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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ORNIDAZOLUN GALLERIA MELLONELLA L. (LEPIDOPTERA:
PYRALIDAE)’NIN BAZI BiYOLOJiK VE BiYOKiMYASAL PARAMETRELERINE
ETKISi

Ercan VURAN

Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Tez Damsmani: Prof. Dr. Kemal BUYUKGUZEL
Haziran 2012, 37 sayfa

Nitroimidazol tiirevi antiprotozoal bir antibiyotik olan ornidazol iceren yapay besin ile
Galleria mellonella (L.)’nin birinci evre larvalan yedinci evreye kadar yetistirildi. Besinler
farkli konsantrasyonda ornidazol icermektedir, bu konsantrasyonlar % 0,001, 0,01, 0,1 ve
1,0’dir. Bu tezde ornidazolun Biiyiik bal mumu giivesi G. mellonella’nin yasama, gelisme,
esey orani, disi ve erkek ergin Omiir uzunlugu, yumurta birakma ve yumurta ac¢ilimi iizerine
etkisi arastirildi; ve ayrica bu antibiyotigin bocegin yedinci evre larvalarinin orta bagirsaginda
onemli oksidatif stres belirteclerinden olan lipid peroksidasyon iiriinii, malondialdehit
(MDA), protein oksidasyon iiriinii protein karbonil (PCO) ve detoksifikasyon enzimi
glutatyon  S-transferaz  aktivitesi (GST)  belirlenmistir. ~ Ornidazolun  denenen
konsantrasyonlarimi iceren besinler kontrol besine gore pup ve ergin evredeki yagama oranini
onemli derecede diigiirmiistiir. Buna karsilik 7. evreye ulasan larva orami yalnizca ornidazolun

yiiksek konsantrasyonlar1 (% 0,1 ve 1,0) tarafindan 6nemli derecede diisiiriilmiistiir.
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OZET (devam ediyor)

Bu antibiyotigin en yiiksek konsantrasyonunu (% 1,0) igeren besin ergin olma oranini
9 84,6 +2,30’den % 19,2 + 4,15’ye 6nemli derecede diisiirmiistiir. Ornidazolun denenen tiim
konsantrasyonlar1 erkek birey oranim1 énemli derecede diisiiriirken, disi birey orami yalnizca
en yiikksek ornidazol konsantrasyonu tarafindan diistiriilmiistiir. Ornidazolun % 1,0’lik
konsantrasyonunu iceren besin erkek oramint % 8,2 + 2,40’ye, disi oranin1 % 11,0 + 1,96’
digiirmiistiir. Kontrol ile kargilastirildiginda, bu konsantrasyon bdocegin ergin evreye
gelisimini 9 giin geciktirmis, 6miir uzunlugunu artirmis olup erkek erginler ortalama 7 giin,
disiler ortalama 4 giin daha fazla yasamiglardir. Ornidazolun denenen yiiksek
konsantrasyonlarini igeren besinler kontrol besine gore yumurta verimini onemli derecede
diigiiriirken bu antibiyotigin denenen tiim konsantrasyonlar1 yumurtalarin a¢ilma oranini
onemli derecede diisiirmiistiir. Ornidazolun en yiiksek konsantrasyonu (% 1,0) ile yetistirilen
disilerin yumurta sayis1 89,4 + 1,12°den 29,8 + 6,73’e Oonemli derecede diismiistiir. Kontrol
besininde yumurtalarin % 85,6 + 0,91’s1 ag1ldig1 halde ornidazolun en yiiksek konsantrasyonu

bu acilma oranin1 % 17,5 + 2,02’e kadar azaltmistir.

Yiiksek konsantrasyonlardaki ornidazol (% 0,1 ve 1,0) son evre larvalarinin orta
bagirsagindaki MDA ve GST seviyelerinde onemli derecede yiikselmeye neden olmustur.
Ornidazolun en yiiksek konsantrasyonu (% 1,0) kontrole gére MDA ve GST miktarim
yaklagik 3 kati oraninda artirmistir. Bu konsantrasyon GST miktarim1 3,39 + 1,01’dan
957 = 2,75 pmol/mg protein/dk’ya yiikseltmistir. Buna karsilik, ornidazolun tiim
konsantrasyonlar1 protein karbonil miktarim1 6nemli derecede artirmistir. Ornidazolun en
yiikksek konsantrasyonunu igeren besin protein karbonil miktarni 153,39 + 25,7 nmol/mg

protein’den 680,19 + 35,4’a yiikseltmistir.

Bocegin ergin biyolojik 6zelliklerindeki olumsuz etkilerin orta bagirsakta olusan oksidatif
stres gostergeleri MDA ve protein karbonil diizeyi ve artan GST aktivitesi ile iligkili oldugu

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ornidazol, yasama, gelisme, oksidatif stres biyoindikatorleri, Glutatyon

S-transferaz, Galleria mellonella

Bilim Kodu: 401.02.01

v



ABSTRACT

M.Sc. Thesis
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First-instar larvae of Galleria mellonella (L.) were reared with a nitroimidazole derivative
antibiotic ornidazole in the artificial diet to seventh-instars. These diets contain different
ornidazole concentrations, 0.001, 0.01, 0.1 or 1.0%. In this thesis, it has been investigated
that the effects of ornidazole on survivorship, development, sex ratio, male and female adult
longevity, fecundity and hatchability of greater wax moth G. mellonella. It has also been
determined the effect of this antibiotic 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. Relative to the control, the diets containing
ornidazole concentrations significantly resulted in decreased survivorship in pupal and adult
stages whereas survivorship in 7th-instars was significantly decreased by high concentrations
of this antibiotic (0.1 ve 1.0%). The highest concentration of ornidazole (1.0%) significantly
decreased adult yield from 84.6 £2.30 to 19.2 +4.15%. All tested concentration of ornidazole



ABSTRACT (continued)

significantly decreased the male sex ratio whereas the female sex ratio was significantly
decreased by only the highest concentration of ornidazole. This concentration produced low
yields as well as % 8.2 + 2.40% of male, 11.0 £ 1.96% of female. The highest ornidazole
concentration also significantly prolonged the time to reach adult stage by approximately 9
days, and increased adult longevity. The male emerged from the diet containing this
concentration lived more longer by 7 days, the females lived more longer by 4 days than those
from control. Ornidazole at all concentration resulted in significantly decreased hatchability
whereas the high concentrations of this antibiotics significantly lowered egg number. The
highest concentration or this antibiotic (1.0%) significantly decreased egg number from 89.4

+ 1.12 to 29.8 £ 6.73, and hatchability from 85.6 £ 091 to 17.5 + 2.02%.

High concentrations (0.1 and 1.0%) of this antiprotozoal antibiotic caused a significant
increase in MDA and GST levels in midgut tissue of last larval instar. This antibiotic at
highest dietary concentration (1,0%) significantly increased MDA and GST content by about
3-fold. This concentration significantly increased GST content from 3.39 £+ 1.01 to 9.57 £
2.75 pmol/mg protein/min. However, all concentration of ornidazole significantly resulted in
increased PCO content. The diet with the highest concentration of this nitroimidasole
derivative significantly raised the PCO content from 153.39 + 25.7 to 680.19 £ 35.4 nmol/mg

protein (about 4-fold) in comparison to control.

It has been demonstrated that the negative effects on adult biological traits of the insect are
related to resulting oxidative stress bioindicators, MDA and protein carbonyls levels, and

elevated GST activity of midgut.
Key Words: Ornidazole, survivorship, development, oxidative stress bioindicators,

Glutathione S-transferase, Galleria mellonella

Science Code: 401.02.01
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BOLUM 1

GIRIS

Kelebekgiller (Lepidoptera) takimindaki boceklerin larvalari zirai ve endiistriyel bitkilere
zarar vererek ekonomik acidan 6nemli kayiplara sebep olmaktadir (Charriere and Imdorf
1997). Zararl lepidopter tiirlerin gelistirilen yapay besinler ile laboratuvar sartlarinda kiiltiire
alinmasi gelistirilecek kimyasal miicadele yontemlerine 151k tutmak tizere boceklerin ekoloji
ve fizyolojilerinin anlasilmasinda onemli bir yontemdir (Al-izzi et al. 1987, Keena et al.
1995). Galleria mellonella L'nin da dahil oldugu baz1 zararli lepidopter tiirlerini
laboratuvarda yetistirmek amaciyla ilk defa Haydak (1936) tarafindan yapay bir besin ortami
gelistirilmistir. Daha sonra bu besin kullanilarak G. mellonella L.’nin baz1 besinsel ihtiyag¢lar
belirlenmeye calisilmistir (Haydak 1941). Bu calismalan izleyen yillarda, gelistirilen diger
bazi1 yapay besin karisimlan ile bu zararh tiiriin kisa siirede daha verimli bir sekilde kitle
iretimi yapilabilmistir (Waterhouse 1959, Bronskill 1961, Dutky et al. 1962). Benzer yapay
besin ortamlart ve beslenme teknikleri ekonomik olarak onemli diger lepidopter tiirlerden
lahana kurdu Trichoplusia ni (Hiibner) ve meyve giivesi Grapholitha molesta (Busck) nin
laboratuvar sartlarinda yetistirilmesinde kullanilmistir (Ignoffo 1963, Laing and Hagen 1970).
Bu konudaki beslenme ¢alismalar1 halen biiyiik bir hizla devam etmekte olup son zamanlarda
nar giivesi Ectomyelois ceratoniae (Zeller), mese giivesi Lymantria dispar L. ve misir kurdu
Helicoverpa (= Heliothis) zea (Boddie) larvalar1 yapay besin ortamlarinda ergin evreye kadar

yetistirilmeye calisilmistir (Al-Izzi et al. 1987, Keena et al. 1995, Lopez et al. 1996).

G. mellonella’nin laboratuvar kiiltiirii sirasinda mikrobiyal kontaminasyonlara siklikla
rastlanmaktadir. Diger taraftan bu bocegin larva ve puplan disilerden yumurta aracilifiyla
tasinan mikroflora tarafindan da kontamine edilmektedir. Bu yiizden ilk beslenme
caligmalarinda yumurta yiizeyinin dezenfeksiyonu ile ilgili yontemler gelistirilmeye
calisilmistir (Waterhouse 1959, Dudziak 1975). Ancak bu sterilizasyon yontemlerinin
zahmetli olmasi ve yumurtalarin kolayca zarar gormesi daha uygun aseptik Onlemlerin

alinmasin1 gerektirmistir. Bu amacla G. mellonella larvalarinin dogal besinine nistatin ve



oksitetrasiklin’in baz1 kombinasyonlart ilave edilmistir (Jarosz 1981). Diger taraftan olgun
larvalara bu antibiyotiklerin enjekte edilmesiyle laboratuvar sartlarinda giivenilir fizyolojik
caligmalar yapmak ve parazitoidlerin verimli olarak kitle diretimini saglamak icin
mikroorganizmalardan arindirilmis konak boceklerin yetistirilmesi amaclanmigtir (Jarosz
1989, Biiyiikgiizel 2001a, Biiyiikgiizel and Yazgan 2002, Alverson and Cohen 2002). Ancak
bu bocek iizerinde denenen antibiyotiklerin oksidatif stres olusturup olusturmadiklar1 ve
antioksidatif savunma sistemine etkisini inceleyen caligma bulunmamaktadir. Bu konudaki
caligmalar az sayida olup (Dubovskiy et al. 2005) bunlarin biiyiikk bir ¢ogunlugu G.
mellonella’nin midgutindaki cevresel stres faktorlerine karsi olusan oksidatif ve antioksidatif

tepki lizerinedir.

Orta bagirsak besinlerin sindiriminde karsilagilan ilk engel oldugundan bu calismada besinle
alman antibiyotiklere karsi bir savunma mekanizmasi olarak orta bagirsak antioksidan
enzimlerinin Onemi gosterilecektir. Antibiyotiklerin biiyilk bal mumu giivesi larvalar
tizerindeki olumsuz etkileri orta bagirsakta olusturduklar1 reaktif oksijen tiirleri (ROT)
tarafindan uyarilan oksidatif stresin antioksidatif savunma sistemini bozmasina neden olabilir.
Bocekler orta bagirsaklarindaki toksik etkileri biyotransformasyondan sorumlu 6zel bir enzim
ile notralize ederler (Ivie et al. 1983). Orta bagirsak, boceklerin besinleri sindirdigi ve
emilime ugrattigi 6nemli bir sindirim kanalidir (Sehnal and Zitnan 1996). Boceklerin orta
bagirsagindaki peritrofik zarda antioksidan enzimlerden olusan dokuya spesifik bir
antioksidatif savunma mekanizmasi vardir (Ahmad 1992, Felton and Summers 1995,
Barbehenn and Stannard 2004). Boceklerin orta bagirsaginda alkali bir ortam oldugundan
antibiyotiklerin ve diger zararli maddelerin sindirimi sirasinda ROT’larin olusumu daha da
fazla tetiklenmektedir (Terra 1990). Yapilan calismalarda kelebekgiller takimina ait tiirlerin
larvalarinda allelokimyasallarin sindirimi ile meydana gelen ROT’lar orta bagirsak
hiicrelerinde oksidatif hasara neden oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Peri¢-Mataruga et al. 1997,
Krishnan and Sehnal 2006, Krishnan et al. 2007). Boceklerde enzimatik antioksidatif
savunma sistemi ile calismalar daha cok insektisit toksisitesi ile ilgili olup bu calismalarin

biiyiik bir cogunlugu tiim viicut 6ziitlerinde yapilmistir.

Merkezi sinir sistemini etkileyen organofosfatli bilesikler, fenitrotiyon, endosiilfan, malatyon
gibi kimyasal insektisitlerin (Fenske et al. 2002, Bhavan-Saravana and Geraldin 2001) zararh
boceklerin kimyasal miicadelesinde kullaniminin artisi, cevre ve hedef olmayan diger canlilar

acisindan Onemli bir tehdit unsuru olusturmaktadir. Ayrica zararli boceklerle miicadelede



Ornegin jiivenil hormonu benzeri kimyasallar, priproksifen, sentetik pretroidler, D-fenotrin,
sipermetrin ve karbamat grubu kimyasallar gibi ¢evreye zararl etkisi olan insektisitler (He et
al. 2002) giiniimiizde kullanilmaktadir. Boceklerin bu insektisitlere karsi direng gelistirdigi
gosterilmistir (Barata 2001). Organofosfath insektisitlerin yaygin kullanimi 6nemli cevresel
sorunlara sebep olmaktadir. Bu amacla hedef olmayan yararli bocekler, insan ve diger
canlilara kars1 zarar1 az olan maddeler kimyasal miicadelede alternatif olarak kullanilmaya

baslanmastir.

Ornidazol (ONZ, Biteral) ile birlikte tinidazol (TNZ, Fasigyn) ve metronidazol (MTZ,
Metrajil) gibi 5-nitroimidazol tiirevleri antiparazitik ilaclar yillardan bu yana Trichomonas
vaginalis, Entoamoeba histolica ve Giardia lamblia’nin sebep oldugu protoozoal

enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir (Sekil 1.1).

N
ozixl/é/fiﬁ\ckl3

H,C—CHOH—CH,C

Sekil 1.1 Ornidazolun kimyasal yapisi.

Bunlardan metronidazol antiprotozoal ila¢ olarak diinya c¢apinda kullamma sahiptir. Buna
karsilik nitroimidazol tiirevlerinden ornidazol yeni bir tiirev olup 1970’li yillarin sonunda
klinik kullanima girmis ve 1980 yilinda iilkemizde de kullanilmaya baslanmistir. Ornidazol
gastrointestinal sistemden hizla emilir, yarilanma O6mrii digerlerine gore daha uzundur,
karacigerde metabolize olarak idrar ve diski ile atilir (Kurt et al. 2008). Tim
nitroimidazollerde oldugu gibi ornidazoliin de viicutta asit ve hidroksimetabolitleri olusur.
Ornidazol, nitrorediiktaz iceren bakteri ve protozoonlarda nitro grubunun indirgenmesi
sonucunda biyolojik olarak aktif hale gecer. Bu rediiksiyon sirasinda ana molekiilden
bakteriyel DNA’y1 bozan, kisa 6miirlii ve yliksek sitotoksisiteye sahip bazi ara maddeler ve
serbest radikaller olusur. Ornidazolun nitro grubunun indirgenmesi ve kisa omiirlii reaktif ara
irtinlerin olusumu parasitik etkilerinin temelini olusturur. Bu indirgenme sonucunda olusan
metabolik ara iriinler DNA ile etkilesir ve DNA’da tek ya da cift kol kirilmalarina yol agarak

bakterilerde mutajenik etkilere sahip olur. Dolayisiyla bu antibiyotik DNA sentezi altinda



yapilan mRNA sentezini de bozmaktadir (Oztiirk 1997). Buna karsin, nitro gruplarinin
indirgenmesine bagli olarak aktiflesen nitroimidazol tiirevleri memeli hiicrelerinde ROT larin
olusumuna bagli olarak DNA hasart olusturur (Ferreiro et al. 2002). Memelilerde en sik
goriilen yan tesirleri, gastro-intestinal kanal tahrisine sebep olmasidir. Bu ila¢ in vivo ve in
vitro olarak giiclii antiprotozoal aktiviteye sahiptir. Ustelik bakteriyel menenjit, karin igi ve
kolon enfeksiyonlarinda ve diger bazi anaerobik bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
onemli bir ilagtir (Schwartz et al. 1979, Dokuzoguz et al. 1997). Ornidazol oksidatif olarak ve
iki hidrolitik yol ile pargalanmaktadir. Oksidasyon sonucunda oksimetil analogu olusur.
Ornidazolun oral yol ile alindiginda iki glikolitik enzimin klorlanmis inhibitorii olan
klorolaktata doniiserek sicanlarda sperm hareketliligini 6nlemesi ile kisirliga yol agtigi
belirlenmistir (Siva et al. 2006). Diger taraftan ornidazolun glikolizi inhibe ettigi
bilinmektedir (Bone et al. 2000). Ornidazol ve diger nitroimidazol tiirevleri kiiciikbas
hayvanlarin yetistiriciligi sirasinda bazi protozoal hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ornidazol 200 ppm konsantrasyonda tavuk ve hindilerdeki histomoniazis

(Histomonas meleagridis) enfeksiyonuna karsi etkilidir (Hu and McDougald 2004).

Reaktif atom ve molekiiller paylagilmamis elektronlarindan dolayi serbest radikalleri meydana
getirir. Serbest radikallerin hiicre zar1 ile etkilesmesi sonucunda, hiicre zarinin yapisinda
bulunan lipit ve proteinlerin bozunmas: ile bir dizi reaksiyon meydana gelir. Bu reaksiyonlar
sonucunda 6zellikle MDA ve protein karbonil iiriinleri olustugu bilinmektedir. Bu iiriinlerin
miktarindaki artis lipit peroksidasyonunun ve protein oksidasyonunun Onemli bir
indikatoriidiir (Mano et al. 1995, Halliwell 1994, Heinle and Betz 1994). Siiperoksit ve
hidrojen peroksit radikalleri boceklerin sindirim kanalinda oksidatif strese neden olmaktadir
(Peric-Mataruga et al 1997, Krishnan and Kodrik 2006). Reaktif oksijen tiirlerinin zararh
etkilerini yok etmek icin boceklerde antioksidan enzim sistemi bulunmaktadir (Ahmad 1992).
Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-
transferaz (GST) glutatyon rediiktaz (GR) ve askorbat peroksidaz (APOX) boceklerdeki
antioksidan enzimlerdir (Ahmad et al. 1989, Ahmad and Pardini 1990). Bir organofosfat
insektisit olan fenitrotiyonun pamuk c¢izgili yaprak kurdu Spodoptera exigua (Hiibner) ve un
zararlist olan Tenebrio molitor L. tiirlerinin yag dokusu agirhiginda ve antioksidan
enzimlerden SOD ve CAT aktiviteleri iizerinde degisiklige sebep oldugu gosterilmistir
(Adamski et al. 2003). Kadmiyum bir heteropter tiir Oncopeltus fasciatus (Dallas) un lipid
peroksidasyonu {iriinii olan MDA seviyesini arttirmig ve bazi antioksidan enzimlerin

aktivitelerini diistirmiistiir (Cervera et al. 2003). GST enzimi Nilaparvata lugens (Stal)



tiiriinde pretroid grubu insektisitlere karst diren¢ kazanmasini saglamistir (Vontas et al. 2001).
Endosiilfanin Helicoverpa armigera (Hiibner) ‘nin farkli evrelerindeki ¢esitli dokularinda GST
aktivitesi incelenmis ve aktivitenin yag dokuda en yiiksek oldugu, yumurta evresinde ise en
diisiik oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Rajurkar et al. 2003). Apis mellifera L. ile yapilan bir
caligmada is¢i ari, erkek arn ve kralige arinin farkli dokularinda CAT, SOD, GST aktiviteleri
incelenmistir (Weirich et al. 2002). Habes et al. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada borik
asitin boceklerde sindirim islemini ve enzimatik antioksidan savunma sistemini olumsuz
etkiledigi acikca gosterilmistir. Bu calismada Alman hamam bdcegi Blatella germanica
(L)’nin besinine ilave edilen borik asitin orta bagirsagin yapisinda histolojik degisime sebep

oldugu ve GST aktivitesini artirdigi ortaya ¢ikarilmistir.

Simdiye kadar ornidazolun besinsel karisimlarinin G. mellonella ve diger lepidopter bocekler
tizerindeki kalitatif ve kantitatif etkileri belirtilmemistir. Bu calismada yapay besine ilave
edilen farkli konsantrasyonlardaki ornidazolun G. mellonella’nin yumurtadan yeni ¢ikmis
larvalarinin ergin evreye kadar yasama, gelisimine, esey oranina, ergin Omiir uzunluguna,
yumurta verimi ve agilma oranina etkisi aragtirllmigtir. Diger taraftan ornidazolun bdcegin son
evre larvalarinin orta bagirsaginda lipid peroksidasyonu seviyesini gosteren MDA miktari,
protein oksidasyonunun gostergesi protein karbonil miktar1 ve detoksifikasyon enzimi GST

aktivitesinde sebep oldugu degisimler belirlenmistir.






BOLUM 2

MATERYAL VE METOT

2.1 BOCEK KULTURUNUN DEVAMI

Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)’nin yumurtadan yeni ¢ikmig larvalari
laboratuvar sartlarinda yar1 sentetik yapay besinde (Bronskill 1961) yetistirilerek bocek
kiiltiirtintin devam1 saglandi. Larvalarin bu besinde beslenmesi aseptik olmayan sartlarda
yapildi. Deneylerde bocek tarafindan birakilan yumurtalardan yeni ¢ikmig larvalar (birinci
evre) kullanildi. Bcek 28 +2 °C ve % 65 + 5 bagil nemin saglandig kiiltiir ortaminda (Niive,

ES 500) ve giin boyu devamli karanlikta yetistirildi.

Bocek kiiltiiriiniin  devami i¢in kullanilan bu besin aym zamanda ornidazolun bocek
tizerindeki etkisini incelemek amaciyla yiiriitillen beslenme deneylerinde de kontrol besini
olarak kullanildi. Besinin bilesiminde, 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
bulunmaktadir. Besin bilesenleri homojenizator ile karistirilarak bir litrelik cam kavanozlarin
(80x180 mm) yaklasik 1/3’ne kadar dolduruldu. Besinin iizerine kiiciik bir parca bal petegi
birakilarak kavanozun i¢ine konan disilerin (10-15 adet disi), yumurta birakmasi ve yeni
acilan larvalarin beslenmesi saglandi (Ortel 1995). Gelisimlerini tamamlayan ve 7. evreye
ulasan larvalar pup olmalart i¢in diger bir kavanoza aktarildi. Bu kavanozun igine, larvalarin
pup olmalart i¢in kuru ortam saglamak iizere, katlanmis pelur kagit parcalar1 birakildi
(Campos et al. 1990). Olusan puplardan yaklasik 7-8 giin sonra meydana gelen erginlerin
bityiik bir ¢ogunlugu bocek kiiltiiriiniin devami, bazi erginler ise ornidazolun etkisinin
belirlenmesi ile ilgili beslenme c¢alismalart i¢in gerekli yumurtalarin elde edilmesinde

kullanildi.



2.2 DENEYLERDE ORNIDAZOLUN KULLANILMASI

Abdi Ibrahim Ilag Sanayi ve Ticaret A. S. (Maslak, Istanbul)’den hediye olarak temin edilen
ornidazol (sarimsi kristal toz, % 99,82, alfa-(klorometil)-2-metil-5-nitroimidazol-1-etanol) bu
calismada kullanildi. Bu antibiyotigin denenen miktarlarinin konsantrasyonu 100 gram besin
basina gram antibiyotik (% a/a) olarak besinlere hazirlanma asamasinda dogrudan katildi. Bu
antibiyotigin % 0,001, 0,01, 0,1 ve 1,0 olmak tizere dort farkli konsantrasyonu denendi.
Ornidazol icermeyen besin ise kontrol besini olarak kullamildi.  Ornidazol
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde Galleria mellonella (Biiyiikgiizel and Kalender 2007,
2008, 2009) ve bazi parazitoid bocek tiirleri (Biiyiikgiizel 2001b, Biiyiikgiizel and Yazgan
1996) iizerinde antibiyotiklerin etkisinin arastinldigi onceki calismalar dikkate alind.
Konsantrasyonlarin araligin1 belirlemek i¢in 6n beslenme deneyleri gergeklestirilerek
larvalarin ergin evreye kadar gelisebilecegi konsantrasyon araliklart belirlendi. Bu
konsantrasyon araliklarinda ornidazolun bocegin yasama orani, gelisme siiresi, esey orani,
ergin Omiir uzunlugu, yumurta sayisi, yumurtalarin agilma oranina etkisi incelendi. Ayni
zamanda son evre larvalarinin midgut MDA ve protein karbonil miktart ile GST

aktivitesindeki degisimler arastirildi.

2.3 G. MELLONELLA LARVALARININ ELDE EDIiLMESI

Bocegin birinci evre larvalan disiler tarafindan kapakli, 30 ml’lik genis agizli, vida kapakli bir
plastik kabin (ORLAB, L190030, 35x55 mm) i¢ yiizeyine birakilan yumurtalarin agilmasi ile
elde edildi. Yumurta birakma siiresince bu disiler (2-3 disi) stok kiiltiir ortaminin sartlarinda
bekletildi ve bu disiler tarafindan birakilan yumurtalar yine aymi ortam sartlarinda agilmasi
saglandi. Serbest kalan birinci evre larvalarni yumusak uglu ve ucu gliserine batirilarak
nemlendirilmis bir firca (No: 0, Goya Toray) ile iglerinde 200 g besin bulunan tel kafesli

metal kapakli orta boy cam kavanozlara (60 x120mm) birakildi.

2.4 BESLENME DENEYLERI

Bu antibiyotigin bocegin biyolojisi iizerine etkisini incelemek i¢in Bronskill’in (1961) yapay
besini kullanildi. Ornidazolun farkli konsantrasyonlarini iceren her bir besin i¢in 20 larva
kullanilarak deneyler dorder defa tekrarlandi. Larvalar farkli konsantrasyonlarda ornidazolu

iceren besinlere birakildiktan sonra gelisimlerini tamamlayan son evre larvalari pup olmak



tizere 30 ml’lik plastik ornek kaplarina (ORLAB, L.190030, 35x55 mm) aktarildi. Her kaba
bir larva birakildi. Pup olan ve erginlesen bireylerin oramt ve bu evrelere ulastiklar siireler
tespit edildi. Erginlerin esey orani ve Omiir uzunluklar1 belirlendi. Ergin Omiir uzunlugu
deneyi i¢in ornidazolun farkli miktarlarini iceren yapay besinler ile yetistirilen 10 adet ergin
kullanildi. Deneyler dorder defa tekrarlandi. Genis agizli, seffaf, delikli kapakli plastik
kaplara (ORLAB, L190030, 35x55 mm, 30 ml’lik) birer adet ergin birakildi. Bu erginler stok
kiiltiiriin devam ettirildigi ortam sartlarinda birakildi. Erginler, her giin kontrol edilerek son

erginin Oliimiine kadar her erginin 6miir uzunlugu tespit edildi.

2.5 YUMURTA VERIMi VE ACILMA ORANI iLE iLGILi DENEYLER

Bocegin birinci evre larvalar ornidazolun farkli miktarlarini igeren yapay besinler ile ergin
evreye kadar beslendi. Deneyler icin erginlesen dollenmemis disiler (bir giinliik) kulanildi.
Her bir deney icin 10 adet disi kullanilarak deneyler dorder defa tekrarlandi. Genis agizl,
delikli kapakli, plastik kaplara (15 ml, ORLAB) birer adet disi konuldu. G. mellonella’nin
erginleri besin almadig1 (Charriere and Imdorf 1997) icin bu disilere yumurta birakma siiresi
icerisinde herhangi bir besin verilmedi. Birakilan yumurtalar siyah bir zemin iizerinde sayildu.
[k 2-3 giin i¢inde birakilan yumurtalar sayild: ve acilmasi igin stok kiiltiiriin devam ettirildigi
ortam sartlarinda bekletildi. Disinin yumurta verimliligi bir giinde disi basina birakilan
yumurta sayisi olarak ifade edildi. Her giin acilan larvalar sayilarak yumurtalarin agilma orani

(fertilite) belirlendi.

Deneylerin tiimiinde larvalarin asilandig1 besin kaplar1 ve olgun larvalarin pup olmalar icin
hazirlanan kaplar kisa bir giinliikk inceleme periyodu hari¢ siirekli olarak karanlik ortamda
bekletildi. Beslenme deneylerinin tiimii boceklerin stok kiiltiirtintin yetistirildigi sartlarda
yiiriitiildii. Tiim deneysel islemler (besinin hazirlanmasi, yumurtalarin elde edilmesi, bu
yumurtalardan ¢ikan larvalarin besine asilanmasi) aseptik olmayan sartlarda tamamen yapildi
(Icen et al. 2005, Biiyiikgiizel and Kalender 2007). Bu islemlerin uygulanmasinda Laing ve
Hagen (1970)’nmin meyve giivesi Grapholitha molesta (Busck) ile Campos et al.(1990)’1n
misir kurdu Ostrinia nubilalis (Hiibn.) i¢in kullandigi yontemler bir Olciide degistirilerek

uygulandi.



2.6 MDA, PROTEIN KARBONIL MiKTARI VE GST AKTIiVITE OLCUMU

Ornidazolun farkli konsantrasyonlarini iceren besinler ile yetistirilen son evre larvalarinin orta
bagirsaklarinda MDA ve protein karbonil miktarlar1 ile GST aktivitesi olgiildii. Deneyler
dorder defa tekrarlandi. Her bir tekrarda 15 orta bagirsak kullanildi.

2.6.1 Orta bagirsak izolasyonu

Ornidazolun belirlenen konsantrasyonlarini igeren besinler ile son evreye kadar yetistirilen
larvalar buz tizerinde 5 dk bekletildi. Larvalarin yiizeylerini % 95 etil alkol ile dezenfekte
edildi. Bu larvalar parafinle doldurulmus petri kabina sirt kismi1 parafine gelecek sekilde
yerlestirildi. Streomikroskop (Olympus SZ61, Tokyo, Japan) altinda ince uglu diseksiyon
makasi ile larvalar birinci ¢ift torasik bacaklarin Oniinden itibaren ii¢iincii abdominal bacak
ciftine kadar uzunlamasina karin kismindan orta eksen boyunca kesildi. Ince uclu bir pens
yardimi ile orta bagirsak izole edildi. Orta bagirsaklar, igerisinde soguk homojenizasyon
tamponuna [% 1,15’ likpotasyum 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] alindi. Bu tamponun icerisine dokulardaki fenol oksidaz
aktifligini onlemek icin birkag feniltiyoiire kristali konuldu. Ornekler derin dondurucuda (-80

°C) analiz yapilincaya kadar bekletildi.

2.6.2 Malondialdehid (MDA)

MDA miktarinin tespiti i¢in Jain ve Levine (1995) nin metodu kullanildi. Tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile reaksiyona giren MDA miktar1 6l¢iildii. Ultrasonik homojenizatér (10 sn, 30 W)
(Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) ile % 1,15’lik KCI ¢ozeltisi icinde orta
bagirsaklar parcalandi. Homojenize edilen orneklere 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. Daha sonra 4 °C de, 2000 x g devirde
15 dakika santrifiij edildi. Tiiplerden alinan iist siviya 0,1 M EDTA ve % 1’lik TBA ilave
edilerek kaynar su banyosunda 45 dakika bekletildi, orneklerin absorbanlar1 532 nm’de,
spektrofotometre kullanilarak (Shimadzu 1700 UV/Vis, Kyoto, Japan) okundu. MDA miktar

1,56 x 10° M'em™ kat sayis1 kullanilarak nmol/mg protein olarak hesaplandi.
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2.6.3 Protein Karbonil

Levine (1994)’in metodu temel alinarak ve bir dlciide degistirilerek (Krishnan and Kodrik
2006) kuvvetli asit ortamda proteinlerdeki karbonil gruplarimin 2,4-dinitrofenilhidrazin
(DNPH) ile olusturduklar1 kararl bilesik 2,4-dinitrofenilhidrazon 370 nm’de okunarak protein

karbonil miktar1 belirlendi.

Toplam proteini tespit etmek icin protein karbonil analizinde kullanilan ornekler 6 M
guanidin hidrokloriir ile ¢oziildiikten sonra ¢okiintiiden alinan 150 pl karigim 1350 pl
guanidin hidrokloriir ile 1:10 oraninda sulandirildi. 6 M guanidin hidrokloriir ile hazirlanan
Bovin serum albumin (BSA) standart ¢ézeltileri (12,5-1600 mg/100ml) 280 nm’de okundu.
Elde edilen absorbans degerlerinden Standart grafik olusturuldu. Bu grafige gorede toplam

protein miktari tespit edildi.

2.6.4 Glutatyon S-transferaz (GST)

Homojenizasyon (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) (10 sn, 30 W) islemleri ve
diger tiim uygulamalar enzim inaktivasyonunun Onlenmesi icin soguk ortamda
gerceklestirildi. Orneklerin homojenizasyonunun ardindan, elde edilen karigim +4 °C’de
16000 x g devirde sogutmali santrifiijde 20 dakika santrifiij edildi. GST aktivitesi Habig et al.
(1974) tarafindan gelistirilen metod temel alinarak 6l¢iildii. Enzim aktivitesi 340 nm’de (&340:
0,0096 uM.cm™) 1 mg toplam protein basina 1 dakikada olusturulan tiyoether miktar1 olarak

oOlciildii ve enzimin spesifik aktivitesi umol/mg protein/dk olarak hesaplandi.

GST’nin spesifik aktifligini ve MDA miktarini hesaplamak icin orta bagirsak 6rneginden elde

edilen siipernatanttan ¢oziiniir toplam protein tayini yapildi (Lowry et al. 1951).

2.7 ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Bocegin gelisme siiresi, erginlerin émiir siiresi, disilerin yumurta verimi ve yumurtalarin
acilma orani, orta bagirsaktaki MDA ve protein karbonil miktar1 ve GST aktivitesi ile ilgili

verilerin degerlendirilmesinde tek yonlii “Varyans Analizi” (ANOVA) (SPSS 1997),

ortalamalar arasindaki farkin 6nemini saptamak i¢cin “LSD Testi” (SPSS 1997), yasama ve
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esey orani ile ilgili verilerin degerlendirilmesinde ise “X2 (Chi square) Testi” (Snedecor and

Cochran 1989) kullanildi. Ortalamalarin 6nemi 0,05 olasilik seviyesinde degerlendirildi.
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BOLUM 3

ARASTIRMA BULGULARI

3.1 G. MELLONELLA LARVALARININ YASAMA, GELiSME VE ESEY ORANINA
ORNIDAZOLUN ETKIiSi

Denenen tiim ornidazol konsantrasyonlarmin kontrol besinine gire pup ve ergin olma oramini
onemli derecede diisiirmiis, sadece yiiksek konsantrasyonlar iceren besinlerde (% 0,1 ve 1,0)
bdcegin 7. evreye ulasan larva oranini 6nemli derecede azaltmistir. Kontrol besininde sirasiyla %
874 + 2,29 ve % 84,6 £ 2,30 oraminda pup ve ergin elde edilmistir. Ancak % 0,001 oraninda
ornidazol iceren besinden itibaren bu oranlar 6nemli derecede diismiistiir. Bu antibiyotigin en
yiiksek miktarini (% 1,0) iceren besin pup ve ergin olma oramimi sirastyla % 20,7 £ 5,32 ve % 19,2
+4,15’ye 6nemli derecede azaltmistir. Bu besin bocegin 7. evreye ulagan larva oranini da % 93,0
+ 1,21°den % 20,7 + 5,10’ye onemli derecede diisiirmiistiir. Ornidazolun diisiik konsantrasyonlari
7. evreye ulagma siiresini ve pup olma siiresini kisaltmasina ragmen istatistiksel olarak anlamh
olmamistir. Buna karsilik bu konsantrasyonlar, ergin olma siiresi iizerinde ise énemli olmayan
uzamaya sebep olmustur. Ornidazolun en yiiksek konsantrasyonu (% 1,0) ise bocegin tiim gelisim
evrelerine ulagmak i¢in gerekli siireyi onemli derecede uzatmistir (Cizelge 3.1). Bu konsantrasyon
kontrole gore bocegin larval gelisimini 3 giin, pupal gelisimini 7 giin ve ergin evreye gelisimini

ise 9 giin (42,0 £ 1,91 giin) geciktirmistir.

Kontrol besininden % 84,6 + 2,30 oraninda ergin elde edilmis ve bu erginlerinden % 55,5 + 1,96’i
erkek, % 29,1 £ 2,30’i disi meydana gelmistir. Denenen tiim ornidazol konsantrasyonlari erkek
ergin oranin1 onemli derecede diistirmesine karsin, disi ergin oram yalnizca en yiiksek ornidazol
konsantrasyonu tarafindan disiiriilmiistiir (Cizelge 3.1). En yiiksek ornidazol konsantrasyonu

erkek olma oranin1 % 8,2 + 2,40’ye, disi olma oranim1 % 11,0 £ 1,96’e azaltmustir.
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Cizelge 3.1 Ornidazolun G. mellonellalarvalarinin yasama, gelisme ve esey oranina etkisi.

7.evreye 7.evreye Pup olma . Ergin olma Esey orani(%)
ulasan lasma Pup olma Ergin olma
. ulag orani (%) N siiresi (giin)

Ornidazol  larva oram I siiresi (giin) orani (%) ErkekDisi

@ %) siiresi (giin) Ort' + Ot 251 (On'aS ) Ort' + ; T

0 ) * i g 5. 5. g (Ort + S.H)'(Ort” + S.H)
(Ort" + S.H)' (Ort + S.H) S.H) S.H)

0,000 93,0+ 1,21a 24,4 +1,34a 874 +229a 28,7+124a 84,6+230a 33,1+£048a 55,5+1,96a 29,1 +£2,30a
0,001 84,6 £1,19a 225+0,67a 73,5+3,03b 27,1 £0,70a  63,7+7,20b 35,0+0,45a 38,8 £3,94b 24,9 +7,20a
0,01 76,3+ 1,19ab 22,0 + 0,59a 66,6 £3,92b 26,5+0,64a 56,8+5,67b 34,2+0,15a 27,7+5,19b 29,1 +3,59a
0,1 61,0£587b 22,9+1,03a 54,1 £7,71bc 27,5+0,92a 48,5+ 6,6lab 35,0+0,76a 18,0+ 3,59bc 30,5 +4,16a
1,0 20,7+£5,10c 27,3 +0,84b 20,7+£5,32¢c 36,2+1,69b 19,2+4,15¢c 42,0+191b 82+240c 11,0+1,96b

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

¥ Ayni siitunda ayni harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (x° testi, LSD Testi).

¥Kontrol besini (Ornidazol icermeyen).



3.2 G. MELLONELLA’NIN OMUR UZUNLUGU, YUMURTA VERIMi VE ACILMA
ORANINA ORNIDAZOLUN ETKISI

Denenen diisiik ornidazol konsantrasyonlar1 kontrol besini ile karsilastirildiginda erkek ve disi
erginlerin 6miir uzunlugu iizerinde 6nemli bir etkisi olmamistir. Fakat ornidazolun % 0,1’lik
konsantrasyonu erkeklerin 6miir uzunlugunda kontrol grubuna gore yaklasik 4 giin uzamaya
neden olmasina karsin disilerin Omiir uzunlugunu istatistiksel olarak 6neme sahip degildir. Bu
antibiyotigin denenen en yiiksek konsantrasyonu (%1,0) erkek Omiir uzunlugunu 7,3 + 0,29
giinden 14,7 + 1,74 giine ortalama 7 giin, disi 6miir uzunlugunu ise 10,0 £ 0,31 giinden 13,9 +

1,41 giine ortalama 4 giin uzatmistir (Cizelge 3.2).

Ornidazolun denenen yiiksek konsantrasyonlarim iceren besinler kontrol besini ile
karsilagtirildiginda yumurta verimini onemli derecede azaltmistir. Ornidazol icermeyen besinde
disilerden elde edilen yumurta sayis1 89,4 + 1,12 iken bu say1 % 0,01°lik ornidazol
konsantrasyonunda 63,9 + 6,80’a diisiiriilmiistiir. Yumurta verimi iizerine benzer etkiyi
ornidazolun % 0,1’lik konsantrasyonu da gostermistir. Fakat ornidazolun % 1,0 denenen en
yiiksek konsantrasyonu disilerin yumurta verimi onemli derecede azalmis olup yumurta sayisi
disi basina bir giinde 29,8 + 6,73’e diismiistiir. Ornidazolun denenen tiim konsantrasyonlari
kontrol besini ile karsilastirildiginda yumurtalarin a¢ilma oranmini onemli derecede azaltmistir.
Kontrol besininden elde edilen disilerin birakti§i yumurtalarin acilma orant % 85,6 + 0,91 iken

ornidazolun en yiiksek konsantrasyonu bu agilma oram % 17,5 £ 2,02’e diigmiistiir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2 Ornidazolun G. mellonellalarvalarinin ergin dmiir uzunlugu, yumurta verimi ve acilma oranina etkisi

Ergin 6miir uzunlugu (giin)

Yumurta verimi

Acilma orani

OH?OZ?ZOI Erkek Disi (yumurta sayis1/giin/disi) (%)
(Ort"+ S.H) (Ort"+ S.H) (Ort" + S.H) Ort” + S.H)'
0,000 7,3 +£0,29a 10,0 £0,31a 89,4 +1,12a 85,6 £0,91a
0,001 8,9 £0,95a 9,6 +0,36a 86,4 £ 15,80a 50,2 £5,69b
0,01 8,2 +1,60a 10,2 £ 1,15a 63,9 £ 6,80b 45,2 +1,38b
0,1 12,0+ 1,11b 10,6 + 0,69a 64,3 £ 11,30b 45,0 £2,80b
1,0 14,7 £ 1,74c 13,9+ 1,41b 29,8 £6,73¢ 17,5 £2,02¢c

"Dért tekrarin ortalamast, her bir tekrar icin 10 ergin kullamldi.

WLAym stitunda ayni harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).

¥ Kontrol besini (Ornidazol icermeyen).



3.3 G. MELLONELLA ORTA BAGIRSAGINDA MDA, PROTEIN KARBONIL VE GST
AKTIVITESINE ORNIDAZOLUN ETKIiSi

Ornidazolun diisiik konsantrasyonlart (% 0,001ve 0,01) kontrole gore MDA miktarin1 6nemli
derecede etkilememistir. Bu antibiyotigin % 0,01°lik oranmi iceren besin MDA miktarim
diisiirmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bir azalma ortaya ¢ikmamistir. Buna karsilik,
kontrol besine gore ornidazolun denenen yiiksek konsantrasyonlar1 7. evre larvalarinin orta
bagirsak MDA miktarin1 6nemli derecede artirmistir (Sekil 3.1). Bu antibiyotigin % 0,1’lik
konsantrasyonu MDA miktarimi 0,024 + 0,002’den 0,036 + 0,003 nmol/mg protein’e Onemli
derecede artirmistir. Denenen en yiiksek konsantrasyon olan % 1,0’lik ornidazol kontrole gore

MDA miktarini artirarak 0,074 + 0,003 nmol/mg protein’e ulastirmistir.

7. evre larvalarinin orta bagirsagindaki protein karbonil miktar1 kontrol besininde 153,39 + 25,7
nmol/mg protein olarak ol¢iilmiistiir. Ornidazolun % 0,001’lik konsantrasyonu kontrol besinine
gore protein karbonil miktarin1 609,03 + 45,8 nmol/mg protein’e ylikselmistir (Sekil 3.2).
Ornidazolun diisiik konsatrasyonlarinda protein karbonil miktar1 sirasiyla 752,92 + 59,7 ve
708,04 + 29,9’e yiikselmistir. Ornidazolun % 1,0’lik konsantrasyonu protein karbonil miktarim

680,19 £ 35,4’a artirmustir.

Sekil 3.3° de goriildiigii gibi orta bagirsak GST aktivitesi, kontrol besininde 3,39 + 1,01 wmol/mg
protein/dk olarak tespit edilmistir. % 0,001’lik ornidazol konsantrasyonunda GST aktivitesinde
artis gozlemlenmesine karsin istatistiksel olarak 6nemli derecede etkili olmamistir. Ancak, orta
bagirsak GST enziminin aktivitesi ornidazolun % 0,01 ve 0,1’lik konsantrasyonlar1 tarafindan
onemli derecede yiikseltilmistir. Bu konsantrasyonlardaki GST aktivitesi sirasiyla 5,11 + 1,30 ve
5,16 £ 1,42 pmol/mg protein/dk’ya olarak tespit edilmistir. Ornidazolun en yiiksek
konsantrasyonunu iceren besin GST aktivitesini kontrole gore yaklasik 3 kati artirarak 9,57 +

2,75 umol/mg protein/dk’ya kadar yiikseltmistir.
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BOLUM 4

TARTISMA

Biiyiikk bal mumu giivesi G. mellonella larvalan ergin evreye kadar laboratuvar ortaminda
yapay besin ile yetistirmek icin farkli konsantrasyonlarda ilave edilen bir nitroimidazol
antibiyotik olan ornidazolun bdcegin yasama, gelismesi, esey orani, ergin omiir uzunlugu,
disilerin {irettigi yumurta sayis1 ve yumurtalarin agilma orani ile son evre larvalarinin orta
bagirsaginda MDA ve protein karbonil miktarlarina, detoksifikasyon enzimi GST aktivitesine
etkisi arastirildi. G. mellonella ve diger baz1 bocek tiirleri iizerinde cesitli antibiyotikler ile
ilgili bircok calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar iilkemizde 1996 yilinda Biiyiikgiizel ve
Yazgan tarafindan baglatilmis olup iilkemizdeki caligmalarin (Biiyiikgiizel and Yazgan 1996,
1999, 2002, Biiyiikgiizel 2002 a,b) tamamu ile diinyadaki calismalarin bir¢ogu (Biiyiikgiizel
2001a,b, , Biiyiikgiizel and 1gen 2004, Biiyiikgiizel and Kalender 2007, 2008, 2009, Giordano
et al. 2010) Biiyiikglizel ve ekibi tarafindan yapilmistir. Bu calismalarda daha ¢ok biyolojik
miicadelede Onemli yeri olan bocek tiirlerinin yetistirilmesi, fizyolojik ve biyokimyasal
caligmalar i¢in laboratuvar ortaminda saglikli bocekler iiretilmesi gergeklestirilmistir. Simdiye
kadar kullanilan antibiyotiklerin, bdcek tiirlerinin yasama ve gelismesi iizerinde etkiye sahip
olmayan, kontaminasyonu Onleyen miktarlar1 belirlenmis fakat bocek iizerinde olumsuz
etkiye neden olan miktarlar1 ile bunlarin etki mekanizmalari hakkinda detayli bilgi
bulunmamaktadir (Liles 1958, Singh and House 1970, Griffiths and Beck 1974, Costa et al.
1997, Biiyiikgiizel ve Yazgan 2002, Alverson and Cohen 2002).

Bu giive tiirli (G. mellonella) iizerinde yapilan ¢alismalarda orta bagirsagin antibiyotiklere
kars1 goOstermis oldugu tepkinin bagirsaktaki fizyolojik islevlerin degismesinden
kaynaklandigim1 gostermistir (Biiyiikgiizel and Kalender 2007, 2009). Orta bagirsagin
antibiyotiklere karsi oksidatif ve antioksidatif tepki mekanizmalan iizerinde durulmamistir
(Biiyiikgiizel and Kalender 2007, 2009). Tezde yapilan aragtirmalar G. mellonella larvalarinin
orta bagirsaginda oksidatif stresin gostergesi olan lipid peroksidasyonunun ve protein

oksidasyonunun onemli derecede yiikseldigini ve bununla birlikte GST aktivitesinde de
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onemli bir artis tespit edilmistir. Bu elde edilen sonuglara gore bdcegin yasama oranini ve
gelisme siiresini olumsuz yonde etkilenmesi ornidazolun larvalarinin orta bagirsaginda

meydana gelen oksidatif strese bagli olabilecegini gostermektedir.

Bu calismada bocegin orta bagirsaginda MDA miktarina paralel olarak protein karbonil
miktart da kontrol besinine gore yiiksek ornidazol konsantrasyonlarinda onemli derecede
artmistir. Ornidazolun en yiiksek besinsel konsantrasyonunun sebep oldugu MDA
seviyesindeki ii¢ kat, protein karbonil miktarinda ise dort kat artis oksidatif stres diizeyinin
artisina bagli olabilir. Bununla birlikte ornidazolun % 0,1 ve 1,0 konsantrasyonlari1 GST
aktivitesinde dnemli derecede artisa neden olmaktadir ve % 1,0 ornidazol konsantrasyonunda
yaklagik 3 kat1 oraninda bir yiikselme tespit edilmistir. Biiylik balmumu giivesi larvalarinin
besinine eklenen antibiyotiklerin tiirii ve kullanilan miktarina gore, bocegin yasama, gelisme,
viicut agirligr ve total protein miktarina etkisi bocegin gelisme evreleri ile ilgili oldugu
gosterilmistir (Bliylikgiizel and Kalender 2008). Yine antibiyotikler ile ilgili yapilan bir
calismada G. mellonella farkli larval evrelerinin orta bagirsaginda lipit peroksidasyonun
belirteci olan MDA miktar1 ve antioksidan enzimler olan SOD, CAT, GST, GPx aktiviteleri
tizerine etkileri belirlenmistir. Bu calismada MDA miktarindaki ve enzim aktivitelerindeki
degisikliklerin denenen antibiyotik konsantrasyonlarina ve farkli larval evrelere gore degistigi
gosterilmistir (Biyiikgiizel and Kalender 2007). Yapilan bir baska calismada antifungal ve
antibakteriyel maddeler G. mellonella erginlerinin total protein seviyesini azaltmistir. % 0,01,
0,1 ve 1,0’lik penisilin konsantrasyonlar1 iceren besinlerde yasayan G. mellonella’nin son
evre larvalarinin, pup ve erginlerin yas agirhgim yiikseltmistir (Bilyiikgiizel and Kalender
2008). Bu calismada % 0,001 ve 0,01’lik fukonazol, griseofulvin ve streptomisin iceren
besinlerde yetistirilen G. mellonella’nin son evre larvalarinin, pup ve erginlerin yas agirliginin

arttigr gosterilmistir.

Bu calismada ergin disilerin yumurta verimi ve acilma oranmi ornidazol tarafindan olumsuz
yonde etkilenmistir; bu olumsuz etki yumurta liretimi ile ilgili organlarda meydana gelen
oksidatif hasardan kaynaklanabilir. Oksidatif stresin yiikselisi ile baz1 omurgalilarda yumurta
acihmumin  diistiigii ortaya konulmustur (Alonso-Alvarez et al. 2010). Tetrasiklin gibi
antibiyotiklere maruz kalan Drosophila simulans’ da mitokondri sayisinin diistiigii
gozlemlenmistir (Ballard and Melvin 2007). Antimikrobiyal maddelerin olusturdugu koku ve
tat degisiklikleri larvalarin besin almasinda etkilidir (Singh and House 1970). G.

mellonella’nin larval evresinde ki besin alimmindaki diisiis bu c¢alismada kullanilan
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antibiyotikten kaynaklanmis olabilir. Buna benzer bir sonu¢ Giordano et al. (2010) tarafindan
Folsomia candida’da bulunmus olup oksitetrasiklin grubu antibiyotigin bu bocegin viicut
biiyiikliigli lizerine olumsuz etkisi bulundugu gosterilmistir. Metronidazol, olanquindoks ve
tiamulin gesitli antimikrobiyal maddelerden birkacidir. Ivermektinin ise antihelmintik bir
maddedir. Bu antimikrobiyal ve antihelmintik maddeler Folsomia fimetaria’nin iireme oranini
azaltmistir (Jensen et al. 2003). Rifampisin ile yapisan bir ¢alismada F. candida Willem’nin
yumurta sayisinda degisiklik yapmazken yumurtalarin agilma oranm azaltmistir
(Timmermans and Ellers 2008). Bazi antibiyotiklerin diisiik miktarlarinin bile Folsomia
fimetaria L. ve Enchytraeus crypticus (Oligochaeta: Enchytraeidae)’nin erginlerinde yasama
oranina ve birey sayisi lizerine zararl etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Baguer et al.

2000).

Buna karsilik bazi caligmalarda antibiyotiklerin diisiik miktarlarinin bécekler iizerinde olumlu
etki yaptigida gozlenmistir. Ornegin, Pimpla turionellae larvalart yasama oranimni
novobiyosini igeren c¢esitli besinler ile beslendiginde yasama oranmi artmistir (Biiylikgiizel

2001a).

Bocegin yasama oran1 ve gelisme siiresi denenen bu antiprotozoal antibiyotigin denenen en
yiiksek konsatrasyonu tarafindan olumsuz etkilenmistir. Ayrica bu besinsel konsantrasyonda
larvalarin MDA ve protein karbonil miktar1 ve GST aktivitesi 6nemli derecede yiikselmistir.
Ornidazolun bocegin biyolojisi iizerindeki olumsuz etkisinin oksidatif stresten ileri
gelebilecegi diisiiniilebilir. P. turionellae erginlerinde organofosforlu insektisitlerin diisiik
dozlarinda SOD aktivitesi ve Omiir uzunlugu yiikselmistir (Biiyiikgiizel 2006). S. exigua
erginleri iizerinde yapilan bir calismada, fenitrotiyonun etkisiyle SOD aktivitesi, yasama orant
ve Omiir uzunlugu artmistir (Adamski et al. 2003). Asint oksidatif stres durumunda olusan
reaktif molekiillere karsi antioksidan enzimlerin aktiviteleri artar (Pigeolet et al. 1990).
Ornidazolun yiiksek konsantrasyonu serbest radikaller tarafindan GST enziminin aktivitesini
yiikkseltmis olabilir. Yapilan bir calismada oksidatif stres sonucunda Drosophila
melanogaster’de GST ve GPx aktivitelerindeki yiikseligin bocegin bu strese karsi olusturdugu
bir diren¢ mekanizmasindan kaynaklanabilecegini belirtilmistir (Parkes et al. 1993, Sohal et

al. 1995, Sun et al. 2002).
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Boceklerde bazi antibiyotiklerin boceklerin dokularindaki biyokimyasal ve fizyolojik
farkliliklara neden oldugu bilinmektedir (Eid et al. 1989, Biiyiikgiizel and Icen 2004,
Biiyiikgiizel and Kalender 2008). Zehirli kimyasal maddelerle beslenen oriimcek tiirii Pardosa
prativaga (L. Koch)’da GST enziminin aktivitesini énemli derecede azaltmistir (Nielsen and
Toft 2002). Boceklerde kendi metabolizmalar1 esnasinda ve yasadiklart cevre ile toksik
maddelerle temas etmeleri sonucunda serbest radikaller meydana gelir (Timmermann et al.
1999). Niikleik asitler ve proteinler, lipitlere gore serbest radikaller ile daha kolay reaksiyona
girebildikleri icin bu molekiillerdeki hasarlar toksik olan maddenin etkisi konusunda bilgi
vermektedir. Besine ilave edilen ornidazol konsantrasyonlarinin larvalarin orta bagirsagindaki
protein oksidasyonu ve lipid peroksidasyonu seviyeleri ile GST aktivitesinin yiikselttigi tespit

edilerek onemli bir sonug elde edilmistir.

Reaktif atom ve molekiiller paylagilmamis elektronlarindan dolayi serbest radikalleri meydana
getirir. Serbest radikallerin hiicre zar1 ile etkilesmesi sonucunda, hiicre zarinin yapisinda
bulunan lipit ve proteinlerin hasara ugramasina bagh olarak seri halde kimyasal reaksiyonlar
meydana gelir. Bu reaksiyonlar sonucunda o6zellikle MDA ve protein karbonil iiriinleri
olustugu bilinmektedir. Bu {iriinlerin miktarindaki artig lipit peroksidasyonunun ve protein
oksidasyonunun onemli bir indikatoriidiir (Mano et al. 1995, Halliwell 1994, Heinle and Betz
1994). G. mellonella larvalarinin orta bagirsaginda bazi antibiyotikler lipid hidroperoksit
miktarim yiikseltmektedir. Ayrica bu antibiyotiklerin oksidatif strese neden olduguna y&nelik
yaymlar bulunmaktadir (Biiyiikgiizel and Kalender 2007, 2009). GST, boceklerin toksik
maddelerin etkisini azaltic1 veya yok edici diren¢ mekanizmalar gelistirmelerini saglayan
onemli bir enzimdir (Parkes et al. 1993, Yu 2004, Sivori et al. 1997, Clark et al. 1985, Singh
et al. 2001). GST enzimi, biyotransformasyondan gorevli detoksifikasyon enzimi olup
yabanci maddeleri glutatyona (GSH; y-glutamil-sisteinil-glisin) baglayarak toksik etlilerini
azalmasina ve daha polar molekiiller haline doniismesini saglamaktadir. Bunun yam sira GST
hiicre i¢ci madde tasinmasi, prostaglandin gibi 6nemli biyosentez yollarinda gorevleri
bulunmaktadir (Wilce and Parker 1994). G. mellonella ile yapilan bu tezde antibiyotigin
etkisiyle artan MDA ve protein karbonil miktarin1 azaltmak amaciyla GST aktivitesi artmis
olabilir. Omurgalilarda da ROT ve diger radikallerin zararli etkilerini ortadan kaldirmada
GST enziminin 6nemi bilinmekte olup yiiksek oksidatif stres durumlarinda bu enzimin
aktivitesinin arttigr tespit edilmistir (Halliwell and Gutteridge 1999). Boceklerin larvalari
toksik maddelerle beslendiginde orta bagirsaklarinda ROT lar meydana gelmekte olup orta

bagirsakta bulunan peritrofik zardaki protein ve lipidlerin oksidasyonuna bagli oksidatif hasar
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olugmaktadir (Barbehenn and Stannard 2004, Barbehenn et al. 2005). Biiyiikgiizel ve
Kalender (2007, 2009) tarafindan yapilan bir caligmada penisilin ve streptomisinin
G.mellonella’nin orta bagirsak GST enziminin aktivitesi artmis oldugu tespit edilmis ve bu
yiikkselmenin besine ilave edilen antibiyotiklerden kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir. Buna
benzer bir bagka calismada da kalitesi diisiik dogal besinlerle beslenen bir lepidopter tiir L.
dispar’in orta bagirsaginda antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttig1 goézlenmistir (Peric-

Mataruga et al. 1997).
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BOLUM 5

SONUC

Biiyiik bal mumu giivesi G. mellonella larvalarim ergin evreye kadar laboratuvar ortaminda
yapay besin ile yetistirmek icin besinlere farkli konsantrasyonlarda ilave edilen bir
nitroimidazol antibiyotik olan ornidazolun bdcegin yasama orani, gelisme siiresi, esey orant,
ergin disi ve erkek omiir uzunlugu, yumurta verimi ve acilma orani ile son evre larvalarinin
orta bagirsaginda MDA ve protein karbonil miktarlarina, detoksifikasyon enzimi GST
aktivitesine etkisi arastirildi. Elde edilen sonuglara gore ornidazolun G. mellonella’min son
evre larvalarinin orta bagirsaginda oksidatif hasara sebep olarak antioksidan savunma
sistemini bozmasi sonucu bdcegin yasama, gelisimi, ergin Ozellikleri iizerinde olumsuz etki
gosterdigi anlagilmaktadir. Ornidazolun en yiiksek konsantrasyonundaki oksidatif stres
belirtecleri olan MDA ve protein karbonil miktarlarindaki artis ile buna paralel olarak GST
enziminin aktivitesi artmasi bocegin yasamini devam ettirebilmek icin gelistirdigi bir
savunma mekanizmasidir. Bu oksidatif stres parametrelerindeki yiikselme bocegin yasama
oraninda azalma, gelisim siiresinde uzama, yumurta veriminde ve acilma oraninda diismeye
neden olmustur. Bu sonuglar ornidazolun bocegin biyolojisi iizerindeki olumsuz etkisinde
oksidatif stresin 6nemli rol oynadigini agikca gostermektedir. Ayrica bu calismada su anda
geleneksel olarak tarimsal alanlarda kullanilan insektisitlere alternatif bir kimyasal

gelistirilmesi agisindan da 6nemli sonuglar elde edilmistir.
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