhibitorleri kullanilmistir (Bottger 1942, Vanderzant and Reiser 1956, David and Gardiner
1965, Raulston and Lingren 1969, Shaver and Raulston 1971, Singh 1977). Bu ¢alismalara
dayanarak daha sonra diger antimikrobiyal kimyasallar olan antibakteriyel, antifungal,
antiviral ve hatta antiprotozoal antibiyotikler denenmistir. Kaba besinler ile yapilan bocek
beslenmelerinde, besinlere ilave dilen bazi geleneksel kiif inhibtorleri (6rnegin % 10’luk
formaldehid, Metil parahidroksibenzoat, Potasyum sorbat) disinda iilkemizde ilk defa Yazgan
(1981) tarafindan parazitik hymenopter endoparazitoid bir tiir olan Pimpla turionellae L. i¢in
gelistirilen kimyasal yapisi bilinen meridik bir besine besin bilesenleri yaninda antibiyotik de
ilave edilmistir. Bu sekilde muhtemel kontaminasyonlara karsi 6nlem alinarak hem besin
maddelerinin etkin kullanilarak israfa yol agilmamasi, larvalarin gelisiminde muhtemel
kontaminasyonlarin goriilemeyen etkilerinin ortadan kaldirilmasit hem de zaman tasarrufu ve

arastiricl emeginin korunmasi saglanmistir.

Fizyolojik arastirmalar i¢in dogadan her mevsimde toplama imkani bulunmayan bdceklerin
laboratuar sartlarinda yapay besinler ile yetistirilmesi onemli bir firsattir. Bu amag igin
kullanilan kimyasal yapist bilinen sentetik besinlerin bilesimini olusturan amino asit, lipit
(doymus ve doymamis yag asitleri, kolesterol), karbohidrat, inorganik tuzlar, RNA olduk¢a
pahali olup bu 6nemli bilesenleri igeren besinlerin manuplasyon hatas1 veya 6zensizlikten
kaynaklanan muhtemel kontaminasyonlardan dolay:1 tekrar tekrar hazirlanarak kullanmasi

israfa yol agmaktadir (Yazgan 1972, 1981).

Haydak (1936) ilk defa Galleria mellonella L.’yi laboratuvarda yetistirmek amaciyla yapay
bir besin ortami gelistirmis ve bu besinin bilesimlerini degistirerek bocegin bazi besinsel
ithtiyaglarimi (Haydak 1941) belirlemeye c¢alismistir. Daha sonra bu zararh tiiriin kisa siirede
daha verimli bir sekilde kitle liretimi yapilabilmesi i¢in diger bazi yapay besin karigimlar
gelistirilmistir (Waterhouse 1959, Bronskill 1961, Dutky et al. 1962, Ajanta et al. 2008).
Benzer yapay besin ortamlar1 ve beslenme teknikleri ekonomik olarak énemli diger lepidopter
tiirlerin (Ignoffo 1963, Laing and Hagen 1970) laboratuvar sartlarinda yetistirilmesinde
kullanilmis olup bu konudaki beslenme ¢aligmalar1 halen biiyiik bir hizla devam etmektedir
(Al-Izzi et al. 1987, Keena et al. 1995, Lopez et al. 1996, Marti et al. 2008, Masoud et al.

2010, Assemi et al. 2012). Son zamanlarda boceklerin laboratuvar sartlarinda yetistirilmesine


http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Marti%2C+O.+G.%22
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Masoud%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21539247

yonelik beslenmeleri ile ilgili tekniklerin ve yapay besinlerin gelistirilmesi teknolojik diizeyde

ve biiyiik 6l¢ekli ¢alismalardir (Cohen 2003).

G. mellonella L. larvalari bal aris1 kovanlarinda bal petegi, mum ve bal gibi kovan tiriinleri ile
beslenerek 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Charriere and Imdorf 1997). Diger
taraftan G. mellonella larvalarimi laboratuvar sartlarinda yetistirmek igin bu calismada
kullanilan kimyasal yapis1 bilinmeyen kaba besin ve diger benzer besinlerin bilesimindeki
kepek, petek, bugday kirintisi, kuru toz maya ve siit tozu gibi bilesenler (Haydak 1941,
Waterhouse 1959, Bronskill 1961, Dutky et al. 1962) Onemli bakteriyel ve fungal
kontaminasyon kaynaklaridir. Bu bocegi laboratuar ortaminda yetistirirken gerek besinlerdeki
mikrobiyal kontaminasyonu 6nlemek gerekse biyolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve ekolojik
arasatirmalar i¢in mikroorganizmadan arindirilmis bocekler yetistirmek amaciyla bazi
antibakteriyel antibiyotikler kullanilmigtir (Jarosz 1981, 1989, Biiylikgiizel and Kalender
2007, 2008, 2009). G. mellonella iizerinde gesitli antibiyotiklerin etkisi denenmistir. Ancak bu
antibiyotiklerin bdcegin biyolojik oOzelliklerini etkileyecek diizeyde orta bagirsakta ve
hemolenfte oksidatif strese sebep oldugu ve bu strese tepki olarak antioksidatif savunma
mekanizmasinin zayifladigint gosteren arastirmalar azdir (Biiyiikglizel and Kalender 2007,
2008, 2009). Onceki ¢alismalar gevre kirliligine neden olan bazi1 kimyasallarin G. mellonella
ve Lepidoptera takimina ait diger bazi boceklerin hemolenfinde oksidatif ve antioksidatif
cevap diizeyine etkisini gostermistir (Slepneva et al. 1999, Glupov et al. 2001, 2003,
Lozinskaya et. al 2004, Aucoin et al. 2005). Bazi c¢alismalar ise ksenobiyotiklerin G.
mellonella nin ortabagirsagindaki antioksidatif savunma mekanizmasina etkileri tizerinde

durmuslardir (Dubovskiy et al. 2005, 2008).

Dogal veya kimyasal yapisi bilinen sentetik besinlere mikrobiyal kontaminasyonlar1 6nlemek
amactyla ilave edilen antimikrobial maddelerin kontaminasyonu 6nleme yaninda bdceklerin
yasama parametrelerinde ve fizyolojik Ozelliklerinde olumsuz etkilere sahip oldugu da
belirlenmistir (Singh and House 1970, 1970a, 1970b, Yazgan 1972, Greiner 1977, Thompson
1986, Xie et al. 1986, Rotundo et al. 1988, Biiyiikgiizel ve Yazgan 1996, Biiylikgiizel and
Yazgan 1999, Biiyiikgiizel 2001a,b). Bu sebeple kullanilacak antibiyotiklerin besinlerdeki
boceklere etkisiz ancak kontaminasyonlar1 Onleyen konsntrasyonlarinin hassas olarak
belirlenmesi gerekmektedir. Et ve siit verimini artirmak amaciyla besi hayvanciliginda
kullanilan antibiyotiklerin etkilerine (Patrick and Schaible 1980, Ensminger et al. 1990,

Govindan et al. 1990) benzer bir sekilde bocek beslenmesi amaciyla kullanilan



antibiyotiklerin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bdceklerin yasama orani ve gelisme siiresi
tizerinde olumlu etkiler yaptig1 da belirlenmistir (Biliylikglizel 2001a,b). Diger taraftan bu
antibiyotikler ipek bocekciligi yetisticiliginde kullanildiginda ipek proteini miktar1 iizerinde
olumlu etki yaptig1 gibi (Murthy et al. 1954, Deecher et al. 1989, 1990) boceklerin viicut
bilesimleri ve bazi fizyolojik Ozellikleri iizerinde de olumlu etkiler yaptig1 gozlenmistir

(Biiyiikgiizel 2002, Biiyiikgiizel and Igen 2004).

Singh and House (1970a) tarafindan yapilan kapsamli bir arastirmada yirmibir farkli
antibakteriyel ve antifungal antibiyotigin 6zellikle yliksek konsantrasyonlarmin entomofaj bir
dipter tiirii olan Parapinnixa affinis (=Agria housei shewell)’in yasama oranini diisiirdigii
gelismesini geciktirdigi ortaya ¢ikarilmistir. Bazi antifungal antibiyotikler yumurta parazitoidi
bazi Trichogramma tiirlerinde yasama orani yaninda birakilan yumurtalarin sayisini ve agilma
oranini da diistirmistir (Xie et al. 1986, Grenier and Liu 1990, 1991). Yazgan (1981)
tarafindan gelistirilen kimyasal yapist bilinen meridik bir sentetik besine ilave edilen,
iclerinde geleneksel antifungal maddeleri de iceren, yeni kusak antibakteriyel ve antigungal
antibiyotiklerin yiiksek konsantrasyonlarda Ichneumonid endoparazitoid bir hymenopter tiir
olan Pimpla turionellae’nin tiim gelisme evrelerinde yasama oranini disiirdiigii ve gelisme
stiresini uzattig1 belirlenmistir (Biiyiikgiizel ve Yazgan 1996, Biiyiikgilizel and Yazgan 1999,
Biiyiikgiizel ve Yazgan 2002).

Son zamanlarda Biiyiikgiizel ve Kalender (2007, 2008, 2009) tarafindan G. mellonella
tizerinde bocek beslenmesinde yapay besinlere c¢ok wuzun yillar antimikrobiyal
kontaminasyonlar1 6nlemek amaciyla ilave edilen eski kusak antibiyotikler ile c¢esitli
caligmalar yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismalarda denenen penisilin, streptomisin ve flukonazol gibi
antimikrobiyal antibiyotiklerin bdcegin orta bagirsaginda oksidatif stres gostergesi olan
malondialdehit (MDA) gibi lipit peroksidasyon {riinlerinin miktarin1 ve antioksidan
enzimlerden siiperokist dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon S-transferaz (GST) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerini artirdigi tespit edilmistir. Bu c¢aligmlarda ayni
zamanda antibiyotiklerin bdcegin yasama ve gelismesi lizerindeki olumsuz etkilerinin
oksidatif stres ve bunun sonucu zayiflayan antioksidan savunma sistemi ile iliskisi
incelenmistir. Bu ¢alismalardan yola ¢ikarak Biiyiikgiizel ve ekibi tarafindan son zamanlarda
yeni kusak antiviral (Icen 2003) antibakteriyel (Hamzaoglu 2012), antihelmintik ve
antiprotozoal (VMuran 2012) antibiyotiklerin yapay besinlere ilave edilmesi ile bocegin

yasama, gelismesi tizerindeki olumsuz etkilerinin orta bagirsak (midgut), yag doku (fat body)



ve hemolenf gibi cesitli dokulardaki oksidatif stres ile iliskili olup olmadig1 arastirilmaya
calisilmigtir. Bu ¢aligmalardan da anlasilacagi gibi dnemli bir dkaryot grubu olan boceklerde
oksidan ve antioksidan tepkiye DNA cayraz (giraz) inhibitorlerinin etkilerini inceleyen
herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bdyle bir calisma bu alandaki bir boslugu
doldurabilecegi gibi bu hususta farkli Okaryot gruplarmi da karsilastirma imkanimni
saglayacaktir. Ciinkii omurgalilar gibi yiiksek organizasyonlu Okaryotik organizmalarda
antibakteriyel, antifungal, antiviral antibiyotikler dogrudan veya dolayli olarak DNA
replikasyonunu, transkripsiyonu, protein sentezini ve hiicre ara metabolizmasini olumsuz
yonde etkilemektedir (Kuhlmann 1996). Diger taraftan hiicre iskeletenin olusumunu veya
sterol biyosentezini engelleyen geleneksel bazi antifungal maddelerin Lygus hesperus
(Knight)’un biyolojik 6zellikleri ile erginlerin kuru agirligmmi olumsuz yonde etkiledigi
gosterilmistir (Alverson and Cohen 2002). RNA sentezi inhibitorii olan rifampisin bir afit tiirii
Bemisia tabaci (Gennadius)’nin erginlesme siiresini 6nemli derecede uzatmis ve erginlesen
birey sayisini da azaltmistir (Ruan et al. 2006). Antibiyotiklerin insan dahil omurgalilarda
oldugu gibi omurgasizlarin dnemli bir grubu olan boceklerde de benzer etki mekanizmalarina

sahip olup olmadiklar1 net olarak bilinmemektedir.

Boceklerin bagta orta bagirsak olmak iizere, hemolenf ve yag dokusunda fenolik maddeler
(taninler, fenolik asit, flavonlar, lignin, gliseollin), kinonlar ve furanokoumarinler
(ksantotoksin, izopimpinellin, angelisin) gibi bazi bitki allelokimyasallarinin sebep oldugu
oksidatif strese karsi enzimatik antioksidatif savunma sistemindeki degisimler detayli olarak
calisilmistir (Pritsos et al. 1991, Ahmad 1992, Felton and Summers 1995, Timmermann et al.
1999, Barbehenn and Stannard 2004, Krishnan and Kodrik 2006). Boceklerde sindirimin
kanalinin orta bolgesinde (orta bagirsak) sindirim enzimleri salgilanarak besinler sindirilir
(Sehnal and Zitnan, 1996). Lepidoptera takimina ait bazi tiirlerin larvalarinda bazi
allelokimyasallarin sindirimi ile olusan reaktif oksijen tiirlerinin orta bagirsak hiicrelerinde
oksidatif hasara sebep oldugu ve enzimatik antioksidan savunma sistemini zayiflattig1 tespit

edilmistir (Peri¢-Mataruga et al. 1997, Krishnan and Sehnal 2006, Krishnan et al. 2007).

Gemifloksasin fluorokinolon sinifina dahil bir antibiyotiktir (Sekil 1.1). Bakterisit etkili olup
insanlarin enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilir. Gemifloksasin,
bakterilerin ¢ogalmasi i¢in gerekli olan DNA cayraz (giraz) ve topoizomeraz IV enzimlerini
inhibe eder. Bu yolla DNA sentezini engellemek suretiyle etkisini gosterir (Owens and

Ambrose 2005). Bu antibiyotik, Streptococcus pneumoniae’de her iki enzim sistemini


http://www.springerlink.com/content/?Author=Ingrid+Kuhlmann

terapotik agidan ilgili ilag seviyelerinde inhibe etme yetenegine sahiptir. Gemifloksasin dahil
kinolonlarin etki mekanizmast makrolidlerin, beta-laktamlarin, aminoglikozidlerin veya
tetrasiklinlerin etki mekanizmasindan farklidir. Gemifloksasin karaciger tarafindan sinirl
Ol¢iide metabolize edilir. Baslica metabolitleri N-asetil gemifloksasin, gemifloksasinin E-
izomeri ve gemifloksasinin karbamil glukuronididir. Sitokrom P450 enzimleri gemifloksasin
metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamazlar ve bu enzimlerin metabolizma aktivitesi

gemifloksasin tarafindan énemli 6l¢iide inhibe edilmez (lannini 2007).
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Sekil 1.1 Gemifloksasin mesilatin kimyasal yapisi.

Klinik amacli kullanilan antibiyotiklerin zararli boceklere yonelik insektisit olarak kullanilip
kullanilamayacagi heniiz tartisma halindedir. Yeni kusak antibiyotiklerin 6nemli bir grubunu
olusturan gemifloksasinin (mesilat tuzu) bdceklerdeki etkisi konusunda herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Diger taraftan yapay besinlere ilave edildiginde besinsel degeri olmayan
bir bilesen olarak besin bilesenleri ile etkilesimi hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢alisma
insan ve hayvanlarin enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan yeni
kusak antibakteriyel antibiyotiklerin zararli bodceklerin miicadelesinde insektisit olarak
kullanilabilirligini incelemesi bakimindan énemlidir. Diger taraftan gemifloksasin asil etkisini
bakteriyel DNA sentezini Onleyerek gosterdigi icin 6zellikle hedef olmayan insan dahil
yiiksek organizasyonlu Okaryotik canlilarda benzer etki mekanizmasini géstermesi ihtimali
diisiiktiir. Boyle bir durumda bu antibiyotiklerin asil etki mekanizmalar1 diginda bagka bir etki

mekanzimasi ile bocekler iizerinde etkili olup olmadig1 s6z konusu olmaktadir. Bu yiizden bu



calismada antibiyotiklerin omurgalilarda reaktif oksijen tiirleri aracihigiyla lipid
peroksidasyonuna ve antioksidan enzim aktivitesinin degisimine sebep oldugu gibi (Miyachi
et al. 1986, Vijayalekshmy et al. 1992, Abdrashitosa and Ramanov 2001) boceklerde de
oksidatif ve antioksidatif tepki diizeyine etkisinin bulunup bulunmadigi incelenecektir. Bu
kinolon antibiyotigin ikincil bir etki mekanizmasi olarak oksidatif stres araciligiyla boceklerin

biyolojik 6zelliklerini ve detoksifikasyon kapasitesini zayiflatabilecegi tahmin edilmektedir.

Diger tiim canlilarda oldugu gibi bocekler uygun olmayan besinsel ve ¢evresel sartlara uyum
gosterebilmeleri i¢in immiin sistemleri yaninda giiclii antioksidan savunma sistemine ve
detoksifikasyon kapasitesine sahiptir. Boylece her ortamda yasamlarini siirdiirebilmeleri igin
metabolik faaliyetleri sirasinda ROT’larin olusumuna sebep olan toksik ya da zararli kimyasal
maddeleri zararsiz hale getirebilmede basarili olmaktadirlar (Barbehenn et al. 2003). Giiglii
oksidan etkiler karsisinda oncelikle hiicre zarinin bilesimindeki ve diger hiicresel lipidleri ve
daha sonra diger biyomolekiillerin oksidatif olarak yapisinin bozulmasi énemli bir oksidatif
stres gostergesidir. Hiicresel lipidlerin yapisindaki doymamis ve asir1 doymamis yag asitleri
oksidatif olarak bozularak baslama, ¢ogalma ve sonlama seklinde bir seri zincirleme
reaksiyonlar araciligiyla son iiriin olarak malondialdehid (MDA) meydana gelir (Cheesman

1993) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 Doymamis yag asitlerinden MDA olusumunun sematik gosterimi (Grotto et al. 2009).



Lipid peroksidasyonu sirasinda ara reaksiyonlarda gesitli lipid radikalleri meydana gelir. Bu
siirecin son asamalarmma dogru olusan lipid hidroperoksit kararsiz olup pargalanma iiriinii

olarak aldehit tiirevleri MDA ve 4-hidroksi-2-nonenal olusur.

Serbest radikallerin etkisine maruz kalan diger hiicresel biyomolekiiller ise yapisal ve islevsel
proteinlerdir. Bu proteinler, meydana gelen lipid radikalleri veya son iiriinler MDA ve 4-
hidroksi-2-nonenal proteinlerin amino grubu ile reaksiyona girerek oksidatif olarak hasara
ugramis ve islevini yitirmis protein tlirevleri olusur. Protein oksidasyonu reaksiyonlari lipid
peroksidasyonun tersine zincirleme reaksiyonlart seklinde gerceklesmez. Diger taraftan lipid
peroksidasyonu son iiriinleri fosfolipidler ve niikleik asitler ile de reaksiyona girerek bu
molekiillerin yapisinin bozulmasia yol agar. Boceklerde yapilan ¢aligmalarda artan lipid
peroksidasyonu ile orantili olarak MDA miktarinin yiikseldigi tespit edilmistir (Ahmad et al.
1995, Mano et al. 1995, Krishnan et al. 2009).

Protein molekiillerindeki oksidatif hasarin, lipidlerdeki hasardan daha onemli oldugu
bilinmektedir (Reznick and Packer 1994). Ciinkii 6zellikle islevsel proteinlerde in vivo olarak
meydana gelen oksidatif hasar, enzim, hormon gibi proteinlerin rollerini olumsuz yonde

etkileyebilir.

Bocekler toksik maddelerin etkisi ile olugabilecek reaktif oksijen tiirlerinin zararl etkilerinden
korunmak i¢in gii¢lii detoksifikasyon kapasitesine ve antioksidan savunma sistemine sahiptir
(Ahmad 1992, Felton and Summers 1995, Barbehenn and Stannard 2004, Krishnan and
Kodrik 2006). Bu enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz (GST) (Ahmad et al. 1990), askorbat peroksidaz
(APOX) (Mathews et al. 1998) ve tiyoredoksin peroksidaz (Missirlis et al. 2003) boceklerin
antioksidan savunmasinda énemli rol oynamaktadir. Boceklerde ayrica detoksifikasyondan sorumlu
P450 monooksijenazlar, esterazlar ve GST enzimleri bulunmaktadir. GST enzimi farkl
ksenobiyotikleri detoksifike etme ozelligine sahip olup genis bir substrat spesifikligi gosterir
(Vontas et al. 2001). Bu enzim ksenobiyotiklerin biotransformasyonunda rol oynayan faz Il

enzim sisteminin 6nemli bir enzimidir (Sivori et al. 1997, Sheehan et al. 2001).

Boceklerde ozellikle Lepidoptera takimina ait tlirlerde omurgalilarin aksine selenyuma
bagimli GPx (Se-GPx) enzimi oldukga diisiik aktiflik gosterir. Bu enzim rediikte glutatyona

hidrojen peroksit ve lipid peroksitleri konjuge ederek toksik veya zararli etkilerini ortadan



kaldirir (Ahmad et al. 1989). GPx enzimi SOD ve CAT ile isbirligi halinde serbest radikalleri
ortamdan uzaklastrir. Ahmad ve Pardini (1990) besinden kaynakli eksojen radikallere kars1
savunma amagli ilk olarak SOD enziminin aktivitesinin arttigini belirtmistir. SOD, siiperoksit
radikallerini H,O, ve molekiiler oksijene (O2) doniistiirerek ortamdan uzaklastiran bir
enzimdir. Bu dismutasyon reaksiyonu ile olusan HyO,, CAT enzimi tarafindan, su ve oksijene
pargalanir. APOX enzimi de CAT enziminin islevine katki olarak normal sartlarda CAT
tarafindan siipiirilemeyecek kadar diisilk konsantrasyonlardaki H>O,’i parcalamaktadir
(Ahmad et al. 1991, Clavaron-Mathews et al. 1997). Diger taraftan GST enzimi GPx benzeri
aktivitesi (GST-Gpx) sayesinde detoksifikasyon yetenegi yaninda antioksidan etki de
gostermektedir. GST enzimi ve GST enziminin GPx benzeri aktivitesinin Lepidoptera
takimina ait tiirlerin besinsel toksik maddelere kars1 gdsterdikleri fizyolojik bir adaptasyon

olarak 6nmeli derecede yiikseldigi tespit edilmistir (Peri¢-Mataruga et al. 1997).

Bu ¢alisma G. mellonella larvalarini beslemek igin kullanilan yapay besinlere ilave edilen,
bakterilerde DNA cayraz (giraz) ve topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek DNA
sentezini engelleyen fluorokinolon grubu bir antibakteriyel antibiyotik olan gemifloksasinin
bocegin 7. evre larvalarinin ortabagirsaginda lipid peroksidasyon ve protein oksidasyonu
diizeyleri ile detoksifikasyon enzimi GST aktivitesine etkisini gostermektedir. Bu ¢aligmada,
ayrica gemifloksasinin bocegin yasama orani, gelisme siiresi, esey orani, Omiir uzunlugu,
yumurta verimi ve ac¢ilma orani lzerindeki olumsuz etkilerinin orta bagirsakta bu

antibiyotigin olusturdugu oksidatif stres ile iligkisi arastirilmistir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOT

2.1 BOCEKLERIN YETISTIRILMESI

Yumurtadan yeni ¢ikmig G. mellonella larvalari yapay besinde aseptik olmayan sartlarda
beslenerek bocek kiiltiirli olusturuldu. Boceklerin yetistirilmesi inkiibatorde (Niive, ES 500)
28 + 2 °C ve % 65 + 5 bagil nemde yapildi. Deneylerde yumurtadan yeni ¢ikmis birinci evre

larvalar kullanildi.

G. mellonella larvalarini laboratuvar sartlarinda yetistirmek i¢in Bronskill (1961) tarafindan
gelistirilen yapay besin kullanildi. Besin, 420 g bugday kepegi, 150 ml siizme bal, 150 ml
gliserin (Merck, Darmstadt, Germany), 20 g 6giitiilmiis koyu renkli eski petek ve 30 ml saf su
icermektedir. Besinin bilesenleri gerekli miktarda tartilarak genis bir kap igerisinde karistirildi
ve Ozel bir karistirici ile homojen bir karisim olusturuldu. Hazirlanan besin bir litrelik cam
kavanozlarm (80x180 mm) yaklasik 1/3’ne kadar dolduruldu. Kavanozun i¢ine konulacak
disilerin yumurta birakmasi ve yeni agilan larvalarin beslenmesi i¢in besinin iizerine kii¢iik bir
parca bal petegi birakildi (Ortel 1995). Bu kavanozlarin igine 10-15 adet disi birakilarak
agizlan tel kafes yerlestirilmis kapak ile kapatildi. Yaklagik 25-30 giin sonra gelisimlerini
tamamlayan olgunlasan larvalar (7. evre) pup olmalar i¢in diger bir kavanoza aktarildi. Bu
kavanozun i¢ine, larvalarin pup olmalar i¢in kuru ortam saglamak iizere, katlanmis pelur
kagit parcalar1 birakildi (Campos et al. 1990). Olusan puplardan yaklasik 7-8 giin sonra ergin
bireyler meydana geldi. Bu erginlerin biiyiik bir ¢ogunlugu bocek kiiltiiriiniin devami, bazi
erginler ise gemifloksasinin farkli konsantrasyonlari ile ilgili beslenme caligmalari i¢in gerekli

yumurtalarin elde edilmesinde kullanildi.
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2.2 LARVALARIN ELDE EDIiLMESI

Kapakli, 30 ml’lik genis agizli, vida kapakli bir plastik kabin (ORLAB, L190030, 35x55 mm)
i¢ yiizeyine disiler tarafindan yumurta birakilmasi sagland1. Birakilan yumurtalar 28 + 2 °C ve
% 65 + 5 bagil nemde bekletilerek agilmasi saglandi. Bu yumurtalardan agilan G. mellonella
larvalar1 beslenme deneylerinde kullanildi. Agilan larvalar, yumusak uglu bir firga (No: 0,
Goya Toray) ile tel kafes kapakli cam kavanozlarin (60 x120mm) igindeki besine (yaklasik
200 g) brrakildi.

2.3 GEMIFLOKSASININ iLE iLGIiLi BESLENME DENEYLERI

Fluorokinolon grubu gemifloksasin [gemifloksasin mesilat, beyaz kristal toz, % 100,
C18H20FN504.CH403S; 7-(3-aminometil)-4-metoksiimino-pyrrolidin-1-il)-1-siklopropil-6-
fluoro-4-okso-1,4-dihidro-[1,8]naftiridin-3-karboksilik asit mesilat] antibiyotigi Abdi Ibrahim
Ilag Sanayi ve Ticaret A. S. (Maslak, Istanbul)’den temin edildi. Gemifloksasinin besine ilave
edilmesi ile yiiriitiilen beslenme deneylerinde denenen miktarlarin konsantrasyonu 100 gram
besin basina gram antibiyotik (% a/a) olarak ifade edildi. Gemifloksasin, besinin hazirlanmasi
sirasinda dogrudan besine ilave edildi. Kontrol besini (gemifloksasin igermeyen) harig
gemifloksasinin G. mellonella i¢in % 0,001, 0,01, 0,1 ve 1,0 olmak tiizere dort farkli
konsantrasyonu denendi. Kontrol deneylerinde ise yalnizca gemifloksasin igermeyen besin
kullanildi. Bu c¢alismada denenecek gemifloksasin konsantrasyonlart G. mellonella
(Biiytikgiizel and Kalender 2007, 2008, 2009) ve baz1 parazitoid bocek tiirleri (Biiylikgiizel ve
Yazgan 1996, Biiyiikgilizel 2001a) iizerinde antibiyotiklerin etkisinin arastirildigi 6nceki
caligmalar temel alinarak belirlenmistir. Bu c¢alismalarin  1518inda, denenecek
konsantrasyonlarin araligini belirlemek amaciyla 6n beslenme deneyleri yapildi. Boceklerin
ergin evreye kadar  gelisimini  tamamlayabilecegi  konsantrasyon  araliklar
belirlendiGemifloksasinin G. mellonella iizerindeki konsantrasyonlari belirlenerek bocegin
yasama, gelisme, esey orani, erkek ve disi Omiir uzunlugu, yumurta verimi, yumurtalarin
acilma orani, 7. evre larvalariin ortabagirsak MDA ve protein karbonil miktar1 ile GST

aktivitesi lizerine etkisi incelendi.
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2.4 YASAMA, GELiSME, ESEY ORANI ILE iLGILI BESLENME DENEYLERI

Antibiyotigin denenen konsnatrasyonlar1 hesaplanip gerekli miktarlar1 besinlerin hazirlanmasi
sirasinda ilave edidi. Daha sonra kontrol besini ve gemifloksasini i¢eren diger besinler uygun
besin kaplarma (Cam kavanozlar, 60 x120 mm) bolistiiriildii. Her bir konsantrasyon igin 20
larva kullanildi ve deneyler dorder defa tekrarlandi. Gelisimlerini tamamlayan olgun 7. evre
G. mellonella larvalar alinarak pup olmak tizere 30 ml’lik plastik 6rnek kaplarina (ORLAB,
L190030, 35x55 mm) her kapta bir larva olacak sekilde aktarildi. Bu kaplara daha 6nceden
larvalarin pup olmast icin katlanmig, ince pelur kagit birakildi. Pup olan ve erginlesen
bireylerin sayus ve orani ile bu evrelere ulastiklar siire belirlendi. Bu erginlerin erkek ve disi
orani ve Omiir uzunluklar1 belirlendi. Denemede kullanilan erginlerin esey ayrimi, erginlerinin

viicut biiyiikliigiine ve abdomenlerinin son segmentindeki genital yapiya gore yapildi.

2.5 ERGIN OMUR UZUNLUGU ILE iLGiLi BESLENME DENEYLERI

Gemifloksasinin erginlerin dmiir uzunluguna etkisini belirlemek i¢in biirnci evre larvalari
gemifloksasinin miktarlarini igeren yapay besinler ile ergin evreye kadar beslendi. Her
konsantrasyon i¢in 10 adet ergin kullanildi ve deneyler dorder defa tekrarlandi. Erginlesen
bireyler 30 ml’lik, genis agizli, seffaf, delikli kapakli plastik kaplara (ORLAB, L190030,
35x55 mm) birer adet birakildi. G. mellonella erginleri besin almadigi (Charriére and Imdorf
1997) i¢in deney siiresince herhangi bir besin verilmedi. Bu erginler bocek kiiltiirtinlin devam
ettirildigi ortam sartlarinda bekletildi. Erginler, her giin belirli saatte kontrol edilerek en son

erginin 6liimiine kadar her erginin yasadigi siire belirlendi.

2.6 YUMURTA VERIMI VE ACILMA ORANI iLE ILGILi DENEYLER

Yumurta verimi deneyleri i¢in yeni erginlesmis ve dollenmemis bir giinliik G. mellonella
disileri kulanildi. Disiler genis agizli, delikli kapakli, plastik kaplara (15 ml, ORLAB) her
kapta bir adet disi olacak sekilde birakildi. Birakilan yumurtalar siyah bir zemin iizerine
konulan petri kutusu i¢inde sayildi. Yapilan 6n denemeler erginlesen disilerin ilk 48-72 saat
icinde yumurtalarin1 biraktigin1 gostermistir. Bu yiizden ilk 2-3 giin icinde birakilan
yumurtalar sayilarak agilmasi igin stok kiiltiiriin devam ettirildigi ortam sartlarinda bekletildi.
Disinin yumurta verimi, bir giinde disi basmna birakilan yumurta sayisi ele alinarak

degerlendirildi. Yumurtalarin agilma orani (fertilite) her giin acilan larvalar siyah bir zemin
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izerinde sayilarak kaydedildi. Her bir deney i¢in 10 adet disi kullanildi ve deneyler dorder
defa tekrarlandi.

Deneylerin tiimii kisa bir giinliik inceleme periyodu hari¢ siirekli olarak karanlikta tutuldu.
Besinin hazirlanmasi ve larvalarin agilanmasi hari¢ beslenme deneylerinin tiimii boceklerin
yetistirildigi sartlarda yiiriitildii. Besinin hazirlanmasi, yumurtalarin elde edilmesi, bu
yumurtalardan ¢ikan larvalarin besine asilanmasi islemleri tamamen aseptik olmayan sartlarda

yapildi (Igen et al. 2005, Biiyiikgiizel et al. 2007, Biiyiikgiizel and Kalender 2007).
2.7 MDA, PROTEIN KARBONIL MIiKTARI VE GST AKTiVITE OLCUMU

Lipid peroksidasyon iiriinii MDA ve protein oksidasyonu iirlinii protein karbonil miktarlari ile
GST aktivitesinin olglimii igin gemifloksasin ile beslenen G. mellonella 7. evre larvalarinin
izole orta bagirsak dokusu kullanildi. Deneylerin her bir tekrarinda 15 adet larvanin

ortabagirsagi kullanildi. Deneyler dorder defa tekrarlandi.
2.7.1 Orta Bagirsak izolasyonu

Orta bagirsak alinacak larvalar buz iizerinde 5 dk bekletildi. Daha sonra % 95 etil alkol ile
yiizeyleri silinerek steril edildi ve parafinle doldurulmus petri kabina sirt kismi parafine
gelecek sekilde sabitlendi. Larvalar toraks bolgesindeki birinci ¢ift bacaklarin Oniinden
itibaren ti¢lincii abdomen bdlgesindek bacak ciftine kadar orta eksen boyunca ince uclu
diseksiyon makasi ile kesildi. Streomikroskop (Olympus SZ61, Tokyo, Japan) altinda ince
uclu bir pens ile sindirim kanali ¢ikarildi. Sindirim kanalindan orta bagirsak 6n ve son
bagirsaktan ayirilarak izoel edildi. Orta bagirsaga tutunmus yag doku, Malpiki tiipciikleri ve
bagirsak igerigi uzaklastirildi.

Orta bagirsak Ornekleri, iginde Onceden soguk homojenizasyon tamponu [% 1,15°lik
potasyum kloriir (KCL) a/h, 25 mM dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO4), 5 mM
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), 2 mM fenilmetilsiilfonil (PMSF), 2 mM ditiyotreitol
(DTT), pH: 7,4)] bulunan bir ependorf tiipe alindi. Fenol oksidaz aktivitesini dnlemek igin
birkag feniltiyoiire kristali konuldu. Ornekler derin dondurucuda (-80 °C) analiz yapilincaya
kadar bekletildi.
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2.7.2 MDA Analizi

MDA analizinde Jain ve Levine (1995)’nin metodu kullanildi. Bu metod kullanilarak 532
nm’de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona giren lipid peroksidasyonun son iiriinii MDA
miktart belirlendi. Ultrasonik homojenizatér (10 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus HD2070,
Berlin, Germany) ile orta bagirsak % 1,15’lik KCl iginde 6ziitlendi. Homojenizata 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 igerisinde bekletildi. Daha
sonra +4 °C de, 2000 x g devirde 15 dakika santrifiijlendi. Siipernatanta 0,1 M EDTA ve %
I’lik TBA ilave edilereck kaynar su banyosunda 45 dakika bekletildi. Orneklerin
spektrofotometrede (Shimadzu 1700 UV/Vis, Kyoto, Japan) 532 nm’de absorbansi okundu.
MDA miktar1 1,56 x 10° M cm™ kat sayisi kullanilarak nmol/mg protein olarak hesaplandi.

2.7.3 Protein Karbonil Analizi

Protein oksidasyon iiriinii protein karbonil miktarinin tayini i¢in Levine (1994)’in metodu
temel alindi. Bu metod bir ol¢lide degistirilerek kullanildi (Krishnan and Kodrik 2006).
Kuvvetli asit ortamda proteinlerdeki karbonil gruplarinin 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile
olusturduklart kararli bilesik 2.4-dinitrofenilhidrazonun 370 nm’de absorbansi 6lgiildii.
Dokular homojenizasyon tamponu i¢inde [% 1,15’lik potasyum kloriir (KCL) a/h, 25 mM
dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,), 5 mM etilendiamintetraasetik asit (EDTA), 2 mM
fenilmetilsiilfonil (PMSF), 2 mM ditiyotreitol (DTT), pH: 7,4)] ultrasonik homojenizator (10
sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) +4 °C’de homojenize edildi.
Homojenizat +4 °C’de 1000 x g’de 10 dk santrifiij (Hettich Zentrifugen, Mikro 200 R
sogutmali santrifiij) edildi. Siipernatanta % 10’luk streptomisin siilfat ilave edilerek 37 °C’de
15 dk benmaride bekletildi. Siipernatanttan niikleik asitler 8000 x g’de + 4 °C’de santrifiij
edilerek ¢oktiiriildii. Ust sividan 200 pl alinarak bagak bir tiipe aktarildi. Uzerine 800 pl 10
mM 2,4 dinitrofenilhidrazin (DNPH) ilave edildi. Benmaride 37 °C’de 15 dk belirli araliklar
ile ¢alkalamdi. Daha sonra tiiplere 700 pl % 20’lik trikloroasetik asit ilave edilerek buz
iizerinde 10 dk bekletildikten sonra + 4 °C’de 10000 x g’de 10 dk santrifiijlendi. Olusan 2,4-
dinitrofenilhidrazon bilesikleri ¢oktiiriildii. Ust siv1 atilarak ¢okiintii iizerine 1:1 oraninda 1 ml
etanol: etil asetat karisimi ilave edildi. Vorteks ile yavasca homojenize edildi. Bu islem 3 defa

tekrarlanip her defasinda 10000 x g’de + 4 °C’de santrifiij edilerek tist sivi atildi. En son
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santrifiijleme isleminden sonra ¢okiintii lizerine 2,5 ml 6 M guanidin hidrokloriir ilave
edilerek iyice 37 °C’de 10 dk (oda 1sisinda 45 dk) karistirilmak suretiyle ¢okiintiniin
¢oziilmesi saglandi. Bu homojen ¢ozeltiden 150 pl alinarak total protein tayini yapildi. Geri
kalan karisimdan kaba partikiiller 10000 x g’de 10 dk +4 °Cde santrifiij edilerek ¢oktiiriildi.
Ust siv1 alinarak 370 nm de kor tiipe kars1 absorbansi spektrofotometrede (Shimadzu 1700
UV/Vis, Kyoto, Japan) belirlendi. Protein karbonil miktari 22,000 M™* cm™ kat sayisi

kullanilarak nmol/mg protein hesaplandi.

Orneklerin total protein tayini i¢in 6 M guanidin hidrokloriir ile ¢6ziilen ¢okiintiiden alinan
150 pl karisim, 1350 pl guanidin hidrokloriir ile (1:10 oraninda) seyreltildi ve absorbansi 280
nm’de 6l¢iildii. 6 M guanidin hidrokloriir ile hazirlanan Bovin serum albumin (BSA) standart
cozeltileri (12,5-1600 mg/100ml) ile standart grafik ciizldi. Total protein miktar1 bu grafige

gore belirlendi.

2.7.4 GST Analizi

Orta bagirsak doku ornekleri +4 °C’de ultrasonik homojenizatérde (Bandelin Sonoplus
HD2070, Berlin, Germany) (10 sn, 30 W) éziitlendi. Oziitleme islemi soguk ortamda yapildi.
Homojenizat, +4 °C’de 16000 x g’de 20 dakika santrifiijlendi. Ust sivi GST aktivitesinin
Olciimii i¢in kullanildi. Bu islem i¢in Habig vd. (1974) tarafindan gelistirilen yontem
kullanbildi. GST’nin substrati olarak 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) kullanildi. GST
tarafindan glutatyonun oksidasyonu sirasinda CDNB 340 nm’de yiikselen absorbans gosterir.
GST aktivitesinin Ol¢iilmesi i¢in 3 ml’lik cam kiivetlere 2,5 ml 50 mM fosfat tamponu, 200 pl
20 mM rediikte glutatyon ve 150 pl siipernatant ilave edildi. Bu karisima 150 pl 25 mM
CDNB eklenerek enzimatik reaksiyonun basglamasi saglandi ve yiikselen absorbanslar 2
dakika stire ile okundu. Absorbasin 2 dk siire ile ylikselmesi CDNB’nin indirgenmis glutatyon
ile reaksiyona girerek tiyoether yapisinin olusumunu gostermektedir. Enzim aktivitesi 340
nm’de (3s0: 0,0096 pM.cm ) siipernatantta bulunan 1 mg toplam protein basmna 1 dakikada
olusturulan tioether miktar1 olarak hesaplandi ve enzimin spesifik aktivitesi pmol/mg

protein/dk olarak verildi.

GST enziminin spesifik aktifligini hesaplamak ve MDA miktarin1 mg protein basina vermek

icin orneklerdeki ¢oziiniir total protein miktar: belirlendi. Protein tayini Folin-Lowry (Lowry
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et al. 1951) metoduna yapildi. Orneklerin absorbansi spektrofotometrede 600 nm’de &lgiilerek
total protein miktar1 hesaplandi. Total protein tayini i¢in standart protein olarak, bovin serum
albumini (BSA) ¢6zeltileri hazirlandi ve bir standart grafik ¢izildi. Total protein miktarlar1 bu
standart grafige gore hesaplandi.

2.8 ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Gemifloksasinin G. mellonella’nin biyolojik 6zelikleri tizerindeki etkisini belirlemek i¢in
bocegin farkli gelisim evrelerindeki gelisme siiresi (yedinci larval evreye, pup evresine ve
ergin evreye ulagsmak i¢in gecen giin olarak ortalama siire), yasama orant (bu evrelerde
yasayan ylizde olarak birey sayis1) dikkate alindi. Bocegin esey orani erkek ve disi bireylerin
yiizdesi belirlenerek hesaplandi. Gemifloksasinin ergin evredeki yasama siliresine (Omiir
uzunlugu) etkisini belirlemek i¢in erginlesen disi ve erkek bireylerin hayatta kaldiklar1 giin
olarak ortalama siire (Omiir uzunlugu) belirlendi. Disilerin verimliligi tizerindeki etkisinin
degerlendirilmesinde ise birakilan yumurta sayisi ve agilma orani dikkate alindi. Farkl
konsantrasyonlarda  gemifloksasinin  bocegin  detoksifikasyon  kapasitesine, lipid
peroksidasyonu ve protein oksidasyonu diizeyi iizerine etkilerinin degerlendirilmesinde ise
orta bagirsak GST enzimi ile lipid peroksidasyonu iirlinlerinden MDA ve protein oksidasyonu
iriinlerinden protein karbonil miktarindaki degisimler dikkate alindi. Bocegin gelisme siiresi,
erginlerin Omiir siiresi, disilerin yumurta verimi ve yumurtalarin agilma orani, orta
bagirsaktaki MDA ve protein karbonil miktart ve GST aktivitesi ile ilgili verilerin
degerlendirilmesinde tek yonlii “Varyans Analizi” (ANOVA) (SPSS 1997), ortalamalar
arasindaki farkin 6nemini saptamak i¢in “LSD Testi” (SPSS 1997), yasama ve esey orani ile
ilgili verilerin degerlendirilmesinde ise “¢* (Chi square) Testi” (Snedecor and Cochran 1989)

kullanildi. Ortalamalar arasindaki farkin 6nemi 0,05 olasilik seviyesinde analiz edildi.
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BOLUM 3

ARASTIRMA BULGULARI

3.1 GEMIFLOKSASININ YASAMA, GELiSME VE ESEY ORANINA ETKIiSi

Kinolon grubundan olan gemifloksasinin degisik miktarlar1 yapay besine ilave edilerek G.
mellonella {izerinde etkisi incelendi. Bu boliimde antibiyotigin bocek lizerindeki etkisinin
belirlenmesinde bocegin yasama, gelisme ve esey orani dikkate alindi. Gemifloksasinin
besinlerdeki konsantrasyonlari bocegin son evreye (7. evre) ulasan larvalarinin yasama
oraninda 6nemli derecede azalmaya neden olmustur. Bu antibiyotik ayn1 zamanda pup ve
ergin olma oranini gemifloksasin i¢cermeyen kontrol besini ile karsilastirildiginda 6nemli
derecede diislirmiistiir. Kontrol besininde larvalarin % 91,25’1 7. evreye ulastig1 halde en
diisiik gemifloksasin konsantrasyonu larvalarin yaklagik % 60’1 bu evreye ulastirmistir.
Gemifloksasinin denenen en yiiksek konsantrasyonu (%1,0) pup olma oranini1 % 80,00’den %
33,75’e dislirmiistiir. Kontrol besini ile beslenen larvalarin % 78,751 ergin olmustur. Buna
ragmen besindeki denenen en yiiksek gemifloksasin konsantrasyonu ergin olma oraninit %
30,00’a diistirmiistiir (Cizelge 3.1). Besindeki gemifloksasinin bu orani larval gelisme siiresini
onemli derecede geciktirmistir. Ayn1 zamanda bu konsantrasyon pup ve ergin evrelerine
ulagsmak icin gereken siireyi 6nemli derecede uzatmistir. Bu besinle beslenen larvalar kontrol
grubuna gore ortalama 6 giin daha ge¢ son larval evreye (7. evre) ulasmistir. Bu
konsantrasyonda larvalar ortalama 5 giin daha ge¢ pup evresine ulagmis olup ergin evreye
ulasirken bu gecikme 7 giin olarak belirlenmistir. Gemifloksasinin besinsel diisiik
konsantrasyonlar1 bécegin ergin evreye kadar olan tiim gelisme evreleri ele alindiginda
gelisme siiresini 6nemli derecede etkilememistir. Ancak gemifloksasinin besinsel diisiik

konsantrasyonlari tiim gelisim evrelerinde yasama oranint dnemli derecede diigiirmiistiir.
Kontrol besini (gemifloksasin icermeyen yapay besin) ile beslenen baglangigtaki larvalarin %

78,751 ergin olmustur. Bu erginlerin biiylik bir orani erkek eseyi yoniinde ortaya ¢ikmuistir.

Bu besin iizerinde beslenen larvalardan olusan erginlerin % 60,11°1 erkek, % 39,891 disi
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olmustur (Cizelge 3.1). Kontrol besini ile karsilagtirildiginda, gemifloksasinin denenen
konsantrasyonlarini igeren besinler erkek ve disi birey oranini etkilememistir. Ancak denenen
en yliksek gemifloksasin konsantrasyonunu igeren besin ile beslenen larvalardan diisiik bir
oranda erkek ve disi birey meydana gelmistir. Ornegin gemifloksasinin % 1,0’ini (en yiiksek
konsantrasyon) igeren besin erkek oranini 60.11°den % 44,80’¢ diisiiriirken, disi olma oranini

ise % 39,89°dan 55,20’ye artirmistir.
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Cizelge 3.1 Gemifloksasinin G. mellonella larvalarinin yasama, gelisme ve esey oranina etkisi.

Esey oran1 (%)

Gemifloksasin  7.evreye ulasan  7.evreye ulagsma Pup olma Pup olma Ergin olma Ergin olma
(mesilat) larva orani (%) stiresi (giin) orant (%) stiresi (giin) orant (%) stiresi (giin) .
(%) ©rt £SH)' (Ot +SH)Y  (Ort £SH)' (O £SH)' (ot +SH) (Ot = S.H) Erkek Disi
(Ort +SH)" (Ort +£S.H)
0,000% 91,25+ 3,69a 22,51+ 1,42a 80,00+ 2,76a 29,11+ 1,15a 78,75 +4,08a 36,15+0,70a 60,11 £5,14a 39,89 +3,20a
0,001 58,75+9,58b 2254+ 12la 47,50 £6,25b 29,11 £1,30a 43,75+ 6,70b 36,76 £ 1,13a 54,41 +11,79a 45,59 +8,25a
0,01 61,25+ 890b 22,56+ 1,31a 53,75+ 7,15b 28,05+ 1,05a 51,25+ 6,46b 3556 +0,74a  67,50+3,89a 32,50 +2,75a
0,1 55,00+ 12,12b 23,85+ 1,15a 50,00 £+ 10,60b 29,79 + 1,30a 45,00 + 8,29b 37,66 £ 1,16a 42,50+9,88a 57,50+4,34a
1,0 37,50 +4,50¢c 28,16 £ 0,69b 33,75+ 2,72bc 34,38 +0,73b  30,00+3,06bc 43,97+ 1,39b 44,80+9,21a 55,20 +3,40a

" Dért tekrarin ortalamast, her bir tekrar i¢in 20 larva kullanildi.

" Ayni siitunda ayni harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (x* testi, LSD Testi).

¥ Kontrol besini (Gemifloksasin mesilat icermeyen).



3.2 GEMIFLOKSASININ OMUR UZUNLUGU, YUMURTA VERiMi VE ACILMA
ORANINA ETKISI

Yapay besindeki farkli gemifloksasin konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin émiir uzunlugu
lizerine etkileri incelendi. Omiir uzunluguna etkisi incelenirken gemifloksasinin farkli
miktarlar ile yetistirilen erkek ve disi erginlerin oliinceye kadar yasadiklari giin olarak siire
dikkate alindi. Bu kinolon yapisindaki antibiyotigin denenen en diisiik miktar1 bu antibiyotigi
icermeyen kontrol besini ile karsilastirildiginda erkek erginlerin 6miir uzunlugunu ortalama
2,0 giin uzatmistir. Buna ragmen erkek erginlerin émiir uzunlugu acisindan kontrol ile
karsilasturldiginda arasinda istatistiksel bakimdan 6nemli bir etki ortaya ¢ikmamistir. Bu
antibiyotigin denenen en diisiik miktar1 gemifloksasin icermeyen kontrol besini ile
karsilastirildiginda benzer bir etkiyi disi omiir uzunlugu tlizerinde de gdstermistir. Sonugcta
gemifloksasinin denenen konsantrasyonlarini igeren besinler erkek ve disi erginlerin Omiir
uzunlugu lizerinde 6nemli derecede etkili olmamistir (Cizelge 3.2). Gemifloksasinin % 0,001-
0,1 oraninda diisiik konsantrasyonlarini igeren besinler disilerin dmiir uzunlugunda kontrol
grubuna gore yaklagik 1’er glin uzamaya neden olmustur. Ancak bu etki istatistiksel olarak

onemli olmamustir.

Bu boliimde gemifloksasinin farkli konsantrasyonlarini iceren yapay besinlerde yetistirilen G.
mellonella disilerinin yumurta verimi ve birakilan yumurtalarin agilma oranma etkileri
incelendi. Gemifloksasinin denenen konsantrasyonlarini iceren besinler ile beslenen
larvalardan erginlesen disilerin kontrol besini ile beslenen larvalardan erginlesen disilere gore,
yumurta verimi 6nemli derecede azalmistir. Kontrol besini ile yetistirilen disiler glinde 134,46
adet yumurta birakirken % 0,001°’lik gemifloksasin ile yetistirilen disilerin yumurta verimi
60,26 adet yumurtaya kadar diigmiistiir. Buna karsilik besine % 0,1 oraninda gemifloksasinin
ilave edilmesi yetistirilen disilerin biraktigi yumurta sayisin1 énemli derecede azaltmistir
(Cizelge 3.2). Bu gemifloksasin konsantrasyonu ile yetistirilen disiler bir giinde ortalama
26,75 adet yumurta birakmislardir. Besindeki gemifloksasin miktarmin on kati artirilmast (%
0,1) gemifloksasinin % 0,1’lik konsantrasyonu ile karsilastirildiginda, yumurta sayisini iki
kat1 artirmistir. Ancak bu iki antibiyotik konsantrasyonu etkileri bakimindan kendi aralarinda

karsilastirildiginda onemli bir istatistiksel fark ortaya ¢ikmamastir.

Yumurtalarin agilma orani bu antibiyotigin denenen en diisiik konsantrasyonunu igeren besin

tarafindan istatistiksel olarak ©nemli olmayan derecede diisiiriilmiistir (Cizelge 3.2).
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Gemifloksasinin yiiksek konsantrasyonlar1 birakilan yumurtalarin agilma oranini besindeki
artan antibiyotik konsantrasyonu ile orantili olarak Onemli derecede azaltmistir.
Gemifloksasin i¢cermeyen kontrol besini ile yetistirilen disilerin biraktigi yumurtalarin
% 87,86’s1 agilmistir. Bu acilma oran1 gemifloksasinin en yiiksek konsantrasyonu tarafindan

% 53,71’e distirtilmiistiir.
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Cizelge 3.2 Gemifloksasinin G. mellonella larvalarinin ergin 6miir uzunlugu, yumurta verimi ve agilma oranina etkisi.

Gemifloksasin

Ergin 6miir uzunlugu (giin)

Yumurta verimi

Acilma orani

. Erkek Disi (yumurta/giin/disi) *(%)
(meosnat) - :r . . (ort"+ S.H) (Ort" + S.H)
(%) (Ot £ S.H)" (Ort” +S.H)
0,000° 10,99 +£0,26a 9,39 +0,72a 134,46 + 16,86a 87,86 £3,47a
0,001 13,09 £0,78a 10,88 + 0,44a 60,26 +9,45b 75,39 +7,13ab
0,01 10,40 £ 1,51a 10,83 +0,88a 48,91 + 14,58b 62,22 + 6,78b
0,1 10,30 £0,89a 10,13 +0,58a 26,75 £5,53b 57,09 + 6,06b
1,0 11,45+2,13a 9,69 £ 1,03a 53,15+ 5,49b 53,71 +£4,53b

“Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar igin 10 ergin kullanildu.
TAym siitunda ayn1 harfi i¢eren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).
¥ Kontrol besini (Gemifloksasin mesilat igermeyen).



3.3 GEMIFLOKSASININ MDA, PROTEIN KARBONIL VE GST AKTIVITESINE
ETKISI

Gemifloksasin antibiyotiginin G. mellonella larvalarinin orta bagirsaginda lipid
peroksidasyonu iiriinic MDA miktarmma etkisi incelendi. Bu antibiyotigin diisiik
konsantrasyonlarini igeren besinler kontrol besini ile karsilastirildiginda son evre larvalarinin
(7. evre larvalar1) orta bagirsak MDA miktarinda istatistiksel olarak 6nemli olmayan derecede
artisa sebep olmustur (Cizelge 3.3). Antibiyotigin denenen en diisiik konsantrasyon olan %
0,001’lik miktarini igeren besin MDA miktarini kontrol besindeki MDA miktar1 olan 0,11
nmol/mg protein’den 0,15’e nmol/mg protein’e artirmistir. G. mellonella larvalarini beslemek
i¢in kullanilan bu besine ilave dilen antibiyotigin miktar1 10 kat1 artirildiginda (% 0,01) ise
orta bagirsak MDA miktar1 kontrol besindeki MDA miktari olan 0,11 nmol/mg protein’den
0,18 nmol/mg protein’e artmistir. Bu kinolon grubu antibiyotigin besine ilave edilen en
yiiksek miktarini (% 1,0) i¢eren besin MDA miktarini 0,11 + 0,02 nmol/mg protein’den 0,37
nmol/mg proteine artirmistir. Bu artis yaklasik 3 kat1 oraninda olup istatistiksel acidan 6nemli

bir artistir.

Calismanin bu boliimiinde antibiyotigin G. mellonella larvalarinin orta bagirsaginda protein
oksidasyonuna etkisini aragtirmak i¢in protein oksidasyonu {irlinii olan protein karbonil
miktarindaki degisimler belirlendi (Cizelge 3.3). Gemifloksasin ilave edilmeyen ve kontrol
besini olarak kullanilan besin ile yetistirilen larvalarin orta bagirsaginda protein karbonil
miktar1 34,75 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Bu antibiyotigin % 0,001°lik
konsantrasyonunu igeren besin, kontrol besini ile karsilastirildiginda protein karbonil
miktarint 83,43 nmol/mg protein’e dnemli derecede artirmistir. Yapay besindeki antibiyotik
miktarinin % 0,01 ve 0,1’lik konsantrasyonlara artirilmasi kontrol besini ile yetistirilen
larvalarin orta bagirsagindaki 34,75 nmol/mg protein olan protein karbonil miktarini sirastyla
64,50 ve 80,12 nmol/mg protein’e artirmistir. Besine gemifloksasinin en yiiksek
konsantrasyonunun ilave edilmesi protein karbonil miktarini yaklasik 2 kati oraninda artirmis

olup 34,75 nmol/mg protein’den 73,87 nmol/mg protein’e yiikseltmistir.

Antibiyotigin bocegin detoksifikasyon kapasitesine etkisini belirlemek i¢in bocegin son evre
larvalarmin ortabagirsagindaki GST enzimi aktivitesindeki degisimler incelendi. Bu larvalari
beslemek icin kullanilan yapay besinde (gemifloksasin igermeyen kontrol besini) beslenen

larvalarin orta bagirsak analizi sonucunda GST aktivitesinin 2,13 pmol/mg protein/dk oldugu
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hesaplanmistir (Cizelge 3.3). Besine % 0,001 ve 0,1’lik gemifloksasin konsantrasyonlarinin
ilave edilmesi kontrol besini ile karsilastirildiginda GST aktivitesinde artisa sebep olmustur.
Ancak bu iki besin arasinda istatistiksel olarak onemli derecede bir fark ortaya ¢ikmamustir.
Antibiyotigin besine ilave edilen % 1,0’lik konsantrasyonu GST aktivitesini kontrol besinine
gore onemli derecede artirmis olup bu artis 2 kat1 oraninda meydana gelmistir. Antibiyotigin
besine ilave edilen % 1,0’lik konsantrasyonu GST aktivitesini 2,13’den 4,78 pmol/mg

protein/dk’ya artirmigtir.
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Cizelge 3.3 Gemifloksasinin G. mellonella larvalarinin ortabagirsak MDA, protein karbonil miktar1 ve GST aktivitesine etkisi.

Gemifloksasin MDA Protein Karbonil GST aktivitesi
mesilat (nmol/tng protein) (nmol/tng protein) (nmol/mg protein/dk)
(%) (Ort + S.H)* (Ort + S.H)* (ort = S.H)
0,000% 0,11 +0,02a 34,75 £ 3,54a 2,13+0,31a
0,001 0,15+0,01a 83,43 + 3,40b 2,55+ 0,43a
0,01 0,18 £ 0,02a 64,50 + 3,50c 2,09 £+ 0,40a
0,1 0,16 +0,02a 80,12 + 3,89b 2,40 +0,39a
1,0 0,37 +£0,03b 73,87 + 3,17bc 4,78 +0,55b

"Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar igin 15 ortabagirsak kullanildi.
7TAym stitunda ayn1 harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).
YKontrol besini (Gemifloksasin mesilat icermeyen).
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BOLUM 4

TARTISMA

Bu calismada Lepidoptera takimina ait Pyralidae ailesinden olan G. mellonella larvalari
laboratuvarda yapay besinler ile beslenerek flurokinolon grubu bir antibiyotik olan
gemifloksasinin farkli miktarlarinin bocegin larva, pup ve ergin evreye ulasan bireylerin
orani, bu evrelere ulagmalar1 i¢in gecen siire, ergin Omiir uzunlugu, esey orani, disilerin
yumurta verimi ve agilma oranina etkisi arastirilmistir. Ayrica bu calismada antibiyotigin son
evre larvalarinin ortabagirsak oksidatif stres diizeyi (MDA ve protein karbonil diizeyi) ve
detoksifikasyon enzimi GST aktivitesi {izerinde sebep oldugu degisimler belirlenmistir. Bu
caligma klinik amagli olarak kullanilan yeni kugsak sentetik antibiyotiklerin bocek beslenmesi
acisindan degerlendirilmesi ve =zararli bdceklerin miicadelesinde bu antibiyotiklerin
kullanilabilirligini ortaya koymas: agisindan onemlidir. Elde edilen sonuglar, denenen bu
antibiyotigin yasama ve gelisim tizerindeki etkilerini bocegin hem larval gelisme hem de larva
sonrasi gelisme evrelerinde gosterdigini  agikca gostermistir. Bu etkiler besindeki
gemifloksasin miktarina bagli olarak da degismistir. Gemifloksasinin larvalarin yapay
besinine ilave edilen tiim konsantrasyonlari bdcegin tiim gelisme evrelerindeki yasama
oranini, disilerin yumurta verimini ve ag¢ilma oranini olumsuz yonde etkilerken, bu
antibiyotigin yalnizca yiiksek miktarlar1 bocegin gelisimini geciktirmistir. Buna karsilik bu

antibiyotik bocegin esey oran1 ve Omiir uzunlugunu etkilememistir.

Denenen antibiyotik konsantrasyonlarina bagli olarak G. mellonella larvalarinin orta
bagirsagindaki protein karbonil miktarinin 6nemli derecede artmasi yogun bir protein
hasarinin oldugunu agik¢a gostermektedir. Buna karsilik lipid peroksidasyonunun ancak en
yiiksek gemifloksasin konsantrasyonunda 6nemli derecede arttig1 gdzlenmistir. Bu antibiyotik
konsantrasyonunda artan lipid peroksidasyonu ile orantili olarak GST aktivitesinin de arttig1
tespit edilmistir (Cizelge 3.3). Bu sonuglar sindirim isleminin gergeklestigi ortabagirsak
epitelyum dokusunun protein iceriginin lipidlere gore antibiyotigin oksidatif etkisine daha ¢ok

maruz kaldigim1 gostermektedir. Orta bagirsak dokusunun sindirim isleminin mekanik
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etkilerine birinci derecede maruz kalan bir doku olduguna dair bilgilerimiz bu sonuglari
desteklemektedir. Aktif beslenme evresi olan larval evrede, bireylerin orta bagirsak
dokusunun protein ve lipid iceriginin oksidatif olarak hasar gérmesi besin almayan pup ve
ergin evrelerin biyolojik 6zelliklerini olumsuz yonde etkilemesi beklenmektedir. Boceklerin
orta bagirsak dokusunda antibiyotiklerin protein oksidasyonuna etkisini belirten detayl
bilgilere sahip olmadigimizdan bu ¢alismanin sonuglar1 simdiye kadar yapilan calismalara
onemli katkida bulunacaktir. Proteinler serbest radikallerin dogrudan etkilerine lipidlerin
yapisindaki doymamis yag asitlerinden daha az duyarlidir. Asir1 doymamis yag asitlerinin
oksidasyon son iriinii olan toksik aldehit tirlinler MDA, glioksal, 2-hidroksiheptanal ve 4-
hidroksi-2-nonenal proteinlerin ¢esitli amino asit koklerinin amino ve karboksil gruplari ile
capraz baglar yaparak proteinlerin yapilarinin bozulmasina neden olmaktadir. Bunun
sonucunda islevsel ve yapisal proteinlerde yap1 bozulmasit meydana geldiginden goérevlerini
eksik yapmakta veya tamamen islevleri kaybolmaktadir (Requena et al. 1996). Bu ¢alismanin
sonuclar1 ve daha dnceki yapilan beslenme galismalari (Eid et al. 1989, Biiyiikgiizel and i¢en
2004, Biiyiikgiizel and Kalender 2008) antibiyotiklerin etkilerinin belirlenmesinde belirli
evrelerdeki boceklerin dokularinda biyokimyasal analizlerinin yapilmasi ve fizyolojik

degisimlerin ortaya konulmasinin énemli oldugunu vurgulamistir.

Besine ilave edilen gemifloksasinin kimyasal ve fiziksel yapiy1 etkileyerek besinin kalitatif ve
kantitatif besinsel kalitesinde degisime sebep olmas1 muhtemeldir. Boylece kullanilan besinin
kimyasal bilesimleri arasindaki dengenin degisimi sonucu larvalarin beslenme davranisi
degismis ve besin tiiketim oran1 azalmis olabilir. Bdocekleri beslemek icin kullanilan
besinlerdeki besin i¢eriginin bozulmasi ve kalitesinin diisiik olmasinin erginlerin fizyolojik ve
biyolojik 6zelliklerini olumsuz etkiledigi bilinmektedir (Slansky and Scriber 1985). Olumsuz
sartlarda bekletilmesi sonucu bozulan dogal besin ile beslenen bir driimcek tirii Pardosa

prativaga (L. Koch)’da GST enzimi azalmistir (Nielsen and Toft 2002).

Besinsel kaynakli olarak gerek besin i¢indeki etkilesimlerden (eksojen) gerekse besinin orta
bagirsakta sindirilmesi sirasinda olusan serbest radikallerin oksidatif etkisinden boceklerin
fizyolojik aktiviteleri etkilenmektedir (Timmermann et al. 1999). Degisen bu fizyolojik
islevlere bagli olarak boceklerin biyolojik yasam parametrelerinin olumsuz etkilenmesi
cogunlukla serbest radikallerin toksitesine bagli olarak larvalarin besin tiikketim oraninin
degismesinden ileri gelmektedir (Cohen and Crittenden 2004). Bu calismada gemifloksasinin
etkisi ile besin kalitesi degismis olabilir. Bu degisime bagli olarak meydana gelen dis kaynakli
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serbest radikaller ile sindirim sirasinda olusan i¢ kaynakli serbest radikallerin sindirim kanali

dokusundaki protein ve lipit biyomolekiilleri oksidatif olarak hasara ugramis olabilir.

Insan sagligi acisindan biiyiik &neme sahip geleneksel antibiyotikler penisilin ve
streptomisinin  G. mellonella {izerinde denenmesi bu antibiyotiklerin bdcegin yasama,
gelisme, viicut agirligi ve total protein miktarina etkisi bocegin gelisme evreleri (larva, pup ve
ergin) ile antibiyotiklerin tiirii ve dozuna bagli oldugunu gostermistir (Biiyiikgiizel and
Kalender 2007, 2008, 2009). Bu ¢alismalarda antibiyotiklerin G. mellonella larvalarinin orta
bagirsak MDA ve SOD, CAT, GST, GPx antioksidan enzimlerinin aktiviteleri iizerine
etkilerinin bdcegin larval evrelerine (3-7 evreler) gore degistigi de belirtilmistir (Biiyiikgiizel
and Kalender 2007, 2008). Biiyiikgiizel and Kalender (2008) penisilinin % 0,01, 0,1 ve 1,0’lik
konsantrasyonlart G. mellonella’nin yas agirhigim artirdigini ortaya ¢ikarmistir. Buna karsilik
bocegin yas agirligimi antifungal antibiyotikler flukonazol, griseofulvin ile antibakteriyel
antibiyotik streptomisinin % 0,001 ve 0,01°lik diisiik miktarlar1 artirmistir. Bu antibiyotikler
erginlerin total protein miktarinda da azalmaya sebep olmuslardir. Penisilin, streptomisin,
flukonazol ve griseofulvinin yiiksek konsantrasyonlart G. mellonella’nin larval evre
sonrasindaki yagama oranlarin1 6nemli derecede azaltmis olup, gelismeyi onemli derecede

geciktirmistir.

Gerek gemifloksasin ile yiiriitiilen bu ¢alismadan gerekse diger antibiyotikler ile yapilan
caligmalardan bocek iizerindeki etkinin gelisme evresine gore farkli ortaya c¢iktigi
anlagilmaktadir. Gemifloksasinin G. mellonella iizerindeki etkilere benzer etkiler diger
takimlara ait bocekler iizerinde de ortaya cikarilmistir. Yapay besinlere kiif ve mantar
kontaminasyonunu Onlemek i¢in ilave edilen nistatin, sodyum benzoat ve metil p-
hidroksibenzoat gibi baz1 antifungaller yumurta endoparazitoidi olan Trichogramma tiirlerinin
yumurtalarinin acilma oranini azaltmis, farkli gelisme evrelerdeki 6liim oraninmi artirmistir

(Xie et al. 1986, Grenier and Liu 1990, 1991).

Bocek beslenmesi ¢aligsmalarimin baglangicindan bu yana ekonomik 6neme sahip bdceklerin
[(Pectinophora gossypiella (Saunders), Trichoplusia ni (Hiibner), Graphognathus spp,
Bemisia argentifolii Belows & Perring] laboratuarlarda yetistirilmesi sirasinda en sik
karsilasilan kiif ve mantar kontaminasyonlarin1 6nlemek amaciyla antimikrobiyal maddeler
yapay besinlere ilave edilmis hala giiniimiizde de ilave edilmeye devam edilmektedir (Ouye
1962, Kishaba et al. 1968, Bass and Barnes 1969, Clark et al. 1985, Costa et al. 1997).

31



Diptera takimima ait olan Agria affinis ve Phryxe caudata’nin farkli antibakteriyel ve
antifungal antibiyotikler ile beslenilmesi sonucunda bu bdceklerin son larva evresine
gelismesinin geciktigi, pup ve erginlerin sayisinin azaldigr gozlenmistir (Singh and House
1970, Grenier 1977). Antifungal bir madde olan manganez etilenbisditiyokarbamat’in 2600
ppm’lik miktar1 ile beslenen konak bdceklerde yetistirilen bir parazitik hymenopter olan
Micropilis croceipes Cresson larvalari gelisememistir (Felton and Dahlman 1984). Kimyasal
yapist bilinen sentetik besine ilave edilen penisilin, streptomisin, rifampisin diger bir
endoparazitoid hymenopter tiirii olan P. turionellae’nin yasama oranini diisiirmiis ve

gelisimini geciktirmistir (Bliylikgiizel ve Yazgan 1996).

Gemifloksasin DNA cayraz enzimini inhibe ederek bakteriler {izerinde oldiriicii etki
gostermektedir. Bu etkisi ile dolayli olarak DNA sentezini engelledikleri i¢in bu amagla diisiik
miktarlarda kullanilmas1 yeterli olmaktadir. Bu 6zelliklerinden yola ¢ikarak bu ¢alismada
gemifloksasin kullanilmis ve diisiik miktarda antibiyotik uygulamasi ile insektisit olarak
bocek tizerindeki dldiiriicii etkisinin degerlendirilmesi yapilmistir. Bu ¢alisma ayni zamanda
bocek beslenmesi agisindan degerlendirildiginde, bocek besinlerindeki kontaminasyonlari
onleyen ancak bocek iizerinde etkisiz olan antibiyotik miktarinin belirlenmesine de onciiliik
edecektir. Antibiyotiklerin belirtilen bu iki amag¢ i¢in de diisiik miktarlarda kullanilmasi
cevresel etkinin en aza indirilmesi ve hedef olmayan canlilarin korunmasi agisindan da
olduk¢a onemlidir. Daha 6nce DNA cayraz inhibitorleri ile ilgili G. mellonella ve Lepidoptera
takimina ait diger tiirler iizerinde calisma yapilmamis olup parazitik hymenopter tiir P.
turionellae iizerinde bazi cayraz inhibitorlerinin etkisi ¢alisilmistir. Biiylikgiizel (2001a,b) bu
endoparazitoid tiiri laboratuvarda yetistirmek i¢in kullanilan kimyasal yapisi bilinen sentetik
besine bir DNA cayraz inhibitdrii olan novobiyosin ilave ettiginde diisiik antibiyotik
miktarinda pup ve ergin olma oraninin arttigmni gozlemlemistir. Bu calismalarda diger bir
DNA cayraz inhibitorii olan nalidiksik asit benzer sekilde yasama tizerine olumlu etki
yapmustir. Biiyiikgiizel and Icen (2004) tarafindan yapilan sonraki c¢alismalarda bu
antibiyotikler besinlere ti¢lii kombinasyonlar seklinde ilave edilmis olup P. turionellae’nin
erginlerinde total protein icerigini ve yas agirligini artirdigi ortaya ¢ikarilmistir. G. mellonella
ile yapilan bu ¢alismada gemifloksasinin bazi konsantrasyonlarda yasama oranini ve yumurta
verimini artirsa da bu artiglar istatistiksel olarak onemli degildir. Gemifloksasin genel olarak
degerlendirildiginde G. mellonel/a’ nin yasama oranim1 diisiirmiis gelisme siiresini
geciktirmistir. Bu antibiyotik ayn1 zamanda yumurta verimini ve a¢ilma oranini da olumsuz

etkilemistir. Gemifloksasinin G. mellonella iizerindeki etkisinin diger DNA cayraz
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inhibitorlerinin etkilerine gore degisiklik gostermesi, calisilan boceklerin tiirlerinin ve
denenen DNA cayraz inhibitorii antibiyotiklerin kimyasal yapisinin farkli olmasindan ileri
gelebilir. Cok diisiik miktarlarda (1,5-6,0 mg) novobiyosin, nalidiksik asit ve oksonilik asit ile
beslenen P. turionellae ile karsilastirildiginda, G. mellonella gemifloksasinin yiiksek
miktarlarmi (0,001-1,0 g) tolere ettigi tespit edilmistir. P. turionellae ile karsilastirildiginda,
bazi protein ve RNA sentezi inhibitorleri ile beslenen A. Affinis larvalart da (Singh and House
1970) bu antibiyotiklerin daha yiiksek miktarlarinda ergin evreye kadar gelisimini
tamamladig1 ortaya ¢ikarilmistir. Bu farklilik bu boceklerin sindirim kanalinin farkli yapida
olmasindan kaynaklabilir. P. turionellae prepup evresine geginceye kadar larvalarin midgut
ile hindgut aras1 kapali olup alinan besin son larval evresini tamamlayincaya kadar orta
bagirsakta bekletilmektedir. Ancak bdcek son larva evresini tamamladiktan ve pup evresine
gecmeden Once bagirsak igerigini bosaltmaktadir. Buna karsilik A. affinis ve G. mellonella

larvalar1 alinan besinin sindirimini miiteakiben siirekli olarak diskisini bosaltmaktadir.

Lepidoptera takimina ait tiirler ile yapilan beslenme c¢aligmalar1 bu boceklerin orta
bagirsagmin yiiksek pH’a (alkali) sahip oldugu sindirim ortaminda gii¢lii bir oksidasyon
potansiyelinin bulundugunu gostermistir (Terra 1990, Krishnan and Kodrik 2006).
Lepidoptera takimina ait Spodoptera littoralis (Boisduval) larvalarinin orta bagirsaginda besin
ile alinan bitki sekonder metabolitlerin etkisi ile serbest radikallerin olustugu, orta bagirsak
oksidasyon potansiyelinin arttigi ve buna bagli olarak lipid peroksidasyonun yiikseldigi
gosterilmistir (Krishnan and Kodrik 2006). Gemifloksasin ile beslenen G. mellonella son evre
larvalarinin ortabagirsak dokusunda MDA ve protein karbonil miktarinin artig1 antibiyotigin
sindirimi sirasinda olusan oksidatif stresten ileri gelebilir. Orta bagirsakta artan lipid
peroksidasyonuna karst GST enziminin aktivesinde goriilen yiikselme antibiyotigin
parcalanmasi sonucunda olusan serbest radikallerin biyomolekiiler hasara neden olmus
olabilecegi diisiincesini kuvvetlendirmektedir. Bu konuda destekleyici bilgilere ulagmamiz
icin orta bagirsak dokusunda ve liimende olusan serbest radikal miktarimin ve diger
detoksifikasyon ve antioksidan enzimlerin Olgiilmesine yonelik calismalara ihtiyacimiz

olacaktir.

Bazi arastiricilar ergin evredeki yasam siiresinin uzunlugunun oksidatif biyomolekiiler hasarin
azalmasi ve antioksidan savunma tepkisinin (SOD, CAT, GST ve GPx) artmasina bagl
oldugunu gostermiglerdir (Sestini et al. 1991, Bains et al. 1998, Sun et al. 2002).

Gemifloksasinin bocegin ergin Ozellikleri iizerindeki olumsuz etkisinin oksidatif stresten
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kaynaklanabilecegini isaret etmektedir. Bu calismada % 1,0’lik gemifloksasin yasama orani
ve gelisme siiresini olumsuz etkilerken larvalarin orta bagirsak MDA ve protein karbonil
miktart ile GST aktivitesini 6nemli derecede artirmistir. Bu en yiiksek gemifloksasin miktari
disi ve erkek omiir uzunlugunu istatistiksel olaark 6nemli olmayan derecede uzatmis olmasina
ragmen bu uzamada GST enziminin aktivitesinin yiikselmesi rol oynamis olabilir. Meyve
sinegi Drosophila melanogaster (Meigen)’in oksidatif strese karst GST ve GPx
aktivitelerindeki artis ile kars1 koydugu ve bdylece ergin evredeki yasama siiresinin uzadigi

belirlenmistir (Sohal et al. 1995, Sun et al. 2002).

Boceklerin biraktigi yumurta sayis1 gemifloksasinin tiim miktarlari tarafindan diistiriilmiistir.
Gemifloksasinin yiiksek miktarlar1 ile beslenen disilerin biraktigi yumurtalarin ¢ogunlugu
acilmamistir. Bu yumurtalarin embriyonik gelisimlerini tamamlayamadigindan normal olarak
agtlamadigi gozlemlenmistir. Bizim sonuglara benzer olarak oksitetrasiklin ve tilozin
antibiyotiklerinin  Folsomia fimetaria L. ve Enchytraeus crypticus (Oligochaeta:
Enchytraeidae) nin iireme oarninda azalmaya sebep olmustur (Baguer et al. 2000). Ayrica bu
antibiyotikler bu boceklerin ergin evreye ulasan birey sayisini ve bir sonraki jenerasyondaki
dol verimini azaltmistir. Diger taraftan Jensen et al. (2003) F. fimetaria’nin iiremesi tizerine
metronidazol, olanquindoks, tiamulin ve antihelmintik ivermektinin olumsuz etki yaptigini

gostermistir.

Tarimsal {riinlere zarar vererek ekonomik kayiba neden olan boceklerin yumurta veriminin
diismesi ve birakilan yumurtalarin acilma oraninin azalmasi bocekler ile miicadelede onemli
sonuclardir. Diger ¢alismalar ile bu durum desteklenmektedir. Bir transkripsiyon inhibitorii
olan rifampisin F. candida Willem’nin yumurta iiretimini etkilememis, ancak agilma oranini
azaltmistir (Timmermans and Ellers 2008). Bazi sentetik antiviral maddelerin heteropter
boceklerden Pyrrhocoris apterus (L.)’da ve Dysdercus cingulatus (Fabr.)’da ovaryum ve folikiil
hiicrelerinde deformasyona sebep oldugu gosterilmistir. Bu antiviraller vitellin proteininin
sentezini Onleyerek embriyonik gelisimi yavaslatmiglardir (Slama et al. 1983, Gelbi¢ and Holy
1985, Sula et al. 1987, Socha et al. 1988). Bu calismada denenen gemifloksasinin
biyomolekiiler hasarin gostergeleri olan malondialdehit ve protein karbonil miktarini artirmasi
en azindan larval evrede oksidatif hasara bagli yapisal ve islevsel biyomolekiillerin hasara
ugrayabilecegini acgik¢a gostermektedir. Larval evrede alinan besinin erginlerde biyolojik ve
fizyolojik ozellikleri etkiledigi gz Oniine alindiginda besinle alinan gemifloksasinin yiiksek

konsantrasyonlarda disilerin iirettigi yumurtalara olumsuz etki yapmasi1 beklenebilir. Bu goriisii
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desteklemek amaciyla yumurtalardaki oksidatif stres biyobelirtecleri olan MDA, protein
karbonil ve diger biyomolekiilerdeki hasarlar1 gosteren belirteclerin  tespit edilmesi
gerekmektedir.
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BOLUM 5

SONUC

Bu caligmada gemifloksasinin G. mellonella iizerinde biyolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
etkisinin arastirilmasinda, son evre larvalarinin orta bagirsaginda lipid peroksidasyonu ve
protein oksidasyonu seviyesi ile GST aktivitesindeki degisimlerin tespit edilmesi ve bu
degisimler ile birlikte, bocegin yasama orani, gelisme siiresi, ergin disi ve erkek Omiir
uzunlugu ve esey oranini ile yumurta verimi, yumurtalarin agilma oranini, olumsuz yonde
etkileyen =~ konsantrasyonlarin  belirlenmesi gemifloksasinin insektisit  olarak
kullanilabilirliginin incelenmesinde Onemli kriterler olmustur. Boylece insan ve hayvan
sagligi acisindan 6nem arz eden bir maddenin zararli boceklerin miicadelesinde kullanimi ile
ilgili bu yeni yaklasim tarimsal {iriinlerin korunmasinda ¢evreye duyarli bir yontem olmaya
adaydir. Diger taraftan yararli boceklerin laboratuar sartlarinda kitle tiretiminde kullanilan
yapay besinlerin mikrobiyal kontaminasyonlarmin dnlenmesi ve fizyolojik ¢alismalar i¢in
steril bocek yetistirilmesi amaciyla bu antibiyotigin besindeki miktarlarinin iyi bir sekilde

ayarlamasi ile kullanilmas1 uygun olabilir.
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