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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ORGANOFOSFORLU INSEKTISIT FENTHION’ UN Galleria mellonella L’ NIN
ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMI ve LiPiD PEROKSIDASYONU
UZERINE ETKILERI

Emel YALCINKAYA
Adryaman Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

DANISMAN: Yrd.Dog.Dr. Mustafa COSKUN

Yil: 2013, Sayfa:66

UYE: Yrd.Dog.Dr. Tamer KAYIS
UYE: Yrd.Dog.Dr.Ahmet GENC

Yapilan c¢alismada organofosforlu bir insektisit olan fenthionun farkli subletal
konsantrasyonlarmin (2.00, 4.00, 6.00, 8.00, 10.00, 20.00, 50.00, 100.00 pg/100 g
besin) model organizma Galleria mellonella larvalarinda oksidatif stres olusturma
potansiyelleri ve antioksidan enzimler ve lipit peroksidasyonu {izerine etkileri
arastirilmistir.  CAT  (katalaz), SOD (siiperoksit dismutaz) aktiviteleri, MDA
(malondialdehit) ve protein miktarlar1 spektrofotometrik yontemler kullanilarak
belirlenmistir. Fenthion protein diizeylerinde azalmaya neden olurken MDA miktarinda,
CAT aktivitesinde artisa neden olmustur. Diisiik fenthion dozlar1 SOD aktivitesini artisa
neden olurken yiiksek fenthion dozlart SOD aktivitesini 6nemli 6l¢iide azaltmistir.

Bu sonuglara gore fenthion’un oksidatif strese bagh toksisitesi, CAT and SOD gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesini etkileyerek oksidatif strese neden oldugu
belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Galleria mellonella, Antioksidan Enzimler, MDA, Fenthion



ABSTRACT
Master Thesis

EFFECTS OF THE ORGANOPHOSPHORUS INSECTICIDE FENTHION
ON ANTIOXIDANT DEFENSE SYSTEM and LIPID PEROXIDATION
LEVEL OF Galleria mellonellaL.

Emel YALCINKAYA
Adiyaman University
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Department of Biology
ADVISOR:Asst.Prof.Dr. Mustatfa COSKUN

Year: 2013, Page:66
Member:Asst.Prof.Dr. Ahmet GENC

Member:Asst.Prof.Dr. Tamer KAYIS

In the present study, the effects of different sublethal concentrations (2.00, 4.00, 6.00,
8.00, 10.00, 20.00, 50.00, 100.00 pg/100 g diet) of fenthion, an organophosphate
insecticide, was investigated about the potency to induce oxidative stress and effect on
antioxidant systems with model organism of Galleria mellonella larvae. Protein,
malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzyme
activities were determined spectophotometrically. Fenthion treatment caused a decrease
in protein levels, while an increase in MDA levels and CAT enzyme activity were
observed. The lower doses of fenthion increased SOD activity of wax mount G.
mellonella, whereas SOD activity was decreased by the higher doses.

In conclusion the oxidative stress-inducing potential of fenthioneffects antioxidant
enzymes such as CAT and SOD activity.

Keywords:Galleria mellonella, antioxidant enzyme,malondialdehyde (MDA), Fenthion
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1.GIRiS

Tarimda verimliligi artirmak amaciyla bilingsiz ve siirekli kullanilan pestisitler hem
ekolojik hem de ekonomik kayiplara yol agan kimyasal ve fiziksel maddelerdir. Asil
amact besin maddelerine zarar veren hasereleri ve diger zararlilari (pestleri) yok
etmektir. Insektisitler (organofosforlar, organoklorinler, carbamatlar), rodentisitler
( antikoagulantlar), herbisitler (paraquat, diquat, 2,4-diklorophenoxyasetik asid [2,4-D]),
fungisitler (e.g, dithiokarbamatlar , captan) ve fumigantlar ( etilen dibromid, metil
bromid) zararlilar1 6ldiirmek i¢in kullanilan pestisitlerdir (Ellenhorn vd. 1997).

Pestisitler, kullanilmalar1 ile gerek halk sagligi ve gerekse aclikla savasta besinlerin
korunmasi bakimindan faydalar saglamaktadirlar. Diger taraftan genis bir alanda
biraktiklar1 kalintilarla ekolojik sistemin ve uygulandigi ortamda hedef olmayan diger
canlilarin dengesini bozmaktadir. Pestisitlerin bu fayda zarar iliskisini degerlendirmek
ise oldukea giictiir. Ucuz olmasi, kisa siirede sonug alinmasi ve kolay uygulanabilirligi
nedeniyle cesitli insektisitlerin kullanildigi kimyasal miicadele tercih edilmektedir.
Kullanilan insektisitlerin genelde ndrotoksikan olup jiivenil hormon analoglarimi da
etkilerler. Boceklerin merkezi sinir sistemleri (MSS) gelismis olup, memelilerinkine
benzer. Aynmi sekilde perifer sinir sistemleri (PSS) de benzerlik gosterir. Bu nedenle
insektisitlerin toksik etki mekanizmalar1 ve hedef aldiklari organlar biitlin tiirlerde
aynidir. Ancak bu toksik etki siddetli dozla (maruziyet siiresi ve diizeyi,
biyotransformasyon hizi, absorbsiyon yoluna baglh olarak) ilgilidir. Sinir sisteminde
sodyum, potasyum, kloriir iyonlarinin membran transportunu interfere ederek (organik
klorlular, piretroidler gibi); spesifik enzimleri inhibe ederek; veya sinir ug¢larindaki
kimyasal norotransmitterleri etkileyerek (organofosforlular, karbamatlar gibi)
ndrotoksisitelerini gosterirler (Ecobichon vd. 1991). Insektisitler, kimyasal yapilarina
gore: Organoklorlular, organofosfor esterleri, N-karbamat tiirevleri ve pretiroid gibi
organik yapida olanlar; kalsiyum arsenat gibi anorganik yapida olanlar sekilde
siiflandirilabilirler. Ayrica sentetik (DDT gibi) ve bitkisel (nikotin gibi) kaynakli

olmak tizere de ayrilabilirler.



1.1 Organoklorlu Yapisindaki Insektisitler

Organoklorlu insektisitler klor, hidrojen ve karbon igerir. Organoklorinler bocekte MSS
uyarict olup etki mekanizmalari farkli olabilir.

Klorlu hidrokarbon grubu insektisitler, kimyasal yapilarina gore 3 siifta toplanirlar;

a) Diklorodifeniletan yapisinda (DDT, metoksiklor gibi)

b) Klorlu siklodien yapisinda (aldrin, dieldrin gibi)

¢) Klorlu benzen ve siklohekzan yapisinda olanlar(Ecobichon vd. 1991).

1.2 Karbamat Grubu Insektisitler

Karbamik asit tiirevleri, bitki korumasinda genis dl¢iide kullanilmaktadirlar. Karbamik
asitin N-metilkarbamik asit aril esterleri insektisit olarak kullanilirlar. N-arilkarbamik
asitlerin alkil esterleri ise kuvvetli herbisitler olup, monokotiledon yabanci otlara karsi
kullanilirlar. Baz1 karbamat asit tiirevlerinin ise, fungusit aktiviteleri de vardir

(Ecobichon vd. 1991) .

1.3 Piretroid Insektisitler (Piretrum)

En giivenilir ve ¢ok kullanilan insektisitler arasindadir. Piretroidlerin, memeliler i¢in
oldukca giivenli fakat bocekler i¢in son derece toksik olmalari, yiiksek etkinligi, kolay
biyobozunurluk ve diisiik toksisite 6zellikleri ve ¢evrede bu nedenle birikmemeleri en

onemli ozellikleridir (Kale vd. 1999).

1.4 Organofosforlu (OP) insektisitler

Organofosforlu (OP) insektisitler, diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan pestisit
grubu olup, pestisitlerin 6nemli bir kismini olusturmakta ve canli organizmalar {izerinde
istenmeyen etkilere neden olmaktadirlar. OP, hem insanlarda hem de hayvanlarda
merkezi sinir sistemi ve kardiyovaskiiler sistemi etkilemektedir. (OP), fosforik asitten
elde edilen ve cogunlukla kolinesteraz Onleyici ¢ok tehlikeli kimyasal ajanlardir.

Organafosforlar viicutta asetilkolinesteraz (AChE) karboksilik ester, kimotripsin gibi



hidrolazlar, plazma veya butirilkolinesteraz (BuChE), plazma ve hepatik
karboksilesteraz, paraksonaz ve diger nonspesifik esterazlarin fonksiyonunu engeller
(Abdollahi vd. 1999). Bazi bolgelerde ciftciler tarafindan en ¢ok kullanilan
organofosforlardan biri Fenthion'dur (o0,0-dimetil-0-(4 metilmerkapto-3- metilfenil)-
fosforotioat).

Fenthion i¢in baz1 ortak ticaret unvanlar1 Avigel, Avigrease, Entex, Baytex, Baycid,
DALF, DMPT, Mercaptophos, Prentox, Fenthion'un 4E, Queletox ve Lebaycid vardir
(Extoxnet 2003). Fenthion'un graniil, sivi, toz konsantreleri mevcuttur ve islatilabilir

toz formiilasyonlar1 bulunmaktadir. Fenthion bir insektisit ve avisiddir.

Formilii:

N
1l
CH;0-P-0 SCH;
CH;0
CH;

Fiziksel 6zellikleri: Saf madde renksiz ve hemen hemen kokusuzdur.

Kaynama noktasi: 0.01 mmHg’da 87°C

Coziiniirligii: 20°C suda 54-56 ppm, gliserid yaglari, aseton, etanol ve bir¢ok organik
¢Oziiciide ¢oziinebilmektedir.

Stabilitesi: 160°C’ye kadar stabil, 1518a ve alkalin hidrolizine kars1 direnglidir.

Buhar basmci (Uguculugu) : 20°C’de 4x10° mmHg. Fenthion cevrede fiziksel,
kimyasal ve biyolojik degisimlere sebep olmaktadir. Fenthion'un karaciger ve beyinde
lipit peroksidasyonu olusturdugu, DNA'nin tek ipliginde kiriklara neden oldugu
bulunmustur. Bu toksik etkilere de Fenthion'un olusturdugu reaktif oksijen tiirlerinin

(ROS) ve/veya serbest radikallerin neden oldugu tespit edilmistir (Bagchi vd. 1995).
1.5 Oksidatif Stres
Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve bunlarin son derece yikict dogasi en az otuz yildir

bilinen bir gergektir. Bunlarin ¢esitli hayati organlara patofizyolojik etkileri biiytiktiir ve

bunlarin diger etkileri héla merak uyandirmaktadir. Oksidatif stres en basit sekilde hiicre



tabakasinin lipit peroksidasyonuna neden olan serbest radikal iiretimi ile viicudun
antioksidan savunma sistemi arasinda dengesizlik olarak tanimlanabilir. Viicutta serbest
radikaller oksidatif stresin bir durumu olarak kronik ve kalici hasarlara neden
olabileceginden canlinin korunmasi i¢in antioksidanlar gelistirilir (Harman 1999). ROS,
stiperoksit anyonlar1 (O,) ve hidrojen peroksit (H,0O,), oksijenli solunum sonucu siirekli
olusturuldugu gibi radyasyon 1sinlari, ozon, sigara, bazi ilaglar, pestisitler gibi kimyasal
ajanlara maruz kalinmasindan dolay1 hiicre ve dokularda olusur (Davies ve Dean 1997).
ROS hiicresel bilesenlerde oksidatif zararlara neden olmaktadir, bdylece bozulmalara ve
yaslanmaya sebep olur (Orr ve Sohal 1994, Hermes-Lima ve Zenteno- Savin 2002).
Serbest radikal olusumunun bir sonucu olarak, hiicrelerde siirekli enzimatik ve

enzimatik olmayan reaksiyonlar gerceklesir (Halliwell 1994).

Oksidatif stresin tam dogasin1 anlamak i¢in, serbest radikal iiretiminin prensipleri ve

viicudun normal savunma sistemini agiklamak gereklidir.



Cizelgel. Onemli ROS ve RNOS é&zellikleri

Oy

Siiperoksit anyonu

Organizmada ¢esitli kaynaklardan olusur.
Olusum yerinden fazla uzaga difiizlenmez

ve ROS olusur.

H,0O,

Hidrojen peroksit

Serbest radikal degildir. Fe,Cu gibi
metaller ile serbest radikal olusturup,
hiicre membraninin igine ve digina

gegebilir.

OH

Hidroksil radikali

Biyolojik molekiillere en kuvvetli atak
yapan ve H,0O, varliginda, metal iyonu

varliginda olusan radikallerdir.

RO',R',R-S'

Organik radikaller

Swrastyla.  ROH, RH, RSH gibi

molekiillerden koken alirlar.

RCOO

Peroksil radikali

LOO Olarak da gosterilen, lipit

yikimindan olusan peroksil radikali

HOCI

Hipoklor asidi

Zararli mikroorganizmalari yikan ndtrofil
oksidatif patlama reaksiyonunda f{iretilir.
HOCI halogenizasyon ve oksidasyon

reaksiyonlart i¢in toksiktir.

0> yf

Singlet Oksijen

Yiiksek oksijen basincinda UV isin1 in

vivo toksik etkisi yoktur.

NO

Nitrik Oksid

NO sentaz ile endojen iyonlarina
baglanir.O; ve diger O, igeren radikallere

farkli RNOS’lar uretilir.




1.6 Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla ciftlenmemis elektronlar iceren atom ya da
molekiil olarak tanimlanir. Atomlarda elektron dagilimi incelendiginde elektronlarin
kabuklarda oldugu goriiliir. Kabuklar alt kabuklardan, alt kabuklar da elektron igeren
orbitallerden olusur. Serbest radikallerin dis orbitalleri, genellikle eslesmemis elektron
igerir (Halliwell vd. 1994). Radikaller ii¢ farkli mekanizma ile olusur: Yiiksek sicaklikla
kimyasal baglarin kirilmasi, normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ve normal bir
molekiile elektron transferi seklinde meydana gelirler. Bu radikallerin baslicalari,
singlet oksijen (10, ), siiperoksit anyonu (-O5"), hidroksil (-OH), peroksil (ROO-) ve
alkoksil (RO") radikalleridir (Kaur ve Kapoor 2001).

1 - Radikaller:
Stiperoksit radikal ( O; )
Hidroksil radikal ( OH )
Alkoksil radikal ( LO )
Peroksil radikal ( LOO )

2 - Radikal olmayanlar:
Hidrojen peroksit ( H,O; )
Lipit hidroperoksit ( LOOH )
Hipoklorik asit ( HOCI)

3 - Singlet oksijen

1.7 Serbest Oksijen Radikalleri

Oksijen, aerobik canlilardaki oksidasyon reaksiyonlarinda son elektron tutucusu olmasi
ve solunumda rol almasi nedeniyle Onemlidir (Phillips vd. 2003). Viicutta meydana
gelen radikaller her zaman tehlikeli kimyasal tiirler olarak degerlendirilmemelidir.
Oksijenin biyokimyasal tepkimelerde kullanilmasi i¢in reaktif formlara doniistiiriilmesi
zorunludur. Ornegin, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu igin radikal yapimi sarttir.
Oksijen birer elektronu eksik iki oksijen atomundan meydana gelmistir. Ancak bu

sekilde oksijen reaktif degildir, ¢linkii her iki atom belli bir dengededir. Diger bir



taraftan yasam icin mutlaka gerekli olan oksijen, canli yasaminin sona erdirilmesinde de
etkili olan faktorlerin basinda gelir. Normal metabolizmada molekiiler O,’nin biiyiik bir
kismu oksidazlar yoluyla suya cevrilmektedir. Geriye kalan kismui ise oksijenazlar
yoluyla hiicre i¢i organellerin yapilarini ve fonksiyonlarini degistiren, membranlarda
oksidatif yikima neden olan reaktif toksik iirlinlere donistiiriiliir. Bagka bir deyisle
oksijenin canlilardaki toksik etkisinin oksijen radikalleri olarak adlandirilan ve oksijenin
viicuttaki metabolizmas:t esnasinda meydana gelen reaktif tiirlerden kaynaklandigi
bilinmektedir. Metabolik olaylarin normal seyrinde oksijen toplam dort elektron kabul
edebilir. Oksijene bir elektron eklenmesi siiperoksit anyonu, iki elektron eklenmesi
hidrojen peroksit, ti¢ elektron eklenmesi hidroksil radikali ve dort elektron eklenmesiyle

su olusur (Kaur vd. 2001).

1.7.1 Siiperoksit radikali

Canlilarda olusan ilk radikal olarak bilinen siiperoksit ylizlerce enzimin katalitik
etkisiyle, enerji metabolizmasiyla ve biyolojik molekiillerin aerobik ortamda
oksitlenmesiyle meydana gelir. Molekiiler oksijenin dig orbitallerinde paylasilmamis iki
elektron vardir. Dis orbitallerden her biri birer elektron daha kabul edebilir. Hiicresel
kosullarda olusan siiperoksit, orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit anyonu
(stiperoksit radikali Oy") iki elektron almasi ile tehlikeli olan peroksil anyonu olusur. O,
bir oksitleyici gibi davranarak bir elektron daha alabilir ve olusan peroksil anyonu

ortamdan iki proton alarak hidrojen peroksit (H,0O,) olusturabilir (Halliwell vd. 1994).

02 +e —POQ-'

1.7.2 Hidroksil radikali

Oksijen radikalleri i¢inde en reaktif ve toksik etkili olani hidroksil radikali (OH’) dir.
OH' nin yiiksek reaktivitesi nedeniyle istenmeyen toksik etkileri yani sira, iiretilmeleri
normal biyolojik fonksiyonlar i¢in de gereklidir. OH" ile olusan en iyi tanimlanmis
hasar, lipit peroksidasyonunda serbest radikal zincir reaksiyonudur. Hiicre zar1 su

icermediginden hedefi yag asididir. Zar lipitlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar



gecirgenligi artirarak Oliimiine sebep olur. Bu radikal fagositoz ve pek ¢ok enzimatik
tepkimenin bir parcgasi olarak {iretilir ve kataliz olayma dogrudan katilir. Suyun ytiiksek
enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusabilir (Cheeseman ve
Slater 1993, Halliwell 1999, Song 2004). H,O, nin UV 1s181ina maruz kalmasi ile OH -
olusabilir. OH" hidrojen peroksitin gecis metalleri varliginda indirgenmesi ile (Fenton
Reaksiyonu), H,O; ‘nin O, ile reaksiyonu (Haber-Weiss Reaksiyonu) ile de olusur.
Hidrojen peroksidin Fe'? ve diger gecis elementleri (Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo)
varliginda indirgenmesi (Fenton Reaksiyonu) ile veya O, ile reaksiyonu sonucunda
(Haber-Weiss Reaksiyonu) OH" olusur (Nordberg ve Arner 2001, Deaton ve Marlin
2003).

Fe”+0° ———» Fe2+0,
Fe”?+H,0, ——  Fe”+ OH + OH

Net sonu¢: O+ H, O, —— > OH +OH + O,
1.8 Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit (H,O,) hiicreler i¢in toksik olmakla beraber, 6zellikle indirgenmis
metal iyonlariyla reaksiyona girdiginde Onemli serbest radikal hasarina neden
olmaktadir. O, ’ye bir elektron transferi (sliperoksit dismutasyonu) ya da O;’ye iki
elektronun eklenmesi (indirgenme) ile meydana gelir. Yapisinda paylasiimamis elektron
bulunmadigindan radikal 6zelligi tasimaz ve bu yiizden reaktif tiir degildir. Oksitleyici
olarak bilinmesinin nedeni demir, bakir gibi metallerin varliginda hidroksil radikalinin
Onciisii olarak davranmasidir. H,O, proteinlerdeki hem grubunda bulunan demirle
birleserek yiiksek oksidasyon seviyesindeki reaktif demir atomlarin1 olusturur.
Oksitleyici 6zelligi nedeniyle hiicreden uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu gorevi

antioksidanlar gerceklestirir (Deaton ve Marlin 2003).

20,°+2H" =292 0, + H,0,



1.9 Singlet oksijen

Singlet oksijen ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan bir reaktif
oksijen tiliriidlir. Dismutasyon tepkimeleri sirasinda kendiliginden ve enzimlerin

etkileriyle meydana gelir (Halliwell vd. 1994).

1.10 Serbest Radikallerin Kaynaklari

Serbest radikaller baslica, oksijenin normal metabolizma basamaklarinda indirgenmesi
ile agiga c¢ikmaktadir. Ayrica, organik maddelerin ¢ilirlimesi, plastik maddelerin
islenmesi gibi endiistriyel islemlerde oksijenin kismen rediiksiyonu ile olugabilmektedir
(Thomas 1995). Serbest radikallerinin kaynaklari:

I - Normal biyolojik islemler

a - Oksijenli solunum

b - Katabolik ve anabolik islemler

I - Oksidatif stres yapict durumlar

Ksenobiotik maddelerin etkisi

I1I- Oksidan enzimlerdir.

1.10.1 Biyolojik kaynaklar

Biyolojik kaynaklar aktive olmus fagositler (solunumsal patlama = respiratory burst),
antineoplastik ajanlar (bleomisin, adriamicine), radyasyon isinlarina maruz kalma ,
aligkanlik yapan maddeler (alkol ve uyusturucular), ¢evresel ajanlar (hava kirliligi
yapan fotokimyasal maddeler, hiperoksi, pestisitler, sigara dumani )ve stres serbest

radikal olusumuna neden olan biyolojik kaynaklardir (Thomas 1995).



1.10.2 intraselliiler kaynaklar

Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu: Tioller

Enzimler ve proteinler: Ksantin oksidaz, hemoglobin. Mitokondrial elektron transportu.
Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri (stokrom P-
450).

Peroksizomlar: oksidazlar, flavoproteinler.

Plazma membrant: lipit peroksidasyonu.

Oksidatif stres yapic1 durumlar: Iskemi, travma (Bendich vd. 1986).

1.11 Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, genelde i¢ ve dis etkenlere bagli olarak iiretimlerindeki artisi takiben
basta zar fosfolipitleri olmak {izere hiicresel bilesiklerin tiimiine (karbonhidrat, lipit,
protein, DNA) zarar vermekte, membranlar depolarize olmakta, detoksifikasyon
enzimlerin aktivitesi artmakta, hiicre zarinin gecirgenligi ve elektriksel yiik dengesi
degismektedir (Kavas 1989, Sinclair vd. 1990). Hiicrede baslica mitokondri olmak
lizere hiicre zari, lizozomlar, peroksizomlar, ¢ekirdek ve endoplazmik retikulumda

lokalize olur (Bendich vd. 1986).

1.11.1 Membran lipitlerine etkileri (Lipit peroksidasyonu)

Lipit peroksidasyonu biyolojik karmasik bir siiregtir. Poliansatiire (doymamis) yag
asitleri serbest radikal hasarina kars1 hassastirlar. Bu oksidatif hasara “Lipit
Peroksidasyonu” denir. Yag asitlerinin oksidasyonu reaktif bir radikal tarafindan yag
asitlerinin metilen gruplarindan bir hidrojen atomunun koparilmasi ile baslar. Karbon
merkezli radikal olugsmast ve daha sonra molekiiler oksijenin baglanmasi ile lipit
hidroperoksitleri meydana gelir. Lipit hidroperoksitleri, lipit peroksidasyonunun erken
asamasini olusturur ve ¢ok uzun omiirliidiir. Boylece zincirleme reaksiyon baslar. Lipit
hidroperoksitlerinin yikimi ile de biyoaktif aldehitler meydana gelir. Bunlardan en
onemlisi MDA (malondialdehit) dir. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilir,

ya da diffiize olarak diger hiicrelerde hasar yaratirlar. Aerobik bir ortamda gerek
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metabolizma reaksiyonlar1 sirasinda, gerekse dis etkenlere bagl olarak meydana gelen
oksijen kaynakli radikaller, lipoproteinlerde ve hiicre zarinda bulunan lipitlerde (¢oklu
doymamus yag asitleri, PUFA) oksidasyona sebep olur. Lipit hidroperoksitleri ile nihai
yikim {iriinii olan diisiik molekiil agirliklt MDA lipit peroksidasyonunun indeksi olarak
kabul edilir. Lipit peroksitlerinin konsantrasyonlart artttkca, membranlarin
akiskanliklar1 azalir ve kalsiyum gibi iyonlarin hiicre i¢ine gegisi kolaylasir ve nihayet
hiicre fonksiyonlarinda bozukluklar ortaya ¢ikar. Sonugta membran akiskanliginda
azalma ve permeabilite degisiklikleri meydana gelir (Kavas 1989). MDA hiicre
membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz
baglanmasina yol agar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuglar dogurur. MDA bu 6zelliklerinden dolay1 DNA nin nitrojen bazlari ile

de reaksiyona girebilir (Kavas 1989).

1.11.2 Proteinlere etkileri

Proteinlerin, serbest radikal hasarindan ne derece etkilenecegi aminoasit
kompozisyonuna baglidir. Proteinin hiicresel lokalizasyonuna ve radikalin toksisite
giiciine gore protein harabiyetinin boyutlar1 degisebilir (Kavas 1989). Doymamis baglar
ve —SH igeren molekiiller ile triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin ve sistein
gibi amino asitleri igeren proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenir.
Immiinoglobulinler gibi fazla sayida disiilfit bag1 bulunduran proteinlerde oksidasyon
sonucu radikaller meydana gelir ve proteinin ii¢ boyutlu yapisi bozulur. Polipeptit
yapisinda yer alan bazi amino asitlerin karbon atomlarindan, reaktif oksijen molekiilleri,
ozellikle de hidroksil radikali etkisiyle hidrojen atomunun koparilmasit sonucu radikaller

olusur (Kavas 1989).
1.11.3 Niikleik asitler ve DNA'ya etkileri
Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca etkilesime girer ve degisikliklere yol

acar. Sitotoksisite, biiylik oranda, niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan

kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger bozukluklara baglidir. Radyasyonla
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olusan serbest radikaller, DNA’y1 olumsuz bir sekide etkileyerek hiicrede tamir

edilemeyen mutasyonlara ve 6liime yol acarlar (Kavas 1989).

1.11.4 Karbonhidratlara etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit meydana gelir. Bunlar
diabet gibi patolojik proseslerde Onemli rol oynarlar. Bag dokusunun o6nemli bir
mukopolisakkariti olan hyaliironik asit, sinovyal sivida bol bulunur. Bazi eklem
hastaliklarinda sinovyal siviya ¢ok sayida hiicre goc eder ve ekstraseliiler siviya H,O,

ve O, salgilarlar (Kavas 1989).

1.12 Antioksidan Savunma Sistemi

Canli viicudunda serbest radikallerin yol actig1 hasar1 ortadan kaldirmak igin ¢esitli
mekanizmalar vardir. Viicudun temel ve en 6nemli savunma mekanizmasi antioksidan
ajanlardir. Antioksidanlar viicutta zararli etkileri olan serbest radikallere ve oksidatif
strese kargi savunma saglayan suda ya da yagda ¢ozilinebilen hayati biyomolekiillerdir
(Nice 1997). Bunlara ‘“antioksidan savunma sistemleri”, bu sistemde kullanilan
molekiillere ise “antioksidanlar” denir. Antioksidanlar endojen (dogal) ve eksojen
kaynakli olabilirler. Dogal antioksidanlar, siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz gibi enzimatik antioksidanlar ve askorbik asit, glutatyon, a-tokoferol ve -
karoten gibi non-enzimatik antioksidanlardan olugsmustur (Ferreira vd. 2005). Eksojen
antioksidanlar ise folik asit, NADPH oksidaz inhibitorleri ve sitokinler gibi bazi
maddelerdir. Antioksidanlar organizmada etkilerini; serbest radikal olusumunu
engelleyerek, reaktifleri uzaklastirarak, oksijeni uzaklastirarak, katalitik metal iyonlarimni
yok ederek, olusan radikalleri uzaklastirarak, olusan radikalleri daha az etkili hale
dontistiirerek, oksidanlar1 yok ederek (temizleme), bir hidrojen atarak ve baskilayarak
veya serbest radikallerin olusturduklari hasar1 ortadan kaldirarak gosterirler. Boylece

serbest radikaller tarafindan proteinler ve DNA okside olmaktan korunmus olur.
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1.12.1 Katalaz (hidrojen-peroksit: hidrojen-peroksit oksidorediiktaz) (CAT)

Bir metalloenzim olarak bilinen CAT enzimi peroksizomlarda ve sitozolde bulunan en
etkili protein katalistlerinden biridir. CAT, hematin ve demir igerigine sahip dort
hematin grubu bulundurur (Aebi 1974). Baska bir deyisle aktif kisminda dort tane
ferrihem grubu (Fe’") bulunduran bir hemoproteindir. Her alt iinite ayn1 zamanda
enzimi kendi substratt H,O,° ye karsi koruyan ve etkinligini artiran NADPH igerir
(Halliwell ve Gutteridge 1999, Aydin vd. 2001, Nordberg ve Arner 2001). SOD enzimi
faaliyeti sonucunda meydana gelen toksik hidrojen peroksit (H,O,), CAT enzimi
etkisiyle su ve oksijene doniistiirilmektedir (Duthie vd. 1989). CAT bir demir ya da
manganezi kofaktor olarak kullanip, su ve oksijen ile hidrojen peroksit doniisiimiini
katalize eden enzimlerdir (Zamocky vd 1999, Chelikani vd. 2004).
CAT

2 H,0, —»2 H,0+0;,

Katalazin bu reaksiyonu iki basamakta gergeklesir. Birinci basamakta, kompleks I
olarak ifade edilen ara iirlin olusur. Bu ara iiriin, hidrojen peroksidin enzime baglanmasi
ile olusur. Kompleks I’in ikinci hidrojen peroksit molekiiliiyle reaksiyonu, su ve

molekiiler oksijen olusumuyla sonug¢lanir (Chance vd. 1979, Gebicka vd. 1989, Akertek
1994).

CAT +H, 0 ———» CAT —— H);0, (Kompleks I)

CAT H202 + HzOz —» CAT+2 HZO + 02 (CAT aktivitesi)

CAT

2 HzOz —» 2 Hzo + 02

Katalaz, H,O,’nin yiiksek konsantrasyonlarinda daha etkilidir. Daha diisiik H,O;
konsantrasyonunun s6z konusu oldugu durumlarda, bu aktif tliriin soniimlenmesinde
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) daha etkilidir (Duthie vd. 1989). Hidrojen peroksit

(H203), biyolojik 6nemi olan molekiillerin ¢ogu ile reaksiyona girmemekte ve OH
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radikali gibi daha reaktif oksidanlarin olusumunda bir 6n madde olarak rol

oynamaktadir.

1.12.2 Siiperoksit Dismutaz (Siiperoksit: siiperoksit oksidorediiktaz) (SOD)

SOD hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde ve hiicre dis1 sivilarda bulunan
metalloenzimlerdir (Johnson vd 2005). Lepidopteran boceklerin hemolenfinde ve gesitli
dokularinda siiperoksit radikal iiretimi ve SOD aktivitesi goriilmiistiir (Felton ve
Summers 1995, Arakawa 1994). Bu enzim, siiperoksit anyonunun (-O;’), hidrojen
perokside (H,O,) ve oksijene doniisiimiinii katalize ederek bu radikallerin etkisini
azaltmaktadir.

Bu reaksiyon, siiperoksit anyonunun pH 11 ve altinda oldukga stabil olmasina ragmen,
enzim katalizi olmasa bile normal fizyolojik pH degerlerinde olduk¢a hizli yiiriimekte-
dir. H,O,, SOD tarafindan katalizlenen dismutasyon tepkimesi sonucu ortaya ¢ikar ki
stiperoksit molekiilii iki proton alarak H,O, ve molekiiler oksijeni olustururlar. Tepkime
sonucu radikal olmayan fiirtinler (H,O, ve O,) meydana geldiginden bu bir dismutasyon

tepkimesi olarak bilinir (Fridovich 1975).

20, +2H" — H,0,+ 0,

H,0, bir serbest radikal olmadigi halde, ROS igine girer ve serbest radikal
biyokimyasinda onemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksit ile tepkimeye girerek en reaktif
ve zarar verici serbest oksijen radikali olan OH' olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir

(Bannister 1980, inan 1998).

H,0, + O, ——» OH +OH + 0O,

Bu tepkimeye Haber-Weiss Tepkimesi adi1 verilir. Haber-Weiss tepkimesi ya katalizor
varliginda ya da katalizorsiiz cereyan edebilir. Fakat katalizorsiiz tepkime oldukca yavas
ilerler. Demir gibi gecis metalleri ile katalizlenen ikinci sekli ise cok hizlidir

(Kiigtikaksu 1993, Adali 1998, Yanbeyi ve Eren 1999). Bu tepkimede 6nce Ferri demir
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(Fe’) siiperoksit tarafindan Ferro demire (Fe?") indirgenir. Sonra bu ferro demir
kullanilarak “Fenton Tepkimesi” ile hidrojen peroksitten OH™ ve OH" {iretilir. Tepkime

mekanizmasi asagidaki gibidir. (Basaga 1987)

0, +Fe*'——» 0, + Fe*"

Fe* + H,0, —» Fe’" + OH+ OH ( Fenton tepkimesi)

0"+ H,O,——» OH + OH + O, (Haber Weiss tepkimesi)

Goriildiigii gibi siliperoksit hem hidrojen peroksit kaynagi, hem de gecis metalleri
iyonlarinin indirgeyicisidir. Bu tepkimeler (Fenton ve Haber-Weiss Tepkimeleri) Mn"
varliginda hizlanabilir. Indirgenmis gecis metalleri (demir ve bakir gibi) okside
sekillerine gore H,O,’den daha reaktiftir (Misra ve Fridovich 1972, Bannister vd. 1987,
Inan 1998).

Bununla birlikte, gercekte tiim aerobik organizmalarin SOD igerdigi belirlenmistir.
SOD enzimi reaksiyon hizim1 artirmak icin yeterince gii¢lii bir katalisttir. Siiperoksit
anyonu (O;- ) da, H,O, gibi bir oksidan olarak ¢ogu organik bilesikle direkt olarak
reaktif degildir ancak muhtemelen daha reaktif ve yiiksek toksisiteye sahip oksijen
tiirlerinin olusumuna neden olmaktadir. Titiin bitkisinin yasli yapraklarinda membran
hasarinin bir isareti olarak SOD ve CAT enzim aktiviteleri azalma gostermektedir. Bu
iki enzimin aktivitesi ve yapraklardaki lipit peroksidasyonunun derecesi arasinda ¢ok
acik bir korelasyon belirlenmistir. Bu enzimlerin, yapragi lipit peroksidasyonunun
zararl etkilerinden korumada 6nemli rolleri oldugu ileri stirtilmektedir (Larson 1988).
Oksijen radikallerine karsi en Onemli savunma sistemi arasinda SOD enzimleri
bulunmaktadir (Fridovich 1995). SOD aerobik organizmalarda siiperoksit radikallerini
oksijen ve hidrojen peroksite katalizleyen bir metalloenzimdir (Fridovich 1975).
Oksidatif strese karst korumada onemli rol oynar (McCord ve Fridovich 1969,
Bannister vd. 1987, Ahmad 1992, Felton ve Summers 1995). SOD ailesi sitozolde
bulunan Cu/SOD, mitokondri de bulunan Zn/SOD ve ekstraselliiler enzim ( EC-SOD)
den olusur (Bordo vd. 1994).

15



1.12.3 Glutatyon transferaz ve Glutatyon Peroksidaz (glutatyon:hydrojen peroksit
oksidorediiktaz) (GSH-Px)

Oksidatif stres boyunca iiretilen hidrojen peroksit i¢in diizenleyici enzim olarak GSH
ozellesmigtir (Zenkov vd. 2001). Tiyol gruplari, enzimatik reaksiyonlar aracilifiyla ve
serbest radikalleri yakalamak suretiyle gérev yapan aym zamanda dokular1 hasara karsi
koruyup viicut 1sisim sabit tutan hiicresel antioksidanlardir (Sokolovskii 1988). Tiyol
grubu tasiyan bir tripeptid olan glutatyon, serbest radikallerin yikici etkilerini dnleyen
veya azaltan transferazlar, peroksidazlar gibi birgok enzimin substrati olarak gorev
yapmaktadir. Suda ¢6ziinebilen bir tiyol olan ve bir¢ok hiicrede ¢ok yiiksek konsantras-
yonlarda bulunan glutatyon, biyolojik membranlar1 lipit peroksidasyonuna karsi
korumaktadir. Bu koruma, enzimatik olarak gerceklegsmektedir. Aktivitesi igin Se
mineraline ihtiyag duyan GSHPx enzimi, glutatyonun indirgenmig formunu (GSH),

oksitlenmis hale (GSSG) doniistiirmektedir (Sokolovskii 1988).

GSHPx
2 GSH + H,0, — GSSG +2 H,0
Glutatyon aym zamanda hiicre iginde singlet oksijen (10,), siiperoksit anyonu (-0%),
hidroksi (‘OH) radikalleri gibi birgok zararli oksidanla enzim katalizi olmaksizin da
reaksiyona girmektedir (Larson 1988).

1.12.4 Glutatyon rediiktaz (glutatyon:NADP+ oksidorediiktaz) (GSH-Rd)

H,0, in detoksifikasyonu reaksiyonunda okside formuna déniisen glutatyonun tekrar
kullamlabilmesi i¢in rediikte GSH” a doniistiiriilmesi gerekmektedir. Glutatyon rediiktaz
NADPH varliginda glutatyon disiilfiti tekrar rediikte glutatyona (GSH) ¢evirir (Hermes-

Lima vd. 2001).

GSSG + NADPH + H" «—— 2GSH + NADP"
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1.12.5 E vitamini

En Onemli antioksidanlardan biri olarak kabul edilmistir. E vitamini ROS ve lipit
peroksil radikallerini inhibe eder. Boylece, fosfolipit membranlar1 oksidatif hasar ve
lipit peroksidasyonuna kars1 korur, plazmada ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein, hiicresel

proteinlerin, DNA'nin ve membranlarin dejenerasyonu engeller (Bendich vd. 1986).

1.12.6 C Vitamini

C vitamini ekstraselliiler sivilarda bulunan suda ¢6ziiniinen ve belki de en Onemli
antioksidandir. Peroksil radikal tarafindan baslatilan lipit peroksidasyonu inhibe eden
en etkili antioksidandir (Nice 1997, El-Demerdash vd. 2005). Buna ek olarak askorbik
asit peroksil radikal, siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikal ve singlet oksijen
icin etkili bir radikal tutucudur (Nice 1997). C vitamininin diger bir o6zelligi de
antioksidan 6zelliginin yani sira oksidan olarak da gorev yapmasidir. Ciinkii vitamin C
ferri demiri ferro demire indirger bdylece fenton reaksiyonunda H,O; ile etkilesmeye
uygun olan ferro demir olusur. Reaksiyon sonucunda ise O,” nin olusmasina yol agar.
Bu 6zelliginden dolay1 bir prooksidan olarak degerlendirilir (Bendich vd. 1986, Lunec
ve Blake 1990).

1.12.7 A Vitamini

A vitamini lipofiliktir, O, radikalini yok eder ya da peroksil radikali ile reaksiyona

girerler (Nice 1997).
1.12.8 Urik asit
Piirin metabolizmasinin bir ara iiriiniidiir. Urik asit, hidrofiliktir ve O,”, ‘OH ve peroksil

radikallerini soniimler. Gegis metalleri ile bag yaparak C vitaminin oksitlenmesini

engeller (Nice 1997).
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1.12.9 Albumin ve bilirubin

Albumin viicutta bir¢ok fonksiyonuna ek olarak bakir iyonunu baglama yetenegine de
sahiptir ve bdylece bakir iyonuna baglh lipit peroksidasyonunu ve OH' olusumunu
inhibe eder. Albumin kandaki yag asidlerini de tasir, ayrica bilirubin de albumine
baglanir. /n vivo ortamda bilirubin, lipit peroksidasyonunda antioksidan olarak rol
oynar. Muhtemelen in vivo ortamda bilirubin, albumine bagli yag asitlerinin

peroksidasyonunu 6nleyebilmektedir (Reiter 1998).

1.12.10 Melatonin

Melatonin giiclii bir antioksidandir (Tan vd. 2007). Melatonin kolaylikla hiicre zar1 ve
kan-beyin bariyerine gecer (Reiter vd. 2009) Hidroksil radikalleri ile reaksiyona
girdikten sonra indolil katyon radikaline doniisiir bu da ortamdaki O,  ‘ni tutarak

antioksidan aktivite gosterir (Reiter 1998).

1.13 insektisitlerin Etkileri

Tarimsal zarara sebep olan en 6nemli canli grubu boceklerdir. Lepidoptera takimina ait
tiirler bu grup igerisinde Onemli bir yer tutmaktadir. Bocekler tarimsal iirtinlerin
cesitlilik, kalite, verim, depolama, pazarlama kalitesini diisiiriirken ayni1 zamanda ¢esitli
hastaliklarin tasinmasinda araci olduklarindan halk sagligi acisindan da tehdit
olusturmaktadir. Lepidoptera takimina ait zararl tiirlerin yapay besinler ile kiiltiire
alinmasi ekoloji ve fizyolojilerinin yaninda bunlarin farkli evrelerindeki baz1 metabolik
olaylarinin molekiiler diizeyde incelenmesine de olanak saglar (Pohlon ve Badwin 2001,
Biiyiikgiizel vd. 2002, Tunaz vd. 2003). Boylece gelistirilen yeni insektisitlerin arazi
uygulamasindan dnce laboratuvar sartlarinda bocek {izerindeki etkileri arastirilmis olur.
G. mellonella, ar1 kovanlarma zarar veren en Onemli gilive tiirinden biridir. G.
mellonella larvalari, yumurtadan ¢iktiktan sonra larva olarak 8 evre gegirirler ve son iki
evrede maksimum biiyiikliige ulasirlar. Olgunlasan son evre larvalari ¢evrelerine koza
Orerek pupa evresine gecerler. Pupalardan da ergin kelebekler olusur. Uygun kosullar
altinda larval geligim siiresi 40 giinii bulmakla beraber ¢evre kosullarina bagli olarak bu

siire degisebilmektedir. Embriyonal gelisim optimum kosullarda 3-4 giin iginde
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tamamlanabilecegi gibi ortam kosullarina bagli olarak bu siire 25 giine kadar
uzayabilmektedir. Yumurtalarin a¢ilimi 8-10 giinde tamamlanmaktadir. Yumurta
kulugka siiresi sicaklik, nem, besinin kalitesi gibi etkenlerden etkilenmektedir (Ozer
1962). Her bir disi yasam siiresi boyunca yaklagik 500 kadar yumurta birakir. Agilan
yumurtalardan ¢ikan larvalar kovan i¢ine dagilarak petek igerisinde beslenme tiinelleri
meydana getirirler. Ergin larvalar 2,2 cm’ ye kadar ulasabilirler. Bu evrenin sonunda
kovan i¢inde veya disinda pupa olusturarak hayat dongiilerini devam ettirirler (Burges
1978). ). Biiyiikk bal mumu glivesinin ergin, pupa ve yumurta evresindeki bireyleri
peteklerde zarara neden olmazken, larvalar1 6nemli lgiide zararli olmaktadir. Peteklerin
i¢ kisimlarinda tiineller agarak petege zarar vermekte ve tekrar kullanilma ihtimalini yok

etmektedir (Akyol vd. 2009).

G. mellonella’nin da dahil oldugu bazi zararli Lepidopter tiirlerini laboratuvarda
yetistirmek amaciyla ilk defa Haydak (1936) tarafindan yapay bir besin ortami
gelistirilmigtir. Daha sonraki yillarda Bronskill (1961) tarafindan kepek, petek, gliserin,
bal ve su karigimlarindan olusan yapay bir besin gelistirilmistir. Bu sayede kisa siirede
kitle halinde tiretim yapilabilmektedir. Yumurta, larva, pupa ve ergin kelebek evrelerine
sahip olan bu tiiriin hayat dongiisii yumurtadan ergin evreye kadar yaklasik 6 haftadir.
G. mellonella, sicak bolgelerde ar1 kovanlarinda ve zayif kolonilerde yasamak i¢in iyi
adapte olmustur. Ergin giiveler yumurtalarini kovanlarda bal arilarinin ulagsamayacagi
ahsap kisimlardaki catlaklara birakirlar. Geng larvalar petekler i¢inde oyuklar agarak bal
ve petekler ile beslenirler. Yash larvalar, ordiikleri aglar ile petekleri birbirine

yapistirmak suretiyle tamamen yerler (Ali vd. 1973

Fizyolojik, immunolojik, biyokimyasal ve parazitolojik c¢aligmalarda yaygin olarak
kullanilan boceklerden biri olan mum giivesi G. mellonella besinsel ihtiyaglari, ekolojik
adaptasyonu ve gelisme Ozellikleri ile entomolojik arastirmalarda tercih edilen bir
tirdiir. Basta Pimpla turionellae olmak {izere bircok hymenopter tiiriiniin

yetistirilmesinde konak olarak kullanilmaktadir.

Dogada bulunan canli organizmalar lizerine toksik maddelerin etkilerinin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in, G. mellonella L. oldukga iyi bir fizyolojik model olusturmaktadir.
Bununla beraber calismada model organizma olarak G. mellonella min kullanilma

nedenleri arasinda hizli yasam dongiisii, larva biiyiikliigii ve yapay besinlerle kolay
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bliylimesi sayilabilir. G. mellonella larvalar1 ve puplarn parazitoid bdceklerin
laboratuvar sartlarinda ¢ogaltilabilmesi i¢in konak olarak kullanilmaktadir. Konak besin
bilesimdeki degisimin boceklerin ergin donemdeki fizyolojik parametreleri etkiledigi

bilinmektedir.

Bu bilgiler 1s1ginda farkli oranlarda hazirlanan fenthion’nun birgok parazitoidin
laboratuvardaki {iretiminde konak olarak kullanilan G.mellonella 'nin SOD ile CAT

aktivitesi ve MDA miktar1 lizerine etkisi arastirilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Vadhva ve Hasan 1986, farkli dozlarda dichlorvos etkisi altinda kalan Heteropneustes
fossilis” de beyin dokusunun farkli bdlgelerinde lipit peroksidasyonunun doza bagiml

olarak arttig1 bulunmustur.

Kaur ve Ansal 1996, Phosphamidon, Fenitrothion ve Fenthion’a maruz kalan
zooplanktonlarin hassasiyeti arastirilmistir. Zooplankton gibi kii¢iik omurgasiz
hayvanlarda olusan stres olustugu iizerinde ve sudaki kirlilige odaklanmislardir.

Ekosistemdeki kirlilik oranlar1 hizlica degisebilmektedir.

Pedrajas vd. 1996, Dieltrin enjekte edilen Sparus aurata karacigerinden subseliiler
fraksiyonlarin hazirlandig1 bir ¢alismada 2 giin boyunca nukleusta CAT ve SOD
aktivitesinin degismedigi belirtilmektedir. Ayni1 ¢alismada 7 giin boyunca nukleus ta
CAT artarken SOD aktivitesi degismemis, hafif mikrozomal fraksiyonda CAT ve SOD
aktiviteleri artmis, sitosolde ise CAT aktivitesi artarken SOD aktivitesi de§ismemistir.
Bu nedenle, bu ksenobiyobiyotikler oksidatif stresi indiiklemelerine karsin farkl

subseliiler bolgelerde SOD ve CAT aktiviteleri iizerine farkl etkiler yapmaktadirlar.

Reiter 1998,canlilarda oksidatif etki genelde proteinlerin modifikasyonu, mitokondrial
fonksiyon bozuklugu, lipit peroksidasyonunun ve DNA’daki hasarin artmasi seklinde

gbzlenmektedir.

Krishnan 2006, Misir kurdu Spodoptera littoralis bagirsaklarinda oksidatif radikalleri
ve antioksidan enzim seviyeleri karsilastirildi. On ve ortabagirsak doku ve bagirsak
iceriginde oksidatif stres ile siliperoksit radikal, toplam peroksit icerik ve protein
karbonil icerigi degerlendirilmistir. SOD, CAT, askorbat peroksidaz (APOX) ve
glutatyon S-transferaz peroksidaz (GSTpx) Olclilmiislerdir. Siiperoksit radikal
tiretiminde belirgin bir artis, total peroksit artisi ve protein karbonil diizeyleri
kaydedildi. Antioksidan enzimlerin SOD (ortabagirsak dokularda), CAT (6n bagirsak
dokusu ve igerigi), APOX (6n bagirsak igerigi) veGSTpx yari-yapay diyet ile
beslenenlerle bitki diyet ile beslenenler karsilastirildiginda yiiksek oldugu kaydedildi.
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Biiytlikgilizel 2006, yaptigi calismada G.mellonella da malation ile oksidatif stres
olusturmus ve konukcusu olan Pimpla turionellae’de ergin ¢ikisi, Omiir uzunlugu ve
oksidatif ve antioksidatif etkilerini incelemistir. 100 ppm malation konsantrasyonunun
G. mellonella’da pupa olusturma oranini ve ergin P.turionellae ¢ikisini énemli dlgiide
azalttigini, hem konakta hem de konuk¢uda MDA diizeyinin arttigin1 géstermistir. Ayni
caligmada diisiilk dozdaki malation konsantrasyonunun (0,01, 0,1 ve 1 ppm) SOD
aktivitelerini kontrole gore 6nemli dl¢iide artirdigini ve ergin dmiir uzunlugu ve fertilite

ile SOD arasinda pozitif bir iliski oldugunu gostermistir.

Dubovskiy vd. 2008, G. mellonella’da bakteriyel infeksiyonu sonucu antioksidan enzim
aktivitesi ve lipit peroksidasyon seviyelerini aragtirmislardir, enfeksiyon sonucu SOD,
GST ve MDA diizeyinin enfeksiyonun ilk giinii arttigin1 buna karsin CAT aktivitesinin

etkilenmedigini belirtilmistir.

Dubovskiy vd. 2008, G. mellonella larvalarinin ortabagirsaginda oksidatif stres olusumu
sonucu siiperoksitdismutaz (SOD), glutatyon- S-transferaz (GST), katalaz (CAT),
konsantrasyonlarinin oksidasyonu yiikseltgenmesi, (RSSR/TP) tiyoller ve MDA
diizeyleri test edilmistir. Ilk giinlerin sonunda MDA, SOD diizeyi artarken CAT

diizeyinin azaldig1 goriilmiistiir.

Kalender vd. 2009, streptomisin verilen G. mellonella larvalarinda oksidatif ve
antioksidatif yanit olusumunu arastirmislardir. G. mellonella’ nin 7. larval doneminde
bagirsak dokularindaki MDA, SOD, CAT, GST ve GPx miktarlar1 incelenmistir.
Yiiksek streptomisin verilen larvalarin bagirsak dokularinda oksidatif stres olustugu
belirtilmistir. MDA konsantrasyonunun artisi, SOD ve GPx aktivitesine ayn1 zamanda
CAT ve GST tiiketimide eslik etmistir. MDA ile GST arasinda negatif korelasyon

oldugunu belirtmislerdir.

Sak ve Ugkan 2009, Cpermethrinin G. mellonella nin pupalasma ve Oliim oranina
etkilerini arastirmislar, agirliklarina gore 2 gruba ayirdiklar1 larvalar da pupalasma ve
Olim oranmin biiylik oranda benzerlik gosterdigini, cipermethrin dozunun arttikca
larval gelisim ve pupalagma siiresinin geciktigini, pupalagma yiizdesinin azaldigini ve

Oliim oraninin arttigini belirtmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Deney boceklerinin elde edilmesi

Calismada kullanilacak olan stok G. mellonella bireyleri, 3012 °C ve %6515 bagil neme
sahip laboratuvar kosullarinda Bronskill (1961) tarafindan gosterilen besin ile
yetistirilen G. mellonella larvalarindan elde edildi. Pestisit olarak fenthion [O, O-
Dimethyl O-(3-methyl-4-methylthiophenyl) phosphorothioate, Lebaycid EC 50, Bayer
(Bayer Tiirk Kimya Sanayi Ltd. Sti.), 525 g/L] uygulandi. Deneylere baglanmadan 6nce
fenthion’un G. mellonella larvalar1 icin LDsy degerleri belirlendi. Deney boceklerinin
beslenmesinde kullanilacak fenthion oranlar1 LDsp degerinin hesaplanmasindan sonra

saptandi.

3.1.2 Kontrol besinin hazirlanmasi

G. mellonella larvalarinin beslenmesi i¢in kepek, gliserin, bal, saf su ve petekten olusan
besin bilesenleri genis bir kap igerisinde karistirildi. Daha sonra el yardimi ile uzun stire
karistirilarak gliserinin diger bilesenlerce emilmesi saglandu.

Biiyiik bal mumu giivesi G. mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) kiiltiiriiniin devami
yumurtadan yeni ¢ikmis larvalarin yapay besinde yetistirilmesi ile sagland1 (Bronskill

1961). Kiiltir 30 = 2 °C ve % 65 £ 5 nisbi nemde ve giin boyu devamli karanlikta
yuriitiildii. Hazirlanan besin bir litrelik plastik kavanozlarin yaklasik 2/3’ne kadar
dolduruldu. Stok kiiltiiriin devamlilig1, besin konulan kavanozlarin igerisine birakilan G.
mellonella ergin disi ve erkek boceklerin ¢iftlesmesi sonucunda disilerin biraktigi
yumurtalarin agilmasiyla saglandi. Bu sekilde erginlerin besin {izerine yumurta
birakmalar1 saglandi. Bu yumurtalardan ¢ikan larvalar gelisimlerini tamamlayan 4. evre

larvalar1 meydana geldi.
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Sekil 2. Bronksil (1961) tarafindan hazirlanan bal, petek, kepek, gliserin ve saf

sudan olusan yar1 sentetik besini igerisindeki G. mellonella larvalari

3.1.3 Deney besinlerinin hazirlanmasi

Bu calismada yar1 sentetik besin Bronksil (1961) tarafindan belirtilen besinin
degistirilmesi sonucu hazirlandi ve 2, 4, 6, 8, 10, 20, 50, 100 pg konsantrasyonlarinda

fenthion i¢eren besinle G.mellonella larvalar1 beslendi.

3.1.3.1 Fenthion iceren besinlerin hazirlanmasi

Cizelge 3.1 Fenthion igerikli besin ve miktarlar

Besin bileseni Bal Petek Gliserin Kepek Saf su Fenthion

Kontrol 97g 35¢g 22g 58¢g 6,8 ¢g -
2ug fenthion 97¢ 35¢ 22¢g 58¢g 6,8 ¢g +
4ng fenthion 97¢ 35¢g 22¢g 58¢g 6,8 ¢g +
6ug fenthion 97¢ 35¢g 22¢g 58¢g 6,8 ¢g +
8 ng fenthion 97g 35¢g 22g 58¢g 6,8 ¢g +
10pg fenthion 97g 35¢ 22¢g 58¢g 6,8 ¢g +
20ug fenthion 97g 35¢ 22¢g 58¢g 6,8 ¢g +
50ug fenthion 97¢ 35¢g 22¢ 58¢g 6,8 ¢g +
100pg fenthion 9,7g 35¢g 22g 58¢g 6,8 ¢g +
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Deneyde kullanilan G. mellonella larvalarinin beslenmesi i¢in laboratuvar kosullarinda
besin hazirlandi. Fenthionun beslenme deneylerinde denenen konsantrasyonlari pg /100
g besin olarak ifade edildi. 100 g besin i¢in her kavanoza 58 g kepek, 3.5 g 6giitiilmiis
petek, 22 g gliserin, 9.7 g siizme bal eklenerek karistirildi. Fenthion suda biiyiik oranda
¢0Oziindiigi i¢in bu miktarlar besinin hazirlanmasi sirasinda dogrudan besine ilave edildi.
Calismanin baglangicinda kontrol besini hari¢ fenthionun 2, 4, 6, 8, 10, 20, 50 ve 100
ng/100 g olmak tizere 8 farkli konsantrasyonda hazirlandi.

Her serinin her tekrari i¢in kavanozlara 20 ser bocek konuldu. Bu amacla G. mellonella
larvalar1 fenthionun farkli miktarlarini iceren yapay besin ile beslendi. Bocekler kisa
inceleme periyodu hari¢ siirekli olarak karanlikta tutuldu. Deney sonunda her
kavanozdaki boceklerden dlen ve yasayan bireyler sayilarak her tekrar icin son larva
evresindeki 5 adet birey ependorf tiiplere konuldu ve -80 °C de saklandi. Melanizasyonu

engellemek icin her tlipe fenilthioure kristali eklendi.

3.1.4 Kimyasal maddeler

Bovin serum albiimin BSA Sigma
Amonyum stilfat (NH4)2SO4 Sigma
Bakur silfat CuS0O4.5H,O Merck
Bakir klorir CuCl,.2H,0O Sigma
di-Potasyum hidrojen fosfat K,HPO4 Merck
di-Sodyum etilendiamin tetraasetik asit Na,EDTA Sigma
di-Sodyum hidrojen fosfat Na,HPO4.7H,0O Merck
FEtil Alkol C,Hs;OH Sigma
Folin-Ciocalteu’s fenol ayiraci Sigma
Fenilthioure kristali C-;HsN,S Aldrich
Ksantin CsH4N4O, Sigma
Nitrotetrazoliumbluecloride NBT Sigma
Ksantin oksidaz Sigma
Hidrojen peroksit H,0O, Sigma
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Potasyum dihidrojen fosfat
Sodyum dihidrojen fosfat
Sodyum hidroksit

Sodyum karbonat
Sodyum kloriir

Sodyum potasyum tartarat
Trikloroasetik asit

Tiyobarbiturik asit

3.1.5 Cihazlar ve Gerecler

Inkiibatdrlii Double Beam Spektrofotometre

Analitik Terazi

Ependorf tiipleri

-80°C Derin Dondurucu
Buzdolab1

Su Banyosu

Sogutmali Masaiistii Santrifiij
Genel Amagl Santrifiij
Farkli Olgeklerde Otomatik Pipetler
pH metre

Vortex

Etiv

Saf Su Cihazi

Buz Makinasi

Celik Baglikli Homojenizator
Isiticili Manyetik Karistirict
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KH,PO4 Merck
NaH,P04.2H,O Merck

NaOH Carlo-Erba
Na,COs Merck
NaCl Merck
Merck
TCA Merck
TBA Fluka

Shimadzu UV-1800
Ohaus

New Brunswick U570
Vestel BZP-X1.3442W
Daihan Wisd WB22
Hettich Universal 320 R
Hettich Eba 21

Gilson

Thermo Orion 2 Star
LABART MVS-1

Niive EN 120

Millipore Rios 8
Scotsman AF-80

Ikka

Daihan Wisd MSH-20A



3.2 Yontem

Deney boceklerinin protein miktari, enzim aktiviteleri ve MDA miktar1 tayini i¢in -80

°C de saklanan larvalar kullanildi.

3.2.1 Boceklerin Homojenizasyonu

Analizler i¢in, yas agirliklart alinip dondurucuda stoklanan G. mellonella larvalari,
deney tiiplerine alinip oda sicakliginda bekletilip buzu ¢oziildiikkten sonra iizerlerine
melaninlesmeyi onlemek i¢in birkag¢ fenilthioure kristali eklendi ve 1/5 oraninda fosfat
tamponu (pH 7.4) eklenerek 24000 devir/dk da homojenize edildi. Homojenizasyon
isleminden sonra tiipler 10000 devir/dk da 30 dk santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant
deneylerde kullanildu.

3.2.2 Protein Tayini

Prensip

Proteinlerin alkali CuSO, ilavesiyle fosfotungustik asit ile mavi renkli kompleks

olusturmasi ilkesine dayanir.( Lowry vd 1951)

Kullanilan Cozeltiler

Cozelti A: [% 2 NayCO; (0.1 N NaOH iginde)] : 2 g Na,COs tartildi ve 0.1 N NaOH
icinde toplam hacim 100 ml olacak sekilde ¢oziildii.

Cozelti B1: (%1 CuS0O4.5H,0): 1 g CuS04.5H,0 tartild1 ve ¢ozelti bidistile saf su ile
toplam hacim 100 ml olacak sekilde ¢oziildii.

Cozelti B2: (%2 Na-K-tartarat): 2 g Na-K-tartarat tartild1 ve ¢ozelti bidistile saf su

ile toplam hacim 100 ml olacak sekilde ¢oziildii.
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Cozelti C: 50 hacim ¢ozelti A, 1 hacim 1/1 oranindaki ¢ozelti B1 ve B2 karisimi ile
karistirildi.
Folin-ciocalteu ¢ozeltisi: Kullanilmadan 6nce 1/1.5 oraninda bidistile saf su ile

seyreltildi.

Cizelge 3.2 Lowry ve ark. (1951) protein miktar1 6l¢iim prosediirii

Kor Standart Numune
Saf su(ml) 0.3 - -
Standart(ml) - 0.3 -
Ornek(ml) - - 0.3
Cozelti C(ml) 3 3 3
Karstilir ve oda sicakliginda 15 dk  bekletilir.
Folin-ciocalteu(ml) 0.3 0.3 0.3

Protein miktarlarinin 6l¢iimiinden 6nce 100 ml de 1 gr albiimin (Sigma; A- 2153) iceren
bir stok ¢ozelti hazirland1 ve bu ¢ozeltiden seyreltme yontemi ile 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5,
0.6, 0.7 ve 0.8 mg/ml albiimin iceren standart ¢ozeltiler elde edildi. Her bir standart
cozeltiye Lowry vd (1951) protein tayini metodu kullanilarak spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1800) 750 nm deki absorbsiyon degerleri okundu. Protein miktarlarinin
belirlenmesi i¢in kor tiipiine 0.3 ml bidistile saf su iizerine 3 ml ¢ozelti C eklendi ve 15
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 0.3 ml Folin-ciocalteu ilave edildi. 30
dakika bekletildikten sonra 750 nm de okuma yapildi. Orneklerin okunmasi igin 0.3 ml
ornek tizerine 3 ml ¢ozelti C eklenerek oda sicakliginda 15 dk bekletildi ve {izerine 0.3
ml Folin-ciocalteu ilave edilerek 30 dakika bekletildi. Daha sonra 750 nm de kore karsi
absorbans degerleri okundu. Elde edilen 151k absorbsiyon degeri regresyon dogrusu
denkleminde yerine konularak bir deney serisinin bir tekrarindaki boceklerin toplam

protein miktar1 elde edildi.
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3.2.3 Siiperoksit Dismutaz (SOD) aktivitesinin tayini

SOD aktivitesinin belirlenmesinde Sun vd (1988) tarafindan gelistirilen yontem

kullanilmustir.

Prensip

Yontem reaksiyon ortaminda enzimatik bir reaksiyonla iiretilen siiperoksit
radikallerinin, ortamda bulunan nitroblue tetrazolium’u (NBT) indirgemesinin 6rnekteki
SOD tarafindan engellenmesi esasina dayanir. Yontemde O, iiretimi ksantin-ksantin
oksidaz enzimatik reaksiyonu ile saglanir. Bu sekilde olusturulan stiperoksit radikalleri
NBT ile reaksiyona girerek maksimum absorbansini 560 nm de veren bir formazon
olusturur. Ortama ilave edilen enzimin iiretilen radikalleri dismutasyona ugratmasi
sonucunda NBT rediiksiyon reaksiyonu yavaglar ve sonugta spektrofotometrede okunan
absorbans degeri diiser. Dolayisiyla formazon olusumunun inhibisyonun tayiniyle SOD

miktar1 indirekt olarak saptanmaktadir.

Reaktif cozeltisinin bilesenleri

Ksantin cozeltisi (0,3 mM): 9.13 mg ksantin (Sigma; X7375) 6nce birka¢ damla 1N
NaOH ile ¢6ziildii daha sonra hacim bidistile saf su ile 200 ml ye tamamlandi.
EDTA (0.6 mM): 22.3 mg EDTA (C;oH;4N,O;Na,H,0) (Sigma: E-1644) toplam
hacim 100 ml olacak sekilde bidistile saf suda ¢oziildii.

NBT (150 pg/1): 12.3 mg NBT (Sigma; N6876) toplam hacim 100 ml olacak sekilde
bidistile saf suda ¢oziildii.

Na,CO; (400 mM): 4.24 g Na,COs toplam hacim 100 ml olacak sekilde bidistile saf
suda ¢ozildii.

BSA (1 g/l): 25 mg BSA toplam hacim 25 ml olacak sekilde bidistile saf suda
¢ozildi.

Reaktif ¢ozeltisi (20 testlik): 20 ml ksantin ¢ozeltisi, 10 ml EDTA ¢ozeltisi, 10 ml
NBT ¢ozeltisi, 6 ml Na,CO; ¢ozeltisi ve 3 ml BSA ¢ozeltisi alind1 ve

karistirildi.
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Ksantin oksidaz [(EC:1.17.3.2) (Sigma; X1875) (167 U/l)] enziminden 48 pl alindi,
3 ml 2M buz soguklugunda (NH4),SO4 de ¢oziildii.

2M (NHy)2SO4: 2.643 g (NH4),SO4 toplam hacim 10 ml olacak sekilde bidistile saf
su icerisinde ¢oziildii.

CuCl,.2H,0 (0.8 mM): 13,6 mg CuCl,.2H,0 toplam hacim 100 ml olacak sekilde

bidistile saf suda ¢oziildii.

Cizelge 3.3 Sun vd. (1988) SOD aktivitesi 6l¢gtim prosediirii

Kor Numune
Reaktif(ml) 1.425 1.425
Ornek(ml) - 0.05
Ksantin oksidaz(ml) 0.025 0.025
Karstirilir ve oda sicakliginda 20 dakika bekletilir.
CuCly(ml) 0.05 0.05
Ornek(ml) 0.05 -

SOD aktivitesinin tayini i¢in her bir 6rnek i¢in iki tiip alindi. Birinei tiip kor i¢in ikinci
tip ise Ornek i¢in kullanildi. Kor tiipiine 1,425 ml reaktif karigimi konuldu {izerine
0.025 ml ksantin oksidaz ¢ozeltisi ilave edildi, karistirtlarak 20 dakika oda sicakliginda
bekletildi, siire sonunda 0.05 ml bakir kloriir eklenerek reaksiyon durduruldu. Son
olarak proteinden kaynaklanan absorbansin sonuglari etkilememesi i¢in 0.05 ml 6rnek
eklendi ve spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800) 560 nm de saf suya karsi okuma
yapildi. Ornek tiipiine yine 1,425 ml reaktif karisim iizerine 0.05 ml 6rnek ve 0.025 ml
ksantin oksidaz ilave edildi ve 20 dakika oda sicaklifinda bekletildikten sonra 0.05 ml

bakir kloriir ilave edilerek reaksiyon durduruldu ve 560 nm de absorbanslar1 okundu.
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Hesaplama:

( Absorbans kor — Absorbans numune)x100

% inhibisyon=
Absorbans kor
%inhibisyon
Aktivite(U/ml)=
50x0,1
Aktivite(U/ml)

Spesifik aktivite (U/mg protein)=

Protein miktar1 (mg/ml)

3.2.4 Katalaz (CAT) aktivitesinin tayini

CAT aktivitesinin belirlenmesinde Aebi (1984) metodu kullanilmistir.

Prensip

CATin hidrojen peroksiti (H>O,) nétralize etmesi esasina dayanmaktadir.

Kullanilan Cozeltiler

Fosfat tamponu (50 mM): 6.81 gr KH,PO4 ve 7.1 gr Na,HPO, bidistile suda
¢oziindiikten sonra pH 1N NaOH ile 7.4 e ayarlandi ve son hacim bidistile su ile 1
litreye tamamlandi.

H,0; (30 mM): %30 luk H,O; ‘den 0.34 ml alinarak fosfat tamponu ile 100 ml ye

tamamlandi.
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Cizelge 3.4 Aebi (1984) CAT aktivitesi Ol¢lim prosediirii

Kor Numune
H,0; (ml) 2.8 2.8
Fosfat tamponu (ml) 0.2 -
Ornek (ml) - 0.2

CAT aktivitesinin tayini i¢in iki tiip alindi ve kér ve numune tiipii olarak ayrilan bu

tiiplerden kor tiipiine 2.8 ml 30 mM H,O, ilave edildi ve tizerine 0.2 ml fosfat tamponu

eklendikten sonra seri bir sekilde c¢alkalanarak spektrofotometrede (Shimadzu UV-

1800) 240 nm de 30 saniye araliklarla iki kez okundu. Ornek i¢in kullanilan tiipe yine

aynt miktar 30 mM H,0, konuldu ve iizerine 0.2 ml 6rnek elenerek hizli bir sekilde

calkalanarak 240 nm de absorbanslar1 okundu. Ik okuma A1, ikinci okuma A2 olarak

adlandirildi.
Hesaplama: 2,3 Ay
U= —xlog
AX A,
2,3 A4
U= —log
30 A,

Formiilii ile hesaplanarak CAT aktivitesi U/mg protein olarak ifade edildi.
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3.2.5 MDA (Malondialdehyde) tayini

Lipit peroksidasyonunun sekonder iiriinii olarak olusan MDA ’nin 6l¢limii tiyobarbiturik
asit (TBA) ile inkiibasyonu sonucu olusan kompleksin 535 nm’de absorbans dl¢iimii
esasina dayanir.  Olgiim Bar-Or vd (2001) tarafindan gelistirilen metoda gore
yapilmigtir.

Cozeltiler:

TBA (%0,8): 0.8 g TBA tartilir ve saf su ile 100 ml ye tamamlanur.
TCA (%20): 20 g TCA tartilir saf su ile 100 ml ye tamamlanur.

MDA aktivitesi i¢in hazirlanan siipernatanttan 250 pl 6rnek alinir ve 125 pl % 20 lik
TCA ile kanigtiritlir. Bu karigim 15000 devirde +4 °C de santrifiij edildi. Tiipteki
stipernatant ( yaklasik 300 ul), 200 ul TBA ile karigtirilir ve 60 dk sicak su banyosunda
(90 °C) bekletilir. Daha sonra 535 nm de kore karsi okunur. Korii hazirlarken 250 pl saf
su 125 ul TCA ve 200 ul TBA kullanilir.

Hesaplama:

A= C ( Konsantrasyon) x bl (Isik yolu) x € (Ekivalent degeri)

A (Okunan absorbans)

b x €(1,56. 10° em™ ™)
= nmol / mg protein
3.2.6 Verilerin degerlendirilmesi

Deneyler degisik zamanlarda beser kez tekrar edildi. Bir deney serisinde elde edilen
veriler kontrol besini ve kendi aralarinda karsilastirilmak suretiyle degerlendirildi.
Verilerin karsilastirilmasinda varyans analiz yontemi, ortalamalar arasi farkin 6nem

kontroliinde ise Student Newman Keul’s (SNK) testi, verilerin arasindaki iliskinin
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ortaya konmasinda Pearson korelasyonu analizi bilgisayarda SPSS 20.00 istatistik veri

paketi kullanilarak uygulandi.
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4. BULGULAR

Farkli fenthion konsantrasyonlarinin G. mellonella larvalarmin (2, 4, 6, 8, 10, 20, 50,
100 ng/100g besin) fenthionun SOD ve CAT aktivitesi, MDA ve Protein miktarlarina

etkileri Cizelge 4.1 de verilmistir.

Cizelge 4.1 Fenthionun G. mellonella larvalarimin SOD, CAT aktivitelerine ve MDA,

Protein miktarlarina miktarlarina etkileri

Fenthion SOD CAT MDA PROTEIN
(ng/100g (U/mg protein) (U/mg protein) (nmol/mg) (mg)
Besin) Mean+SE: Mean+SE: Mean+SE: Mean+SE:
0.00%* 1.86+0.18d 0.04+0.001d 7.28+0.32d 4.15+0.07a
2.00 4.88+0.41ba 0.16+0.01cb 8.06+0.05d 1.78+0.17d
4.00 5.71£0.11a 0.12+0.009¢ 10.42+0.46dc 1.50+0.04d
6.00 4.5240.39¢cb 0.12+0.008c 9.44+0.17dc 2.00+0.13d
8.00 3.75+0.51c¢ 0.13+0.02¢ 10.22+0.98dc 2.17+0.21dc
10.00 3.50+0.38c¢ 0.11+0.009¢ 11.52+0.53¢ 2.50+0.16bcd
20.00 0.16+0.04¢ 0.22+0.03ba 11.73+0.90¢ 3.11+0.36¢cb
50.00 0.14+0.01e 0.20+0.01ba 14.48+1.54b 3.50+0.30ba
100.00 0.08+0.03¢ 0.26+0.02a 17.98+0.94a 3.05+0.53¢cb

* : SNK: a, b, ¢, d, e harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla
kullanilmistir. Ayni harfi igeren veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayirim
vardir.

Mean+SE: Aritmetik ortalama + Standart hata

** - Kontrol
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Sekil 4.1 Fenthionun G. mellonella larvalarinda SOD aktivitesi lizerine etkisi

Besinin 2 ve 4 ng fenthion icermesi ile elde edilen veriler arasinda en yliksek SOD
aktivitesinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Besinin (6, 8, 10 pg) fenthion igermesi
SOD aktivitesini kontrole gore artmis, fakat kendi aralarinda karsilastirildiginda
istatistiksel fark gozlenmemistir. Besinin 20, 50, 100 ug fenthion i¢cermesi durumunda
gerek kontrole gerekse diger konsantrasyonlara gére SOD aktivitesi dnemli Olciide
diismiistiir. S6z konusu degerler elde edilen veriler arasinda en diisiik degerler olarak
tesbit edilmistir. SOD aktivitesi fenthion artisina bagli olarak 20, 50, 100 pg fenthion
igeren gruplarda sirasiyla 0.16, 0.14, 0.08 U/mg protein olarak belirlenmistir (Sekil 4.1).

0,300
0,250 -
s 0,200 -
g 0,150 -
e 0,100
;“ r
3
0,050 -
0,000 _J T T T T T T T T
W CAT 0] 2 4 6 8 10 20 50 100
Fenthion (ug/100g Besin)

Sekil 4.2 Fenthionun G. mellonella larvalarinin CAT aktivitesine etkisi

36



Denenen tiim fenthion oranlar1 katalaz aktivitesini kontrole gore onemli Olgiide
artirmigtir. Fenthionun yliksek konsantrasyonlarinda (20, 50 ve 100 pg) katalaz
aktivitesi kontrole ve diger konsantrasyonlara gore 6énemli bir artig gostermistir (Cizelge
4.1, Sekil 4.2). Besinin 2 4, 6, 8 ve 10 ug fenthion igermesi durumunda katalaz

aktivitesinde istatistiki bir ayrim s6z konusu degildir.

20,000
18,000 -
=
E 16,000 -
S 14,000 -
=
oy 12,000 -
£
= 10,000 -
=
g 8,000 -
f”
- 6,000 -
e 4,000 -
=~
2,000 -
0,000 T T T T T T T T T
0] 2 4 6 8 10 20 50 100 m MDA
Fenthion {Hg/100g Besin)

Sekil 4.3 Fenthionun G. mellonella larvalarinin MDA miktarina etkisi.

Besinin 2, 4, 6, 8 pug fenthion igermesi MDA miktarina kontrole gore dnemli bir etkide
bulunmamistir. Denenen diger fenthion oranlar1 MDA miktarin1 kontrole gére dnemli
derecede artirmistir. En yliksek MDA orani besinin 100 pg insektisit ile kontamine
olmas1 durumunda elde edilmistir. Bu oran deneyde kullanilan en yiiksek fenthion
konsantrasyonudur. Maksimum MDA miktarlarini 17.98 nmol/mg oldugu belirlenmistir

(Cizelge 4.1, Sekil 4.3).
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Sekil 4.4 Fenthionun G.mellonella larvalarinin Protein miktarina etkisi.

Besindeki farkli fenthion konsantrasyonlarmin (2, 4, 6, 8, 10, 20, 50, 100 pg),
G.mellonella larvalarinin protein miktarina etkileri Cizelge 4.1 ve Sekil 4.4’ de
gosterilmistir.  Farkli  fenthion konsantrasyonlar1 protein miktarmi etkilemistir.
Fenthionun 50 pg disindaki biitiin konsantrasyonlarinda protein miktari 6nemli dlclide
kontrole gore azalmistir. Denenen insektisit oranlarindan elde edilen veriler kendi
aralarinda incelendiginde besindeki fenthion oranindaki artisa bagli olarak protein
miktarinda artiglar gozlenmistir. Bu artis bazi oranlar i¢in istatistiki acidan Onemli
bulunmamustir.

G. mellonella larvalarinin besininde farkli konsantrasyonlardaki (2, 4, 6, 8, 10, 20, 50,
100 pg/100g besin) fenthionun protein miktari, SOD, CAT aktivitesi ve MDA

miktarlar1 arasindaki Pearson Korelasyonu analizi sonuglar1 Cizelge 4.2 de verilmistir.
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Cizelge 4.2 Fenthion’a maruz kalan G.mellonella larvalarina ait biyokimyasal
parametrelerin arasindaki iliskiye ait Pearson Korelasyonu analizi sonuglari

Fenthion Protein MDA CAT
Protein 0,285
MDA 0,841%* -0,009
CAT 0,660%* -0,240 0,772%*
SOD -0,664** -0,733** -0,504**  -0,397**

** Korelasyon p<0,01 diizeyinde anlamlidir.

G. mellonella larvalarimin MDA miktar1 ile CAT aktivitesi arasinda istatistiksel olarak
dogrusal bir iliski olmasina ragmen MDA miktar1 ile SOD aktivitesi arasinda negatif bir

korelasyon gozlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

0,300 20,000
) - 18,000
= 0,250
c r
£ - 16,000 £
S - 14,000 £
s 0,200 T2
Lo =14
--E-.. - 12,000 'én
2 0,150 - 10,000 =
= £
g - 8000 £
0,100 / 6000
p=
0,050 { 4,000
=—f—CAT == MDA - 2,000
0,000 T T T T T T T T 0,000
0] 2 4 6 8 10 20 50 100
fenthion konsantrasyonu {ug/100g besin)

Sekil 4.6 Fenthionun G. mellonella larvalarinin MDA miktar1 ve CAT aktivitesi

korelasyon grafigi.
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Sekil 4.7 Fenthionun G. mellonella larvalarinin SOD aktivitesi ve© MDA miktari

korelasyon grafigi.

Larvalarda artan fenthion konsantrasyonuna karst MDA miktar1 ve CAT aktivitesi

artarken SOD aktivitesi azalmistir. Cizelge 4.2 de korelasyon iliskileri agikga

goriilmektedir.
0,300 7,000
0’250 r 6,000
€ 5000 £
©0,200 ©
o o
s / - 4,000 &
£0,150 g
= // - 3,000 S
= 0,100 a
< ‘ \ 2,000 Q
0,050 - . 1000
0,000 : : : : : \—.Eg.— 0,000
0 2 4 6 8 10 20 50 100
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Fenthion {ng/100g Besin)
He/=ome ——5S0D

Sekil 4.5 Fenthionun G. mellonella larvalarinin SOD ve CAT aktivitesi korelasyon

grafigi.

40



Besindeki farkli fenthionun konsantrasyonlarina bagli olarak CAT ve SOD aktivitesi
arasinda negatif bir korelasyon vardir. Fenthionun yliksek konsantrasyonlarinda CAT

aktivitesi artarken SOD aktivitesi 6nemli derecede azalmistir.
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Sekil 4.8 Fenthionun G.mellonella larvalarinin MDA miktari, CAT ve SOD aktivitesi

korelasyon grafigi.

Fenthionun diisiik konsantrasyonunda CAT aktivitesi ve MDA miktar1 artmaya artmaya
baslamistir. Konsantrasyonun artmasiyla CAT aktivitesi ve MDA miktar1 artmistir.
Besinlerdeki diisiik fenthion konsantrasyonlarinda SOD aktivitesi ve MDA miktari
artmig fakat yiiksek konsantrasyonlarinda SOD aktivitesi azalmis MDA miktari

artmugtir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapilan ¢alismada organofosforlu bir insektisit olan fenthionun farkli subletal
konsantrasyonlarmin (2.00, 4.00, 6.00, 8.00, 10.00, 20.00, 50.00, 100.00 pg/100 g
besin) G. mellonella larvalarinda CAT, SOD aktiviteleri MDA, protein miktarlar1 ve
LDso degeri aragtirilmistir.

Serbest oksijen radikalleri ile antioksidan {iretim arasindaki dengesizlik oksidatif stres
olarak adlandirilir ( Ranjbar vd 2005). Serbest oksijen radikallerinin ¢ok fazla olmasi

veya antioksidanlarin ¢ok az olmasi oksidatif stres gelistirilir ( Halliwell 1994)

Biyolojik sistemde serbest radikal potansiyeline sahip ¢ok sayida ksenobiyotik tespit
edilmistir (Kehrer 1993). Organizmada ksenobiyotikler siiperoksit anyon radikalleri
ireterek, sonucta hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri oksidatif stres olusturur. Bu
serbest radikallerin bazilar1 ¢esitli doku hiicreleriyle etkilesime girerek fonksiyon
bozuklugu ile birlikte oksidatif strese neden olur. Ksenobiyotikler tarafindan olusturulan
oksidatif stres, antioksidan enzim sisteminde bozulmalarin olusumunu indiikler
(Gabbianelli vd. 2002). Organofosforlu insektisitler ise serbest radikal olusumunu
artirmakta ve antioksidan enzimlerin yapilarinda degisiklige yol agarak oksidatif strese
neden olmaktadirlar (Giiltekin vd. 2001, Kovacic 2003, Birkhoj vd. 2004, Dettbarn vd.
2006). Organofosforlu insektisitlerin ¢esitli toksik 6zellikleri vardir, en 6nemli etkisini
AChE inhibe etmesiyle gosterir (Ansari ve Kumar 1984). Bu nedenle, insektisitlerin
LD50 degerleri belirlenmesi hedef organizmanin ortadan kaldirilmasinda vr bunun
yaninda hedef dis1 organizmalarin korunmasinda onemlidir. Bu c¢alismada, G.
mellonella larvalar i¢in fenthion LD50 degeri laboratuvar kosullarinda 1348 nug/100 g
olarak tespit belirlenmistir.

Oksidanlarin neden oldugu hiicredeki hasarlar seviyesi antioksidan enzimler (SOD,
CAT) tarafindan énlenir. Ornegin, SOD siiperoksit radikallerini H,O, -te katalize eder,
CAT ise H,O, 1 H,O ya doniistiiriir. Bu sayede radikallerin hiicreye zarar vermesi
Onlenir (Mates vd. 1999). Bu serbest radikallerin olusum oraninin bir gostergesidir (Yu
1994). Bu calismada besindeki fenthionun diisiik konsantrasyonunda ( 2, 4, 6, 8, 10
ug/100 g) CAT ve SOD aktivitesi artmistir.

42



Fenthionun yiiksek konsantrasyonlarinda (20, 50, 100 ng/100 g) ise CAT aktivitesi
artarken SOD aktivitesi (0,082) 6nemli derecede azalmistir.

Farkli Fenthion oranlar etkisinde birakilan G. mellonella larvalarimin CAT aktivitesi,
genel olarak biitiin konsantrasyonlarda artmistir. Fenthionun neden oldugu oksidatif
stres sonucu artan hidrojen peroksitin ortamdan uzaklastirilabilmesi igin katalaz
aktivitesinin artan SOD aktivitesi ile birlikte lineer bir artis gostermistir. Bu durum bazi
bdcek tiirlerinde ortaya konmustur. CAT ve SOD aktivitesi oksidatif strese bagli olarak
genellikle birlikte artis veya azalma egilimi gosterirler. Fakat baz1 oksidatif stres ajanlari
bu durumun ortadan kalkmasima neden olabilmektedir. S6z konusu durum yapilan

calismada da goriilmektedir.

Fenthionun diisiik konsantrasyonlarinda SOD aktivitesi énemli Olgiide artmistir. Bu
durum SOD aktivitesinin antioksidan savunma sisteminde bariyer gorevi gordiigiinii
desteklemektedir. Diislik konsantrasyonlarda siiperoksit anyonlarinin birikimi ile SOD
aktivitesi ve bununla birlikte ortamdaki H,O, miktar1 artmis, ortamda artan H,O, CAT
aktivitesini artirmig olabilir. Fenthionun artan konsantrasyonlarinda ise siiperoksit
anyonlarmin fazla olmasi SOD aktivitesini inhibe etmis olabilir. Fenthionun artan
konsantrasyonlarinda SOD aktivitesi azalmis ortamda siiperoksit radikalleri birikmistir
ve olugsan H,O, ler ile birlikte enzimin sistein yapisini bozarak aktivitesini engellemistir.
Olusan H,O; leri yok etmek i¢in CAT aktivitesi artmig olabilir. Bununla birlikte
hidrojen peroksit CAT tarafindan pargalanirken diisiik dozlardaki hidrojen peroksiti
Askorbat peroksidaz (APOX) enzimi de pargalar (Mathews vd.1997). APOX
aktivitesine bakilmadigir icin kesin bir yargiya varilmamakla birlikte bu yonde
caligmalarin yapilmasi oksidatif strese bagli enzim aktivitelerinin agiklanmasina biiytik
katkida bulunacaktir.

SOD ve CAT ile ilgili bir calismada Lymantria dispar larvalarimin ortabagirsaginda
istenmeyen bir bitki ile beslenmesiyle benzer sonuglar bu enzimin aktivitesinde artig
oldugunu rapor etmislerdir (Peri¢-Mataruga vd. 1996). Insektisitlerle yapilan ¢alismada
oksidatif stres sirasinda stiperoksit radikallerinin artmasiyla SOD aktivitesinin arttig1 ve
bununla birlikte CAT aktivitesinin de arttig1 belirtilmistir (Perig-Mataruga vd. 1996).
Diazinonun etkilerinin arastirildig1 ¢alismada; diger insektisitler girmis isin i¢ine ve en
son diazinon sigan eritrositlerine etkisi arastirilmistir. Klorpirifos-etil, malathion,

methidathion, fenthionun ve fosalonun SOD aktivitesinde azalmaya sebep olduklarinm
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belirtmislerdir (Yarsan vd. 1999, Gultekin vd. 2000, Gultekin vd. 2001, Altuntas ve
Delibas'in 2002, Altuntas vd 2002a, 2002b, 2002c, Altuntas vd. 2003, Altuntas vd
2004). Ancak, dimethoat, phosphomidon ve diazinonun SOD aktivitesinde bir artisa
sebep oldugu belirtmislerdir (Banerjee vd 1999, Yarsan vd. 1999, John vd 2001).

Ksenobiyotikler dokularda MDA diizeyinde artisa neden olmaktadir (Banerjee
vd. 1998, Hazarika vd. 2003). Baz1 ¢alismalar pestisidlerin dokularda MDA seviyesini
arttirdigim bildirmistir (Kehrer 1993, Banerjee vd. 1999, Hazarika 2003). Ornegin, baz1
in vivo ve in vitro ¢alismalar, klorprifos ve diazinon uygulamasi ile MDA diizeylerinin
arttigin1 ortaya koymustur (Gultekin vd. 2001, Altuntas vd .2002, Altuntag vd. 2003,
Altuntas vd. 2004). MDA; ¢oklu doymamis yag asitlerinin nonlipofilik peroksidasyon
tirtinlerinden birisidir. MDA, oksidatif stres ile olusan lipit peroksidasyonunun bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu calismada 6zellikle yiiksek konsantrasyonlar
radikallerde ve lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA seviyesinde anlamli bir
artis gozlenmistir. SOD aktivitesinin inhibisyonunun bir sonucu olarak siiperoksit
iyonlarmin birikimi biyolojik zarlarin lipit peroksidasyonunu tesvik ettigi sdylenebilir.
Bu veriler bize hiicre harabiyeti sonrasi olusan lipit peroksidasyonundaki artisin
antioksidan savunma sistemini tahrip edebilecegini veya bozulan antioksidan sistemin
lipit peroksidasyonunu indiikleyip MDA seviyesini arttirabilecegini diistindiirmektedir.

Farkli insektisitlerin omurgali ve omurgasiz hayvalarin MDA ve antioksidan savunma
sistemi iizerine etkisinin gosterildigi bircok calisma yapilmis ve bu calismalarda da
farkli sonuglara rastlanmistir. Fenthiona maruz birakilan Rana ridibunda dokularinda
MDA miktarinin arttigt SOD enziminde ise dalgalanmalar oldugu ve bu sonucun
canlinin oksidatif strese girdiginin gostergesi oldugu gosterilmistir (Doyotte vd. 1997).
Diazinonun Cyprinus carpio (L.) karacigerinde SOD, CAT aktivitesi ve MDA
miktarin arastirildigl ¢calismada SOD baliklar i¢in hayati 6nem tagimaktadir, oksidatif
strese karst SOD enzim aktivitesinde ilk savunma oldugu gosterilmistir. Bu sebepten
dolay1 SOD aktivitesinin ve lipit peroksidasyonun arttigi gozlemlenmistir. (Peixoto vd.
2006, Hai vd. 1997, Lima vd. 2006). Benzer sonuglar sunulan c¢alismada da

bulunmustur.

Fenitrothion ve Lambda-cyhalothrine maruz kalan erkek siganlarda siiperoksit

radikallerinin artmasi sonucu SOD, CAT enzim aktivitelerinin azaldigt MDA miktarinin
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artt1g1 gézlemlenmistir (Sinha vd. 2006, Kono ve Fridovich 1982, Calviello vd. 2006).
Bununla birlikte methyl parathiona maruz kalan tatli su balig1 Brycon cephalus ta SOD,
CAT aktivitelerinde ve Lipit peroksidasyonunda 6nemli bir artis gézlenmistir ( Hermes-
Lima 2004; John vd. 2001). Yapilan calismalar farkli insentisitlere maruz kalan canl
gruplarinda benzer etkilerin ortaya ¢ikabilecegini gosterdigi gibi ayni insektisitin
antioksidan savunma sistemi lizerine farkli etkilerin olabilecgini agik bir sekilde
belirmektedir.

G. mellonella larvalarindaki protein miktarinda kontrole gore azaldigi gozlenmistir.
Proteinin azalmasi insektisite maruz kalmasindan ve buna bagli olarak strese karsi
koyma amaciyla ya da dokulardaki asir1 bozulmadan kaynaklandigi sdylenebilir.
Yapilan bir calisgmada bu azalmanin, stres karsisinda zarar goren hiicre ve doku
organellerinin tamirinde kullanilmak iizere lipoprotein olusumunun artmasina bagh
olabilecegi fikrini desteklemektedir (Sancho vd. 1998, Rambabu vd. 1994). Yiiksek
konsantrasyonlarda, gozlenen diisiik konsantrasyonlara gore proteinin artis1 ise G.
mellonella’nin stres durumunda, neslini devam ettirebilmesi i¢in adaptif bir mekanizma
ile heat shock proteinlerinde gozlenen bir artistan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
G. mellonella, bal peteklerine zarar veren Lepidoptera takimina ait bir tiirdiir. Yillardir
aricilar tarafindan bu tiirle miicadele edilmekte ve bu miicadele yontemlerinin bir¢ogu
kimyasal maddelerden olustugu icin dogaya ve insan sagligmma zarar vermektedir.
Bununla birlikte son yillarda 6zellikle immun sistemi ile ilgili ¢alismalarda ve hedef
olmayan canli gruplar1 tizerine insektisitlerin arastirilmasi konusunda yapilan
caligmalarda siklikla model organizma olarak kullanilmaktadir. Bu tiir ¢alismalardan
elde edilen sonuglar omurgali hayvanlarla yapilan c¢alismalarla benzerlik
gostermektedir.

Bu calismada insektisitlerin miktarina bagl olarak olusan oksidatif stres ortaya ¢ikmis
ve lipit peroksidasyonunda bir artis s6zkonusu olmustur. Fenthion G. mellonella’ nin
biyokimyasal parametrelerini olumsuz etkiledigi ortaya konmustur. Bu nedenle,
insektisitlerin bu tiir model organizmalar {izerine etkilerinin gerek fizyolojik, gerekse
molekiiler diizeyde daha ayrintili bir sekilde arastirilmasi, hedef olmayan organizmalar
lizerine ortaya ¢ikabilecek muhtemel etkilerinin ayrintili bir sekilde arastirilmasi yararh

olacaktir.

45



SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada zararlilarla miicadelede kullanilan organofosforlu bir insektisit olan,
fenthionun G. mellonella nin SOD, CAT aktivitesi, MDA ve protein miktarlari iizerine
olan etkileri incelendiginde; protein miktarinin genel olarak kontrole gore azaldigi,
MDA miktarimin 6nemli seviyede artti§1, SOD’nin diisiik konsantrasyonlarda arti§1 ama
yiiksek konsantrasyonlarda azaldigi, CAT aktivitesinin ise biitiin konsantrasyonlarda
arttig1 gézlemlenmistir. Sonug olarak fenthion gibi insektisitlerin antioksidan enzimleri,
MDA ve protein gibi 6nemli biomarkerleri etkiledigini gostermektedir.

Fenthionun bocek iizerinde gosterdigi toksik etki mekanizmasinin anlagilmasi zararh
boceklerle miicadelede, hedef olmayan canlilara ve ¢evreye daha az olumsuz etkisi olan
yeni kimyasal yontemlerin gelistirilmesine olanak saglayabilir. Bu arastirmadan elde
edilecek bilgiler 6zellikle molekiiler entomoloji ¢alismalarina katkida bulunmasi

muhtemel sonuglar arasindadir.
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