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Allilamin grubu sentetik bir antifungal antibiyotik olan terbinafin Galleria mellonella L.
yapay besin ortamina ilave edilerek bocegin yasama, gelisme, esey orani, ergin disi ve erkek
omiir uzunlugu, yumurta verimi, agilma orani gibi biyolojik Ozellikleri iizerine etkisi
laboratuvar sartlarinda incelendi. Ayrica, bocegin son evre larvalarinin orta bagirsaginda lipid
peroksidasyonu iiriinii malondialdehid (MDA) ve protein oksidasyonu iiriinii protein karbonil
miktarlar1 ile detoksifikasyon enzimi glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi lizerine etkisi
incelendi. % 0,001, 0,01, 0,1 ve 1,0 oraninda terbinafin igeren yapay besinle beslendi. 7.
evreye ulasan larva oranini, pup ve ergin olma oranini, terbinafinin denenen tiim
konsantrasyonlart 6nemli derecede diisiirmiistiir. Terbinafinin en yiiksek konsantrasyonu (%
1,0) ergin olma oranint % 88,9 = 5,9°dan % 11,0 + 0,00’e, erkek ve disi esey oraninin her
ikisini de % 5,5 + 0,00’e diisiirmiistiir. Bu antifungal, ergin evreye kadar gelisme siiresi ile
ergin disi ve erkek Omiir uzunlugu iizerinde énemli bir etki yapmamistir. Kontrol besininden

elde edilen disilerden 82,9+ 18,1 yumurta elde edilmis olup bu sayr % 0,1°lik terbinafin



OZET (devam ediyor)

konsantrasyonu tarafindan 51,4 = 9,6’¢ 6nemli derecede distiriilmiistiir. Ayrica, terbinafinin
en yiikksek konsantrasyonu disilerin yumurta birakmasini engellemistir. Terbinafin, 7.
evre larvalarmin orta bagirsak MDA miktarimm ve GST aktivitesini besindeki artan
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artirmistir. Terbinafinin en yiiksek konsantrasyonu
(% 1,0) MDA miktarini1 0,059 £ 0,002 nmol/mg protein’den 0,653 £ 0,2 nmol/mg proteine
yaklasik 11 kati oraninda 6nemli derecede yiikseltmistir. Terbinafinin bu konsantrasyonu
GST aktivitesini 1,473 = 0,4’den 8,30 + 1,5 pumol/mg protein/dk’ya yaklagik alt1 kat
arttrmistir.  Kontrol besini (155,19 + 21,8 nmol/mg protein) ile karsilastirildiginda
terbinafinin diisiik besinsel konsantrasyonlart (% 0,001, 0,01 ve 0,1) protein karbonil
miktarint 6nemli derecede artirmis olup, % 0,1°lik terbinafin bu miktart 737,17 + 36,4
nmol/mg protein’e ulagtirmistir. Terbinafinin en yiiksek konsantrasyonu (% 1,0) ise protein
karbonil miktarim1 2 kat1 artirmis (315,12 + 35,6 nmol/mg protein) ancak terbinafinin diisiik
konsantrasyonlarina gore protein karbonil miktarinda azalma kaydedilmistir. Bu g¢alisma
bocegin ergin biyolojik Ozellikleri ile orta bagirsak oksidatif durum ve detoksifikasyon

kapasitesinde terbinafin konsantrasyonlarina bagimli degisimler oldugunu gdstermistir.

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

karbonil, Glutatyon S-transferaz, beslenme, yumurta birakma
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The effect of a synthetic allylamine antifungal antibiotic terbinafine on survivorship,
development, sex ratio, male and female adult longevity, fecundity and hatchability of
Galleria mellonella L. were investigated. The effect of this antifungal on lipid peroxidation
product, malondialdehyde (MDA), 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 the insect were also investigated. The insect was
reared on an artificial diets containing terbinafine at a concentration of 0.001, 0.01, 0.1 or 1.0
%. Survivorship in development stages (7th-instars, pupae and adults) of the insect were
significantly decreased at all terbinafine concentration. The highest concentration of
terbinafine (1.0%) significantly decreased adult yield from 88.9 £59 to 11.0 + 0.00%,
and also reduced both male and female sex ratio to 5.5 £ 0.00%. This antifungal did not
significantly affect developmental time and adult longevity. The females from control diet
produced 82.9 + 18.1 eggs but this number of eggs was significantly reduced to 51.4 + 9.6
by0.1% terbinafine.



ABSTRACT (continued)

However, the highest concentration of terbinafine inhibited egg laying of the females.
Terbinafine significantly increased MDA content and GST activity in midgut tissue of 7th-
larval instar in a dose-dependent manner. Highest dietary concentration (1.0%) of terbinafine
significantly increased MDA content from 0.059 + 0.002 to 0.653 + 0.2 nmol/mg protein (11-
fold), GST activity from 1.473 + 0.4 to 8.30 &= 1.5 umol/mg protein/minute (6-fold). Relative
to control, low dietary concentrations of terbinafine (0.001, 0,01 and 0,1%) significantly
increased midgut PCO content, 0.1% terbinafine raised this PCO content from 155.19 + 21.8
to 737.17 £ 36.4 nmol/mg protein. The highest concentration of terbinafine significantly
increased PCO content by 2-fold (315.12 £ 35.6 nmol/mg protein), however a decrease in
PCO content was recorded according to low terbinafine concentrations.This study showed a
concentration-dependent variation in biological traits of the insect, and oxidative status and

detoxification capacity of midgut.

Key Words: Galleria mellonella, terbinafine, survivorship, Malondialdehyde, protein
carbonyl, Glutathione S-transferase, nutrition, egg laying
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BOLUM 1

GIRIS

Zararhlarla miicadelede kimyasal tarim ilaglarinin yol agtig1 ¢evre kirliligi, {irtinlerde ilag
kalintisi, hedef olmayan canli gruplarinin bu ilaglardan etkilenmesi ve zararh
popiilasyonlarinda direngli bireylerin gelisimine neden olmasi1 gibi pek ¢ok problem alternatif
miicadele yontemlerinin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Modern tarimsal uygulamalarda
boceklerle miicadele icin kimyasal ilaglarin kullanilmasi kolay, pratik ve ayn1 zamanda etkili
bir yontem oldugu i¢in insektisit kullanimi siirekli olarak artmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitiince zararlilarla miicedelede kullanilan ¢ok zehirli ilaglarinda bulundugu belirtilmistir
(Comelekoglu vd. 2000). Zararli boceklerle miicadelede insektisit kullaniminin tartisilmaz
yararlarmma karsin etkin denetimin olmadigi ve asirt miktarlarda uygulanmasi insan dahil
hedef olmayan diger canlilarda zehirlenmelere, Oliimlere, ekosistemlerin ve besinlerin
Kirlenmesine neden olmaktadir. Kullanilan insektisit gruplari arasinda en yaygin olan1 organik
fosforlu insektisitlerdir. Bu insektisit grubunu organik klorlular, karbamatlar ve pretroidler
izlemektedir. Kimyasal miicadele yontemleri sonucu dogal dengenin bozulmasi, gevre kirliligi
gibi olumsuzluklar son yillarda yeni miicadele yontemlerinin gelistirilmesine ve kimyasal
miicadele yontemlerinde daha az toksik etkiye sahip olan maddelerin tercih edilmeye
baslanmistir (Godfray 1994, Conradt et al. 2002, Lemos et al. 2003, Giindiiz ve Giilel 2005).
Yapilan ¢esitli ¢aligmalar sonucunda zirai miicadelede kullanilan pestisitlerin toprakta, suda
ve atmosferde birikerek cevre kirliligine neden olmakla birlikte insanlarin da dahil oldugu
tim canli gruplarinda akut ve kronik zehirlenmeye, sinir sisteminde tahribata, enzim
faaliyetlerinde bozulmalara, hiicre membran yapisinda degismelere, tremeyle ilgili
anormalliklere, beslenme ve beslenme aliskanliklariyla ilgili anormalliklere, algilamada ve
davraniglarda bozulmaya, populasyon dinamigini bozmaya, metabolizmay1 degistirmeye,
parazitlemede ve parazit ¢ikisinda anormalliklere ve ayrica zararli populasyonlarinda direng
mekanizmasinin gelismesine sebep olmaktadir. (Haynes 1988, Cakir ve Yamanel 2005).
Canlilarin ¢esitli kimyasallara veya g¢evre kirliligine neden olan maddelerin etkileri altinda

kalmalari, serbest oksijen radikallerinin olusumuna ve dolayisiyla metabolik olaylarin



bozulmasma neden olur. Serbest radikaller hiicrede ekzojen ve endojen kaynaklara bagl
olarak meydana gelen, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kararsiz, molekiiller
olarak tanimlanmaktadirlar. Organizmalarda serbest radikaller ve antioksidan savunma
sistemleri arasinda dogal bir denge bulunmaktadir (Mercan 2004). Bu dengenin bozulmasi
durumunda yukarida belirtilen gesitli anormallikler ortaya ¢ikmaktadir. Ksenobiyotikler ve
ksenobiyotiklerin biyoaktivasyonu sonucu olusan iiriinler serbest radikal ve reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) olusumunda ana kaynagi meydana getirmektedirler. Bircok kimyasal madde
serbest radikal meydana getirerek oksidatif hasara neden olmaktadir. Oksidatif stres, serbest
radikaller ve antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin oksidanlar yoniine kaymasi
durumunda olusur (Serafini and Del Rio 2004, Mercan 2004 ).Organofosforlu insektisitler
serbest radikal olusturma ve reaktif oksijen tiirlerini ortan kaldiran enzimlerin yapisinda da
degisiklige neden olarak oksidatif stres olusmasini saglamaktadir (Bagchi et al. 1995,
Giiltekin vd. 2001, Milatovic et al. 2006, Dettbarn et al. 2006, Kovacic 2003). Oksidatif stres
sonucunda olusan serbest radikallerin hiicrede proteinler, lipitler, karbohidratlar, enzimler,
niikleik asitler ve DNA iizerine 6nemli etkileri bulunmaktadir (Biiylikkokuroglu et al. 2001,
Hermes-Lima and Zenteno-Savin 2002, Damien et al. 2004, Song 2004). Organizmalar,
ksenobiyotiklerin, ilaglarin ve toksik radikallerin istenmeyen etkilerine karsi antioksidan adi
verilen endojen ve ekzojen kaynakli maddeler ile korunmaktadir. Bu antioksidan maddelerin
basinda vitamin C, A, E, f-karoten, metallotionein, melatonin, bilirubin gibi molekiillerle,
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon
rediiktaz (GSH-Rd) gibi enzimler gelmektedir (Mercan 2004).

Protein oksidasyonu, ROT’lar (OH", H,O, gibi) ile direkt olarak veya oksidatif stresin
sekonder {riinleri ile reaksiyonu sonucu indirek olarak indiiklenen, proteinlerin kovalent
modifikasyonu olarak tanimlanmaktadir (Shacter 2000). Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine
neden olan tiim reaksiyonlar ve ajanlar protein oksidasyonuna neden olabilmektedirler
(Berlett and Stadtman 1997). ROT ile protein ana yapisinin reaksiyonu, amino asit o
karbonundan bir H atomunun OH"’e baglanarak ayrilmasi ve H,O olusturmasi ile baglar
(Stadtman and Levine 2003). Her ne kadar OH ’in major kaynagi fizyolojik sartlar altinda
H202’nin Fe veya Cu araciligi ile ayrilmasi olsa da ayni reaksiyonlar iyonize radyasyon
sonucu olusan OH" ve HO," ile de gerceklesmektedir. H atomunun OH ’ne baglanarak
ayrilmas1 karbon merkezli radikalin olusumuna neden olur. Olusan bu radikal, oksijen
varliginda peroksil radikaline doniisiir. Peroksil radikali de kolaylikla, siiperoksit radikalinin

protonlanmis formu veya baska bir molekiilden H atomu alarak alkil peroksite doniisiir. Alkil



peroksit ise HO;" ile daha ileri bir reaksiyonla alkoksil radikaline ve daha sonra da alkoksil

radikali yine HO," ile hidroksi tlirevine doniisiir (Stadtman and Levine 2003).

Lipid peroksidasyonu reaksiyonu, serbest radikallerin ¢oklu doymamis yag asidi yan
zincirlerinin, a-metilen gruplarindan bir hidrojen atomunu koparmasiyla baslar. Bir hidrojen
atomu koparilan karbonun, ortaklanmamis bir elektronu kalmakta ve serbest radikal haline
dontismektedir. Olusan lipid radikali (L") dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige
ugramaktadir. Oncelikle molekiil i¢i ¢ift bag aktarilmas1 sonucunda dien konjugatlar1 olusur
ve devam eden reaksiyonlarda; lipid radikalinin zarlarda ¢6ziinmiis olarak bulunan molekiiler
oksijenle etkilesmesinden lipid peroksil radikali (LOO") meydana gelir. Son derece reaktif
olan peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger ¢oklu doymamis yag asidi zincirlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna neden olurken, kendileri de agiga ¢ikan
hidrojen atomlarin1 alarak lipid hidroperoksitlerine (LOOH) dontisiirler. Olay bu sekilde
kendi kendine katalizlenerek devam eder (Reitter 1995, Tribble et al. 1987).

Cesitli antibiyotiklerin prokaryotik mikroorganizmalardaki etki mekanizmalarinin yani sira,
omurgalilarda reaktif oksijen tiirleri olusturarak lipid peroksidasyonuna ve antioksidan enzim
aktivitesinin degisimine neden oldugu bilinmektedir (Miyachi et al. 1986, Vijayalekshmy et
al. 1992, Abdrashitosa and Ramanov 2001). Okaryotik organizmalar olan fungal
patojenlerdeki etki mekanizmalarinin yani sira, flukonazol ve griseofulvin gibi bazi antifungal
antibiyotiklerin bir lepidopter takimina ait tiir olan Galleria mellonella nin son evre
larvalarinin orta bagirsaginda lipid peroksidasyon ve antioksidan enzim aktiviteleri {izerinde
onemli degisimlerin oldugu tespit edilmistir (Biiyiikglizel 2007). Cesitli antibiyotikler
kullanilarak boceklerin yasama, gelisimi iizerindeki etkileri ortaya konulmustur. Bir
antibiyotik olan novobiyosinin yiiksek miktarlar ile beslenen endoparasitoid bir hymenopter
tir Pimpla turionellae larvalarmin yasama ve gelisimi de olumsuz yonde etkilenirken bu
maddenin denenen en diisiik miktar1 bocegin yasama oranmni onemli derecede artirmistir
(Biiytikgiizel 2001). Bocek kiiltiir ortamlarinda besinlere ilave edilen antimikrobiyal
maddelerin besin ile birlestiginde besinin kimyasal yapisinda degisikliklere sebep olarak
larvalarin besin almasini etkiledigi bilinmektedir (Singh and House 1970). Boceklerin alkali
ve genis bir indirgenme-yiikseltgenme potansiyelinde sahip orta bagirsak antibiyotiklerin
sindirimi sirasinda meydana gelen ROT’larin olusumuna yardime olabilir (Terra et al. 1996).
Orta bagirsak, sindirim enzimlerinin salgilandigi ve besinlerin sindirilerek emilime ugradigi

boceklerin 6nemli bir boliimidiir (Sehnal and Zitnan 1996). Bazi1 bocek tiirlerinin larvalarinda



allelokimyasallarin sindirimi ile meydana gelen reaktif oksijen tiirlerinin orta bagirsak
hiicrelerinde oksidatif hasara neden oldugu ve ayni zamanda antioksidan enzim sistemi
tizerinde olumsuz yonde bir etkisi oldugu gosterilmistir (Peri¢-Mataruga et al. 1997, Krishnan
and Sehnal 2006, Krishnan et al. 2007). Boceklerin yag dokusu ve diger bazi dokularinda
antibiyotiklerin oksijenaz enzimleri ile oksidasyonu sirasinda da yan firiin olarak ROT’lar

olusabilir (Graf and Benz 1970).

Terbinafin (TBF) insan ve hayvanlarda deri, sa¢ ve tirnagin fungal patojenlerine (dematofitler,
mantar, kiif, maya) kars1 oral ve topikal olarak genis antifungal etki spektrumu olan sentetik
bir allilamin olup yaptig1 skualen epoksidaz (sitokrom olmayan P450) enziminin spesifik
inhibisyonu sayesinde mantar hiicre duvarinin 6nemli bileseni olan ergosteroliin olusumunu
engeller (Petranyi et al. 1987, Ryder 1992, Ozkan et al. 2003, Ryder and Favre 1997). Bu
arada meydana gelen skualen birikimi ve ergoterol yetersizligi sonucunda mantar hiicresi
tizerinde fungisid etki elde edilmis olur (Back and Tjia 1991, Ghannoum and Rice 1999).
Skualen epoksidaz zara bagli bir enzim olup skualeni, skualen 2,3-epokside doniistiiriir
sonrasinda skualen 2,3-epoksid lanosterole, lanosterol de ergosterole doniisiir (Sekil 1)
(Gokhale and Kulkarni 1999). Skualen epoksidaz enzimi sitokrom P450 (CYP) grubundan
olmadig i¢in terbinafin P450 enzimini inhibe etmemektedir. Dolayisiyla terbinafin, P450 ile
metabolize edilen hormonlarin ve baska ilaglarin siklosporin, terfenadin, triazolam
metabolizmasini etkilemez. Ilag oral olarak verildiginde, yiiksek oranda lipofilik olmasimdan
dolay1 deri, sa¢ ve tirnaklarda fungisidal aktivite olusturacak diizeyde konsantre olur. Mantar
hiicresinin skualen epoksidaz enzimi {izerine olan etkinliginin aynisini memeli skualen
epoksidazi lizerinde gosterebilmesi i¢in dozunun 4.000 kat arttirilmasi gerektigi yapilan in
vitro caligmalarda gosterilmis olup terapotik araliginin genis oldugu bdylelikle ortaya
konmustur. Oral alimi takiben % 70 oraninda absorbe edilir, plazma doruk diizeyine 1-2 satte
ulagir. Terbinafin plazma proteinlerine % 99 oraninda giiclii olarak baglanir. Terbinafin
memelilerde iyi tolere edilir; meydana gelen yan etkiler hafif ve gegici 6zelliktedir (Balfour
and Faulds 1992).
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Sekil 1.1 Terbinafin’in etki basamagi ve ergosterol (Balfour and Faulds 1992).

Terbinafin, en az 7 adet P450 (CYP) izoenzimi tarafindan hizla ve biiylik oranda metabolize
edilir. Biyotransformasyon sonucunda baslica {iriner yoldan atilan, antifungal etkisi olmayan
metabolitler olusur. Bu antifungalin metabolizmas1 karacigerin toplam sitokrom P450
kapasitesinin % 5’inden daha azdir (Balfour and Faulds 1992). Diger antifungaller
(ketokonazol, flukonazol, itrakconazol) ile karsilastirildiginda terbinafin diger ilaglar ile
diisiik oranda etkilesime girer (Kantarcioglu ve Yiicel 2003). Terbinafin ayn1 zamanda bazi
deneysel hayvan modellerinde parazitik protozoonlarin hiicre zarinda bulunan ergosterollerin
sentezini Onleyerek bu hayvanlardaki enfeksiyonlar: kontrol ettigi gosterilmistir (Hankins et
al. 2005, Zakai and Zimmo 2000). Terbinafin diisiik konsantrasyonlarda (90-120 uM) bazi
timorli hiicrelerde ve insan vaskiiler endotel hiicrelerinde hiicre devrini GO/G1 fazinda
tutarak antitimor ve ayrica antianjiyogenik aktivite gostermistir (Ho et al. 2006, Lee et al.
2003). Diger antifungallerden ketokonazol GO/G1 fazinda hiicre devrini durdurarak karaciger
ve kolon kanserinde hiicrelerin apoptoza girmelerini saglarken griseofulvin normal
mikrotiibiil polimerizasyonu ile birlikte G2/M fazinda hiicre devrini durdurarak apoptozu
baslatir (Lee et al. 2003). Terbinafinin, insanlarda gerek yan etkilerinin son derece diisiik
olmasi ve gerekse fungal diren¢ s6z konusu oldugunda griseofulvine kiyasla daha etkin ve
daha hizli bir terapdtik sonug vereceginin bilinmesi nedeniyle kullanimi yaygindir (Kotnik
2000). Terbinafinin tarimsal zararli boceklerin miicadelesinde kullanimi ve depolanmuis {iriin
zararlilarima etkileri hakkinda detayli bilgi bulunmamaktadir. Bu calisma insan sagligi

acisindan 6nemli antifungallerin ¢evreye ve hedef olmayan diger canlilara kars1 giivenli bir



sekilde zararli boceklerin miicadelesinde insektisit olarak kullanilmasini aragtirmasi agisindan

Onemlidir.

Allilamin grubu bir antifungal antibiyotik olan terbinafinin G. mellonella 7. evre larvalarinin
orta bagirsaginda lipid peroksidasyon ve protein oksidasyonu diizeyleri ile detoksifikasyon
enzimi glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitesine etkisi incelenmistir. Bu ¢aligmada, ayrica
terbinafinin bécegin yagama orani, gelisme siiresi, esey orani, dmiir uzunlugu, yumurta verimi
ve agilma orani tizerindeki olumsuz etkilerinin orta bagirsakta bu antiantifungal antibiyotigin

olusturdugu oksidatif stres ile iliskisi arastirilmistir.



BOLUM 2

MATERYAL VE METOT

2.1 BOCEK KULTURU

Deneylerde boliimiimiiz laboratuvarinda bulunan biiyiik bal mumu giivesi Galleria mellonella
L. (Lepidoptera: Pyralidae) erginleri tarafindan birakilan yumurtalardan yeni ¢ikmis larvalar
(birinci evre) kullanildi. Kiiltiir, 28 + 2 °C ve % 65 + 5 bagil nemi gosteren inkiibatorde giin
boyunca siirekli karanlikta gergeklestirildi. G. mellonella larvalarini laboratuar kosullarinda
yetistirmek icin Bronskill (1961) tarafindan gelistirilen yapay besin kullanildi. Besin igerigi,
420 g bugday kepegi, 150 ml siizme bal, 150 ml gliserin, 20 g 6giitiilmiis koyu renkli eski petek
ve 30 ml saf sudan meydana gelmektedir. Besinin bilesenleri homojen bir sekilde karistirilarak
karisim hazirlandi. Hazirlanan bu besin 80x 180mm ebatlarindaki bir litrelik cam kavanozlarin
tigte biri kadar dolduruldu. Bu kavanozlarin igine 10-15 adet ergin birakilarak agizlari tel kafes
yerlestirilmis kapak ile kapatildi (Ortel 1995). Ortalama 25-30 giin sonra 7.evre larvalart
ayrilarak pup olmalar i¢in bagka bir kavanoza aktarildi (Campos et al. 1990). Meydana gelen
puplardan yaklasik 7-8 giin sonra ergin bireyler oldu. Bu erginlerin cogunlugu bocek kiiltiiriiniin

devamu i¢in kullanildi. Bir kismi ise terbinafin ile ilgili beslenme ¢alismalari i¢in kullanildi.

2.2 TERBINAFININ DENEYLERDE KULLANILMASI

Calismada kullanilan terbinafin (terbinafin hidrokloriir, beyaz kristal toz, % 99,5, Cy1H2CIN)
[(E)-N-(6,6-dimetil-2-hepten-4-inil)-N-metil-1-naftalenmetanamin hydrochloride] Abdi ibrahim
ilag firmasi tarafindan iicretsiz olarak temin edildi. Terbinafinin besine ilave edilmesi ile
yiriitiilen beslenme deneylerinde denenen miktarlarin konsantrasyonu 100 g besin bagina
antibiyotik miktar1 olarak ifade edildi. Terbinafin besin hazirlanmasi sirasinda dogrudan besine
ilave edildi. Kontrol besini (terbinafin icermeyen) hari¢ terbinafinin G. mellonella i¢in 0,001,
0,01, 0,1 ve 1g olmak iizere dort farkli konsantrasyonu denendi. Kontrol besinine ise terbinafin

konulmada.



2.3 LARVALARIN ELDE EDIiLMESI

Beslenme deneylerinde kullanilan G. mellonella larvalarinin elde edilmesinde, 30 ml'lik genis
agizli, vida kapakli bir plastik kabin (ORLAB, 35x55 mm) i¢ ylizeyine disiler tarafindan
birakilan yumurtalarin agilmasi ile elde edildi. Delikli kapaklar1 olan bu plastik kaplara 2-3
disi birey konularak stok kiiltiirin devam ettirildigi ortam kosullarinda bekletildi.
Yumurtalarin acilmasi ile serbest kalan larvalar ucu gliserine batirilarak nemlendirilmis
yumusak uglu bir firca (No:0, Goya Toray) ile daha 6nceden hazirlanmais, i¢erisinde 200 g

besin bulunan cam kavanozlara (60x120 mm) her kavanozda 20 larva olacak sekilde asilandi.

Bu sekilde larvalarin besin araciligiyla aldigi terbinafinin ergin evreye kadar yagama orani ve
geligsme siireleri ile erginlerin esey orani, ergin dmiir uzunlugu, yumurta verimi ve agilma
oranina, son evre larvalarinin orta bagirsak dokusunda protein karbonil miktari, MDA miktari

ve GST aktivitesine etkisi incelendi.

2.4 YASAMA, GELiSME, ESEY ORANI VE ERGIN OMUR UZUNLUGU

Kontrol besin ve terbinafin iceren diger besinler cam kavanozlara (60x120) konuldu. Her bir
besin igin 20 larva kullanildi ve deneyler dort defa tekrarlandi. Farkli konsantrasyonlarda
terbinafin bulunan besinlerde gelisimlerini tamamlayan olgun G. mellonella larvalari (7. evre)
alinarak pup olmak tizere 30 ml'lik delikli kapakli plastik 6rnek kaplarina her kapta bir larva
olacak sekilde birakildi. Kaplarin igerisine larvalarin pup olmasi i¢in kuru ortam olusturmak
amaciyla katlanmis ince pelur kagidi konuldu. Son larva evresine ulasan larva orani ile her bir
larvanin son evreye ulasmasi i¢in gecen siire (giin) kaydedildi. Pup olan bireylerin orani, pup
olma siireleri, bu puplardan gelisen bireylerin orani, ergin olma siireleri belirlendi. Ayrica

erginlerin abdomenlerinin son segmentindeki genital yapiya gore esey ayrimi yapildi.

2.5 DISILERIN YUMURTA VERIMi VE ACILMA ORANI

Terbinafinin farkli konsantrasyonlarini igeren besinle yetistirilen G. mellonella disilerinin
yumurta verimine etkisini incelemek i¢in yumurtadan yeni ¢ikan larvalar, ergin evreye kadar
beslendi. G. mellonella disileri delikli kapakli, genis agizli, plastik kaplara her kapta bir disi
olmak iizere birakildi. G. mellonella erginleri besin almadigi (Charriere and Imford 1997) i¢in

bu disilere yumurta birakma siiresince besin verilmedi. Disilerin yumurta verimini ve agilma



oranini belirlemek icin, disi bireylerin ilk iki giin igerisinde biraktiklar1 yumurtalar sayildi.
Yumurta iiretimi, bir giinde disi basina birakilan yumurta sayisi ele alinarak degerlendirildi ve
disinin verimliligi olarak ifade edildi. Her glin agilan larvalar sayilarak yumurtalarin agilma

orani tespit edildi.

Besinin hazirlanmasi ve larvalarin asilanmasi kisa bir giinliik inceleme periyodu harig
beslenme deneylerinin tiimii boceklerin stok kiiltiirliniin yetistirildigi sartlarda yapildi. Besinin
hazirlanmasi, yumurtalarin elde edilmesi ve bu yumurtalardan ¢ikan larvalarin besine
asilanmasi islemleri tamamen aseptik olmayan sartlarda gergeklestirildi (Icen et al. 2005,
Biiyiikgiizel et al. 2007, Biiyiikgiizel and Kalender 2007). Laing ve Hagen (1970)' nin meyve
giivesi Grapholitha molesta (Busck) ile Campos vd. (1990)' in misir kurdu Ostrinia nubilalis
(Hiibn.) i¢in kullandig1r yontemler temel alinarak ve bir Olclide degistirilerek bu islemler
uygulandi. Deneylerde kullanilan besin kaba bir besin olmasi ve ayni zamanda bir ¢ok
lepidopter tiiriiniin birinci evre larvalarinda oldugu gibi G. mellonella larvalarinin da ilk
evrelerinde besin ortaminda 6liim oraninin yliksek olmasi, 6len larvalarin iglerinin bosalarak
kurumas1 ve goz ile goriilemedigi icin besine asilanan her bir larvanin olgun evreye
ulagincaya kadar gilinliik olarak takip edilememistir (Zalucki et al. 2002). Bundan dolay1
yasama orani tespit edilirken yasayan larva sayisi besine baslangigta agilanan larvalarin sayisi
kabul edildi.

2.6 MDA, PROTEIN KARBONIL MIiKTARI VE GST AKTIVITESI

Terbinafinin farkli konsantrasyonlarini igeren besinler ile yetistirilen G. mellonella 7. evre
larvalarinin orta bagirsak dokusu izole edilerek lipid peroksidasyon iiriinii MDA ve protein
oksidasyonu tiriinii protein karbonil miktarlar1 ile GST aktivitesi tespit edildi. Deneyler dorder

defa tekrarland1 ve her bir tekrarda 15 ortabagirsak kullanildi.

2.6.1 Orta bagirsak izolasyonu

Son evre larvalari buz tizerinde 5 dk bekletildikten sonra % 95 etil alkol ile dezenfekte edildi
ve parafinle doldurulmus petri kabina sirt kismi parafine gelecek sekilde sabitlenerek
larvalarin birinci ¢ift torasik bacaklarinin 6niinden itibaren {igiincli abdominal bacak ¢iftine
kadar karmm kismindan orta eksen boyunca uzunlamasina diseksiyon makasi ile kesildi ve

streomikroskop altinda sindirim kanali ¢ikarildi. Ug boliimden olusan sindirim kanalindan



orta bagirsak, 6n ve son bagirsaktan ayrildi. Streomikroskop altinda orta bagirsaga tutunmus
yag dokusu, malpiki tlipclikleri ve bagirsak icerigi uzaklastirildi. Alinan orta bagirsaklar
soguk homojenizasyon tamponu [% 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)] bulunan bir ependorf tiipe alind1 ve tiipler -80
OC' de saklandi.

2.6.2 Malondialdehid (MDA) Miktarinin Belirlenmesi

532 nm’de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona giren lipid peroksidasyonun son liriinii
MDA miktar1 belirlendi (Jain ve Levine 1995). Orta bagirsaklar % 1,15’1lik KCl ile ultrasonik
homojenizator (10 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) ile parcalandi.
Daha sonra 6rneklerin iistiine pH 7,4 olan fosfat tamponu (18 mM NaCl, 18 mM Na;HPOy,),
0,04 M butillenmis hidroksi toluen (BHT), % 30’luk triklorasetik asit (TCA)] eklenerek 2 saat
buzun igerisinde bekletildi. Sonra 4 °C de, 2000 x g devirde 15 dakika santrifiij edildi.
Tiiplerden alman iist siviya 0,1 M EDTA ve % [I’lik TBA ilave edilerek kaynar su
banyosunda 45 dakika bekletildi, daha sonra 6rneklerin 532 nm’de spektrofotometre ile
(Shimadzu 1700 UV/Vis, Kyoto, Japan) absorbansi okundu. MDA miktar1 1,56 x 10° M™cm’

! kat sayis1 kullamlarak nmol/mg protein olarak ifade edildi.

2.6.3 Protein Karbonil Miktarinin Belirlenmesi

Orta bagirsak dokularinin iizerine pH 7,4 olan 1 ml homojenizasyon tamponu konuldu.
Ultrasonik homojenizatorde 2 kez karstirildi. Elde edilen 6ziit 1000 x g' de 4°C' de 10 dk
santrifiijlendi. Ust sivi alinip % 10’luk streptomisin siilfat ilave edilerek 37°C’de 15 dk
benmaride bekletildi. Ornek 8000 x g' de 4°C' de 10 dk santrifiijlendi, niikleik asitler
cokeltildi ve st s1v1 alindi. Yaklasik 200 ul 6rnek 2ml' lik ependorfa konuldu ve tizerine 800
pl 10 mM dinitrofenilhidrazin (DNPH) eklendi. Kor tiipe ise 800 ul 2M HCI eklendi. Sonra
tiipler 37°C' de 15 dk (benmaride) karanlikta inkiibe edildi. Her 5 dk da bir vortekslendi. Daha
sonra 700 pl % 20 Trikloraasetik asit her bir tiipe eklendi ve 10 dk buz iizerinde karanlikta
bekletildikten sonra 10000 x g' de 4°C' de 10 dk santrifiijlendi. Ust siv1 atild, dipteki pelette
2,4- DNPH firiinleri bulunmaktadir. Pellet iizerine 3 defa 1:1 oraninda etanol: etilasetat

sollisyonundan 1ml eklendi ve iyice siispanse edildi. Nazik¢e vortekslendi ve her defasinda
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10000 x g' de 4°C' de 10 dk santrifiijlendi ve iist siv1 atildi. Pelletin {izerine 2,5 ml 6 M
Guanisin hidroklorid eklendi ve iyice karistirildi. Protein 10 dk 37°C' de karstirilarak
¢oziildii. Total protein tayini i¢in 150 pl'lik kism1 baska bir tiipe ayrildi. Kalan siispansiyonda
¢dziinmemis partikiilleri ¢okeltmek i¢in 10000 x g 10 dk 4°C'de santrifiijlendi. Orneklerin iist
berrak sivist ve kor tiip spektrofotometre 370 nm'de absorbansi okundu (Levine 1994,
Krishnan and Kodrik 2006). Total protein igin alinan 150ul &rnekler iizerine 1350ul guanidin
hidroklorit eklendi. Kor tiip olarak 1,5 ml guanidin hidroklorit kullanildi. 6 M guanidin ile

hazirlanan BSA standartlarina gore 280 nm'de spektrofotometrede absorbanslar1 okundu.

2.6.4 Glutatyon S-transferaz (GST) Aktivitesinin Belirlenmesi

GST aktivitesinin 6l¢iimiinde Habig et al. (1974) tarafindan gelistirilen metod uygulandi.
CDNB 340 nm'de yiikselen absorbans gosteren glutatyon oksidasyonunu katalizleyen GST
enzimi i¢in substrat olarak kullanildi. Bu enzimin aktivitesinin OSlgiilmesi i¢in 100 pl
siipernatant 3 ml'lik cam kiivet i¢ine konuldu ve tizerine 2500 ul fosfat tamponu ilave edildi.
Daha sonra kiivet spektrofotometreye konuldu ve tizerine 200 pul 20 mM GSH ve 150 pl 25
mM CDNB ilave edilerek 340 nm' de 2 dakika boyunca yiikselen absorbanslar1 okundu.
Enzimin spesifik aktivitesi pmol/mg protein/dk olarak ifade edildi.

GST aktivitesi ve MDA miktarin1 mg protein basina vermek i¢in Folin Lowry methodu

(Lowry et al. 1951) kullanilarak total protein tayini yapildu.

2.7 VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Farkli konsantrasyonlarda terbinafin iceren besinler ile yetistirilen Galleria mellonella’nin
gelisme siiresi, erginlerin dmiir uzunlugu, disilerin yumurta verimi ve yumurtalarin agilma
orani, 7. evre larvalarinin orta bagirsaktaki MDA, protein karbonil miktar1 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 “x* (Chi square) Testi” (Snedecor and
Cochran 1989) kullanildi. Ortalamalarin 6nemi 0,05 olasilik seviyesinde degerlendirildi.
Sekiller iizerinde ifade edilen harflendirmelerde ayni harfi iceren degerler birbirinden farkli

degildir.
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BOLUM 3

ARASTIRMA BULGULARI

3.1 TERBINAFININ G. MELLONELLA LARVALARININ YASAMA VE GELiSME
ETKISI

Bu c¢alismada denenen terbinafin konsantrasyonlar1 bdcegin 7. evreye ulasan larva oranini,
pup ve ergin olma oranimni o6nemli derecede azaltmistir. Kontrol besininde % 88,9 £ 5,9
oraninda ergin elde edilmesine ragmen terbinafinin en diisiik miktarini (% 0,001) i¢eren besin
bu oran1 % 70,8 + 4,5’e diislirmiistiir. Denenen en yiiksek terbinafin konsantrasyonu (%1,0)
ise ergin olma oranimi % 11,0 £ 0,00’¢ azalmistir. Denenen terbinafin konsantrasyonlart 7.
evreye, pup ve ergin evrelerine ulasmak i¢in gereken siire ilizerinde Onemli bir etki
yapmamistir. Terbinafinin en diislik besinsel konsantrasyonu bocegin tim gelisme evrelerine
ulasmak icin gereken siireyi kisaltmasimna ragmen bu kisalma istatiksel acidan anlamli

olmamustir (Sekil 3.1, 3.2).
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Sekil 3.1 Terbinafinin G. mellonella larva, pup, ergin gelisme siiresine etkisi.
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Sekil 3.2 Terbinafinin G. mellonella larva, pup, ergin yasama oranina etkisi.
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3.2 TERBINAFININ G. MELLONELLA’NIN ERGIN ESEY ORANINA ETKIiSi

Diisiik terbinafin konsantrasyonlarini igeren besinlerde (%0,001; 0,01) erkek ve disi birey
oraninda istatiksel olark anlamli bir etki gézlenmemistir. Buna karsilik, terbinafinin en yiiksek
konsantrasyonu olan % 1,0’ini igeren besin hem erkek hem de disi oranin1 % 5,5 £ 0,0’e
onemli derecede dislirmiistiir (Sekil 3.3) Terbinafinin 0,1’lik konsantrasyonu diger diisiik
terbinafin konsantrasyonlar1 ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir azalma tespit
edilmistir. Terbinafinin en yiiksek konsantrasyonu (%1,0)’lik esey oranini dnemli derecede

azaltmastir.
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Sekil 3.3 Terbinafinin G. mellonella erginlerinin esey oranina etkisi.
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3.3 TERBINAFININ G. MELLONELLA’NIN ERGIN OMUR UZUNLUGUNA ETKISi

Tim terbinafin konsantrasyonlar1 kontrol besin ile karsilastirildiginda erkek ve disi erginlerin
Omiir uzunlugu iizerinde 6nemli bir etki gostermemistir (Sekil 3.4). Terbinafinin % 0,001°lik
konsantrasyonu erkeklerin 6miir uzunlugunda kontrol grubuna gore yaklasik 2 giin kisalmaya
sebep olsa da bu etki istatistiksel olarak 6nemli olmamistir. Benzer etkiler terbinafinin diger

konsantrasyonlari tarafindan disi 6miir uzunlugu tizerinde de ortaya ¢ikarilmistir.

12 ~

10 -

—- Erkek
—8— Disi

Ergin Omiir Uzunlugu (Giin)
»

Kontrol 0,001 0,01 0,1 1

Terbinafin Konsantrasyonlari (%)

Sekil 3.4 Terbinafinin G. mellonella erginlerinin 6miir uzunlugu tizerine etkisi.
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3.4 TERBINAFININ G. MELLONELLA’NIN YUMURTA VERIMi VE ACILMA
ORANINA ETKISI

Kontrol besine gore, terbinafinin % 0,001 ve 0,01 igeren besinlerinin yumurta verimininde
azalmaya neden olmalarina karsin istatiksel olarak Onemli bir etki ortaya c¢ikmamuistir.
Terbinafinin besindeki miktari on kati artirildiginda (% 0,1) yumurta sayist 51,4 £ 9,6’¢
onemli derecede azalmistir. Buna karsilik terbinafinin denenen en yiiksek konsantrasyonu (%
1,0) ile yetistirilen disilerin hi¢ biri yumurta birakmamistir (Sekil 3.5). Terbinafin icermeyen
kontrol besiniyle karsilastirildiginda, terbinafinin denenen konsantrasyonlar1 yumurtalarin
acilma orani lizerinde 6nemli bir etki yapmamistir. Kontrol besini ile yetistirilen disilerin
biraktigl yumurtalarin % 89,7 + 2,6’si acilmis, terbinafinin diger konsantrasyonlarinda bu

acilma oran1 yine yaklasik % 80 oraninda olmustur (Sekil 3.6).
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Terbinafin Konsantrasyonlari (%)

Sekil 3.5 Terbinafinin G. mellonella disilerinin yumurta verimine etkisi.
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Yumurta Agilma Orani (%)

100 -

90 A

80 A

70

60 -

50 A

40 -

30 A

20 A

10 -

Kontrol 0.001 0.01 0.1 1

Terbinafin Konsantrasyonlar (%)

Sekil 3.6 Terbinafinin G. mellonella disilerinin yumurta agilimina etkisi.
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3.5 TERBINAFININ G. MELLONELLA ORTA BAGIRSAGINDAKI MDA
MIKTARINA ETKIiSi

Denenen tiim terbinafinin konsantrasyonlar1 kontrol besini ile karsilastirildiginda 7. evre
larvalarinin orta bagirsak MDA miktarin1 6nemli derecede yiikseltmistir. Denenen en diisiik
terbinafin konsantrasyonu kontrole gore yaklasik 6 kati oraninda artirmigtir. Terbinafinin %
0,01 ve 0,1’lik konsantrasyonlar1 da orta bagirsak MDA miktarin1 sirasiyla 9 ve 8 kati
artirmustir (Sekil 3.7). Terbinafinin denenen en yiiksek miktarint (% 1,0) i¢eren besin MDA
miktarini 0,059 + 0,002 nmol/mg protein’den 0,653 + 0,2 nmol/mg proteine yaklasik 11 kat

oraninda 6nemli derecede yiikseltmistir.

0.9 7 c
0.8 -
0.7 A
0.6 A

0.5 A

0.4 -

0.3 A

0.2 A

MDA Miktari (nmol/mg protein)

0.1 4

Kontrol 0.001 0.01 0.1 1

Terbinafin Konsantrasyonlari (%)

Sekil 3.7 Terbinafinin G. mellonella’nin orta bagirsak MDA miktarina etkisi.
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3.6 TERBINAFININ G. MELLONELLA ORTA BAGIRSAGINDA PROTEIN
KARBONIL MIKTARINA ETKIiSi

Protein karbonil miktari, kontrol besini ile yetistirilen larvalarin orta bagirsaginda 155,19 +
21,8 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Terbinafinin en diisiik konsantrasyonunda protein
karbonil miktar1 401,67 + 43,2 nmol/mg protein’e yiikselmistir. Terbinafinin % 0,01 ve
0,1’lik konsantrasyonlarinda ise protein karbonil miktarlarini sirastyla 613,18 + 44,0 ve
737,17 + 36,4 nmol/mg protein olarak tespit edilmistir (Sekil 3.8). Terbinafinin en yiiksek
konsantrasyonunu igeren besin, terbinafinin diisiik konsantrasyonlarina gore protein karbonil
miktarini diisiirmiistiir. Ancak bu besin, protein karbonil miktarini kontrol besinine gore 2 kat1

oraninda 6nemli derecede artirmistir (315,12 + 35,6 nmol/mg protein)
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400 -
300 -
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Sekil 3.8 Terbinafinin G. mellonella’nin orta bagirsak protein karbonil miktarina etkisi.
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3.7 TERBINAFININ G. MELLONELLA ORTA BAGIRSAGINDA GST
AKTIVITESINE ETKIiSI

GST aktivitesi, kontrol besininde 1,47 + 0,4 pumol/mg protein/dk olarak tespit edilmistir.
Terbinafin % 0,001°lik konsantrasyonu GST aktivitesini azaltmasina karsin istatistiksel olarak
anlamli bir diisiis olmamustir. Fakat terbinafinin % 0,01, 0,1 ve 1,0’lik konsantrasyonlar1 GST
aktivitesini 6nemli derecede yiikseltmistir (Sekil 3.9). Terbinafinin % 0,01°lik konsantrasyonu
GST aktivitesini  yaklasik 2 kati oraninda arttirirken % 0,1 ve 1,0’lik besinsel

konsantrasyonlar1 GST aktivitesini kontrole gore yaklasik 6 kat1 oraninda artirmistir.

12 4

10 A

Glutatyon-S-transferaz aktivitesi (umol/mg
protein/min)
(o))

Kontrol 0,001 0,01 0,1 1

Terbinafin Konsantrasyonlari (%)

Sekil 3.9 Terbinafinin G. mellonella’nin orta bagirsak GST aktivitesine etkisi.
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BOLUM 4

TARTISMA

Terbinafinin bdcegin yasama orani, gelisme siiresi, esey orani, dmiir uzunlugu, yumurta
verimi ve acilma orani iizerindeki olumsuz etkilerini ve orta bagirsakta bu antifungal
antibiyotigin olusturdugu oksidatif stres ile iligskisi arastirllmistir. Daha onceden yaygin
kullanima sahip antifungal antibiyotikler olan flukonazol ve griseofulvin, G. mellonella’nin
besinsel karisimlarina ilave edilerek bocegin yasam parametreleri ile son evre larvalarinin orta
bagirsak oksidan ve antioksidan tepkisi ilizerine etkisi calisilmig olup (Biiyiikgilizel ve
Kalender 2007 basilmamus veriler, Biiyiikgiizel and Kalender 2007, 2008, 2009), sentetik bir
allilamin olan antifungal antibiyotik terbinafinin bocek tizerindeki etkisi ise bilinmemektedir.

Bu calismanin sonuglari, bocegin ergin 6zellikleri iizerine terbinafinin olumsuz etkisinin
oksidatif  stresten kaynaklanabilecegini  gdstermektedir. Terbinafinin  en  yiiksek
konsantrasyonu (% 1,0) yasama oranini olumsuz yonde etkilerken, larvalarin orta bagirsak
MDA ve protein karbonil miktar1 ile GST aktivitesini de onemli derecede yiikseltmistir.
Oksidatif stres durumunda meydana gelen reaktif molekiillere kars1 antioksidan enzimler asiri
duyarl olduklarindan (Pigeolet et al. 1990), terbinafinin bu yiiksek konsantrasyonu tarafindan
olusturulan serbest radikaller GST enziminin aktivitesini ylikseltmis olabilir. Oksidatif strese
kars1 meydana gelen direncin artmasi sonucu Drosophila melanogaster (Meigen)’de
glutatyona bagimli enzimlerin (GST ve GPx) aktivitelerinde artis gozlenmis ve bu meydana
gelen oksidatif stres sonucu omiir uzunlugunda artma tespit edilmistir (Parkes et al. 1993,
Sohal et al. 1995, Sun et al. 2002). Biiytikgiizel (2006) Pimpla turionellae erginlerinde SOD
aktivitesindeki ve Omiir uzunlugundaki arttisin organofosforlu insektisitlerin dldiiriicii
olmayan dozlarina kars1 bocegin verdigi bir tepki olarak degerlendirmistir. Benzer bir sonug
da Salix exigua’nin erginlerinde tespit edilmistir. Uzun siire fenitrotiyona maruz birakilan
bocekte SOD aktivitesinin arttig1 ve buna bagli olarak yasama oraninin ve dmiir uzunlugunun
arttigl ortaya konulmustur (Adamski et al. 2003). Bu c¢alismada ise GST aktivitesinin
artmasina ragmen Omiir uzunlugunda kontrole gére 6nemli olmayan bir kisalma gozlenmistir.

Artan bu detoksifikasyon kapasitesinin dmiir siliresini uzatamamasinin, yiiksek MDA ve
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protein karbonil miktarlarinin da agikg¢a gosterdigi gibi olusan biyomolekiiler hasarin yiiksek
olmasindan kaynaklanabilir. Delpuech et al. (1997), bir organofosfatli insektisit olan
klorpirifosun konukgu parazitoid iletisiminde de etkili olan feromonal iletisimin etkisini
inceledigi ¢alismalarinda, bu insektisitin yasama oraninda 6énemli bir etki gozlemlenmemistir.
Trichogramma brassicae erkeklerine insektisit verildigi zaman disi feromonlarina verdikleri
cevabin 6nemli ol¢lide azaldigini, diger taraftan disilere insektisit verildigi zaman erkeklerin

feromonlara cevabinin 6nemli 6l¢iide azaldigint bulmuslardir.

G. mellonella disilerinin terbinafin ile beslenmesi sonucu yasama orani ve yumurta sayisinda
diisme, larval evresinde de fungal antibiyotige bagli olarak besin aliminin azaldigi
gozlenmistir. Buna benzer bir sonugta, Giordano et al. (2010) tarafindan antibakteriyel
antibiyotik olan oksitetrasiklinin Folsomia candida’da viicut biiyiikligii ve yumurta sayisi
tizerine olumsuz etkisi oldugu ileri stirtilmiistiir. Aglik stresinin yumurta sayisini diisiirdiigii
fakat bunun yani sira agilma oranini etkilemedigi ileri stiriilmistiir (Tully and Ferriere 2008).
G. mellonella ile yapilan bu c¢alismada terbinafini yiiksek konsantrasyonlarda igeren
besinlerin yasama oranini ve yumurta verimini diisiirdiigii gozlenmistir. Mamestra brassicae
(L.)’nin larva parazitoidi Eulophus pennicornis (Nees)’e diflubenzuron, hexaflumuron ve
teflubenzuron’un etkileri incelenmis, ve bu boceklerin insektisit konsantrasyonuna bagl
olarak etkilendigi, hexaflumuron, teflubenzuron ve diflubenzuron’un en diisiik
konsantrasyonlarinda (0.5 pg ai/larva) dahi parazitoidin ergin olma oranini 6nemli derecede
engellendigi belirlenmistir (Butaye ve Degheele 1995). Yapilan bir baska ¢alismada da beyaz
sinek Bemisia argentifolii Bellows ve Perring’nin parazitoitleri olan Eretmocerus tejanus
Rose ve Zolnerowich ile Eretmocerus mundus Mercet’'un geng larvalari ile pupalarina 6
insektisitin letal ve subletal etkilerini arastirilmis, 2 organik fosforlu ilag, metil parathion ve
azinfos metil kullanildiginda ergin olma oraninda azalma tespit edilmis, denenen
insektisitlerin subletal dozlariin parazitoid béceklerin 6miir uzunluguna ve yumurta verimine
olumsuz etki gozlenirken bocegin iiremesi Tlzerine istatiksel olarak anlamli etki
gozlemlenmemistir (Jones et al. 1998). Beck (1960), G. mellonella ile ilgili yaptigi bir
calismada bu bocegin besinsel ihtiyaglari, ekolojik adaptasyonu ve gelisme ozellikleri ile
entomolojik arastirmalarda ¢ok tercih edilen bir tiir oldugunu, G. mellonella igin hazirladig:
sentetik besinde degisiklikler yaparak etkilerini inceledigi ¢alismasinda, besine kolesterol

ilavesinin larval evre sayisini azalttigini bulmustur.
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Terbinafinin bazi insan kanser hiicre hatlarinda mitokondri zar potansiyelini bozarak
sitoplazmaya sitokrom ¢’ nin salinmasini ve bdylece apoptozu tetikledigi bilinmektedir (Yang
et al. 2006). Ayrica, bazi antibiyotiklere (6rnegin tetrasiklin) uzun dénem maruz kalan
Drosophila simulans Sturtevant’da mitokondri sayisinin azaldigi ve bu etkinin iki nesil
boyunca goriildiigii bilinmektedir (Ballard and Melvin 2007). Terbinafinin emilimden sonra
memelilerin dokularina hizla yayildigi, eliminasyon siiresinin uzun oldugu ve P450 enzimi
tarafindan metabolize edildigi bilinmektedir (Kirst et al. 1995). Bu c¢alismada bir
detoksifikasyon ve biyotransformasyon enzimi olarak GST aktivitesinin de yiiksek bulunmasi,
boceklerde bu antifungalin detoksifikasyonuna GST enziminin de katkida bulundugunu
gostermistir. Fungisit Propiconazole’nin gokkusagi alabaligin’da 7, 20 ve 30 giinliik etkisinin
arastirildigi ¢alismada, oksidatif stres gostergeleri ve antioksidan parametreler 6l¢iilmiis, yedi
giinliik calismada antioksidan savunma sistemi bu etkiye adaptasyonla cevap vermis, 20 ve 30
giinlik siirelerde oksidatif stresin gostergelerinin yiiksek seviyeleri ile antioksidant
enzimlerde inhibisyon goriilmiis, uzun siireli muamelelerin ise ciddi oksidatif hasara yol agtig1
bildirilmistir (Li et al. 2010). Liu and Chen (2000), bir kitin sentezi inhibitorii olan
buprofezinin noropter bir tiir olan Chrysoperla rufilabris (Neuroptera: Chrysopidae)
(Burmeister)’in larval evresindeki olumsuz etkisinin ¢ok az olmasini bocegin detoksifikasyon
kapasitesinin yiiksek olmasina baglamistir. Ancak terbinafinin etkisini detayli olarak
belirlemek i¢cin G. mellonella larvalarinin orta bagirsaginda P450 ve diger esteraz
enzimlerinin aktivitelerinin de c¢alisilmas1 gereklidir. P450 enzimi bdceklerde hormon, asit,
steroit ya da viicuda alinan pestisit gibi maddelerin anabolizmasit ve katabolizmasini
diizenleyen 6nemli metabolik bir sistemdir (Feyereisen 1999). P450 enzimi bocek, bitki, kus,
bakteri ve memeliler gibi birgok organizmada bulunmaktadir. P450 sistemi igerisinde temel
oksidaz islemi gerceklestirilmektedir. P450 enzimi Okaryotlarda P450s mitokondri ve
endoplazmik retikulum’da bulunmaktadir. Boceklerde ilk toplam P450 1967 yilinda
belirlenmistir (Scott 1999). Giiniimiize kadar 100’den fazla bodcek tiriinde P450
monooksigenazlar bulunmustur. Boceklerde P450 enzimi ilk kez ev sineklerinden
saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Saflastirilan bocek P450 monooksigenaz enzimi
memelilerde bulunan P450 monooksigenaz ile benzerlik gostermektedir (Wilson and
Hodgson 1971). Boceklerde orta barsak ve malpigi tiipleri basta olmak iizere dokularin
cogunda P450 belirlenmistir. P450 enzim seviyesi boceklerin yagam siireci boyunca ergin
donemlerinde yiiksektir. Yumurta ve larva doneminde artan P450 seviyesi pupa doneminde
azalmaktadir (Feyereisen 1999). Bazi bocek tiirlerinde pyrethrin, imidacloprid ve carbaryl

gibi bir¢cok insektisitin etki mekanizmalarinin kisitlanmasinda monooksigenaz seviyesinin
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arttig1 belirlenmistir. Ayrica insektisitlerin yaygin kullanilan sinifi olan organik fosforlularin
etkilerinin smirlanmasinda da P450 detoksifikasyonunun etkili oldugu belirlenmistir

(Hollingworth and Dong 2008).

Terbinafinin konsantrasyonlara bagli olarak yasama oranini engelledigini ortabagirsak
molekiiler hasarin1 ve detoksifikasyon kapasitesini artirdigi gosterilmistir. Konsantrasyona
bagh etkilerine bakildiginda terbinafin yiiksek konsantrasyonlarda ergin evreye kadar olan
yasama oranini ve disilerin yumurta verimini diisiirdiigii, orta bagirsak MDA, protein karbonil
miktarlart ile GST aktivitesini artirdig1 tespit edilmesine karsin diisiik konsantrasyonlarda
gelisme, esey orani, Omiir uzunlugu, yumurta verimi ve acgilma orani iizerinde Onemli bir
etkisi olmamistir. Bu veriler terbinafinin yiiksek konsantrasyonlarda oksidatif biyomolekiiler
hasara sebep oldugunu agikca gostermektedir. Ergosterol biyosentezine bilinen etkisi yaninda,
yiiksek konsantrasyonlardaki terbinafinin oksidatif etkisi G. mellonella’nin biyolojik ve
detoksifikasyon kapasitesinin zayiflamasina katkida bulunmus olabilir. Ancak terbinafinin
hedefi olan skualen epoksidaz enzimi insanlarda da bulunmasina ragmen, fungal hiicreler ile
kiyaslandiginda memeli hiicreleri terbinafine karsi daha az hassastir (Ryder and Dupont
1985). Terbinafin fungal patojenlerde skualen epoksidaz enzimini bloke ederek ergosterol
sentezini  Onlemektedir. Skualen epoksidaz, skualeni 2,3-oksidoskualene doniistiiriir.
Memelilerde 6nemli bir sterol olan kolesterol biyosentezinden sorumlu skualen sentaz,
skualen epoksidaz, oksidoskualen lanosterol-siklaz enzimlerinin genlerinin ortologu
boceklerde bulunmamaktadir (Rawson 2003, Astruc et al. 1977). Bu sebepten dolay1
terbinafinin ya da metabolizma ara iirlinlerinin boceklerde pro-oksidan etki gosterdigini ileri
siirmek daha mantikli olacaktir. Calismamizda terbinafin ile beslenen son evre larvalarinin
orta bagirsak dokusunda lipid ve protein oksidasyonu diizeyinin yiiksek bulunmasi bu goriisii
desteklemektedir. Diger taraftan memelilerde karaciger enzimleri tarafindan olusturulan
terbinafinin allilik aldehit metaboliti olan terbinafin-A (TBF-A)’nin karaciger safra
kanallarinin zar proteinlerini degistirmek suretiyle safra akimini azaltarak toksik etki yaptigi
bilinmektedir (Iverson and Uetrecht 2001). Terbinafinin biyodoniisiim metabolizma triinleri
N-demetilasyon, deaminasyon, alkil yan zincir oksidasyonu ve dihidrodiyol olusumu seklinde
en az 7 adet P450 (CYP) monooksijenaz izoenzimi tarfindan yiiriitiilen dort farkli yol ile
olusur (Vickers et al. 1999). Terbinafin ya da metabolizma tiriinlerinin bécegin orta bagirsak
dokusunda serbest radikal olusturarak oksidatif strese sebep oldugu detayli caligmalar ile

kanitlanmas1 gerekmektedir.
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BOLUM 5

SONUC

Dogal veya sentetik antifungal maddelerin zararli boceklerin yasam parametreleri ile iliskili
olarak oksidatif etkilerinin anlasilmasi boceklerin ¢evreleri, besinleri ve konaklar1 ile
fizyolojik ve ekolojik iliskilerinin anlasilmasini saglayacaktir. Bu ¢caligmada Pyralidae ailesine
ait olan biiyiik bal miimii giivesi G. mellonella model alinarak {ilkemizde tarimsal {iriinlere
zarar veren Oncelikle Pyralidae ailesine ait tiirlerin ve genelde diger zararli tiirlerin kimyasal
miicadelesinde antifungal antibiyotiklerin besinsel karigimlarinin  kullanilabilirliginin
laboratuvar sartlarinda arastirilmas1 amacglanmistir. Bécegin yumurta verimi ve agilima orani
ile ilgili elde edilen veriler, bu ¢alisma ile hedeflenen sonuglara ulasildigini gdstermistir.
Ayrica bu ¢aligsma, zararl bocekler ile miicadelede ¢evre ve hedef olmayan canlilara su anda
kullanimda olan insektisitler kadar zararli olmayan antifungal antibiyotiklerin kullanimina

yonelik bir stratejiye oncliliik edilmis olmasidir.
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