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Yapilan calismada, G. mellonella L. Biiylik bal mumu giivesi (Lepidoptera:
Pyralidae) larvalarinin, bakir (Cu) (10 mg/L) ve ¢inko (Zn) (30 mg/L)’ nun farkli
konsantrasyonlarinin tek baglarina ve karisim halinde beslenmeleri durumunda orta
barsak ve yag dokusundaki bazi antioksidan enzim aktiviteleri lizerine olan etkileri
incelenmistir. Cu, Zn ve Cut+Zn uygulamalarinda, G. mellonella larvalariin orta
barsak ve yag dokusu antioksidan enzim aktivitelerinde istatiksel olarak belirgin
degisimler gozlenmistir. Bakira maruz kalmis larvalarda CAT aktivitesi yag
dokuda, kontrole gore artis gdsterirken, diger uygulama gruplarinin SOD ve GPx
enzim aktivitelerinde azalma goriilmistiir. Bakir ve ¢inkoya maruz kalmis
larvalarin orta barsaginda SOD aktivitesi artis gosterirken, GPx aktivitesi
azalmistir. CAT aktivitesi ise sadece bakira maruz kalmis larvalarda artig
gostermigtir. Karisim grubunda ise her iki dokunun CAT, SOD ve GPx enzim
aktivitelerinde azalma goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore, bakir ve ¢inkonun
G.mellonella larvalarinin orta barsak ve yag dokusunda oksidatif stresi indiikledigi
goriilmiigtiir.

Anahtar Kelimeler : Cinko, Bakir, Galleria mellonella, Antioksidan enzim
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EFFECTS OF CU, ZN AND MiXTURES ON ANTIOXIDANT ENZYME
ACTIVITIES IN Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) LARVAE
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Toxic effects of Zn (30 mg / L) and Cu(10mg / L) applied singly and in
mixture were investigated of CAT, SOD and GPx antioxidant enzyme activities in
midgut and fat body of greater wax moth G. mellonella L. (Lepidoptera:
Pyralidae) larvae mellonella larvae. In Cu, Zn and Cu+Zn applications, significant
changes were statistically observed in the antioxidant enzyme activities of the
midgut and fat body of G. mellonella larvae. Compared to control, CAT activity in
copper-exposed larvae increased in fat body, whereas SOD and GPx enzyme
activities of other treatment groups decreased. CAT activity in midgut was
increased only in Cu group. Compared to control, SOD activity increased in the
midgut of copper and zinc exposed larvae, whereas GPx activity decreased. In the
mixture group, CAT, SOD and GPx enzyme activities of both tissues were
decreased. G.mellonella larvae showed to induce oxidative stress in midgut and fat
body tissue

Keywords: Zinc,Copper, Galleria mellonella, Antoxidant enzyme
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GENISLETILMIS OZET

Agir metaller gevre sartlarina dayanikli olup biyolojik sistemlerde ve
besinlerde metalin tiirii ve derisimine bagli olarak birikime neden olmakta ve canli
organizmalarda oliime kadar gidebilen zehirlenmelere yol agmaktadir. Calismada
kullanilmis olan Galleria mellonella, etik sorunlara yol agmamas: iiretiminin kolay
ve ucuz olmasi, memelilerin verdigi tepkilere benzer durum gostermesinden dolay1
model organizma olarak toksikolojik, fizyolojik ve immiinolojik c¢alismalarda
kullanilabilen bir tiirdiir.

Galleria mellonella (L.) larvalari, Cukurova Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hayvan Fizyolojisi Laboratuvar ortaminda kitle {iretimi
yapilan 28 + 2°C sicaklik ve %70+5 bagil neme sahip ortam kosullarinda Bronksil
(1961) tarafindan belirlenmis olan yar1 sentetik besin ile beslenen stok kiiltiiriinden
elde edilmistir. Stok kiiltiirin devamlilig1, besin konulan kavanozlarin igerisine
birakilan G. mellonella ergin disi ve erkek boceklerin ¢iftlesmesi sonucunda
disilerin biraktig1 yumurtalarin agilmasiyla saglanmistir.

G. mellonella (L.)’ nin 5. evre larvalarina, bakir ve ¢inkonun farkh
konsantrasyonlari, tek baslarina ve karisim halinde, peteklere daldirma metodu ile
uygulanmigtir. Kontrol grubundaki larvalar ise, sadece distile suya daldirilmig
peteklerle beslenmistir. Kontrol ve uygulama gruplari 72 saatlik deney siiresi
sonunda besin ortamindan alinmustir.

Sunulan ¢aligmada, G.mellonella larvalarinin orta barsak ve yag dokudaki
antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimler incelenmigtir. Bakir, ¢inko ve
karisiminin larvalarda oksidatif strese neden oldugu, oksidatif stresin biyomarkeri
olan CAT, SOD ve GPx enzim aktivitelerindeki belirgin degisimler ile tespit

edilmistir.
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Hiicredeki ilk detoksifikasyon enzimi olan siiperoksit dismutaz, reaktif
oksijen tiirlerini hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler oksijene (O,) katalizler ve
lipit peroksidasyonu inhibe eder. Katalaz, siiperoksit dismutaz aktivitesi sonucunda
meydana gelen toksik hidrojen peroksiti (H,O, ), su ve oksijene doniistiiriir.
Yaptigimiz ¢alismada elde edilen verlere gore bakira maruz kalmis larvalarda SOD
ve CAT enzim aktiviteleri her iki dokuda ayni oranda artis gostermistir.Bakirin
yiksek toksik etkisinden nedeniyle SOD enzim aktivitesi biiyiik Ol¢iide artmis
dolayisiyla  ortamdaki H,O, konsantrasyonuda artmustir. Artan  H,O,
konsantrasyonu ise CAT enzim aktivitesini arttirmigtir. Bu durum hiicrede serbest
radikallere karsi ilk savunma basamagi olan SOD ve CAT antioksidan enzimlerinin
birlikte uyumlu ¢alistigin1 géstermektedir. Zn uygulanan grupta kontrole gére CAT
ve GPx enzim aktivitesi diisiis gosterirken, SOD aktivitesi orta bagirsakta artmis
yag dokuda ise diisiis gostermistir.

Her iki dokunun CAT, SOD ve GPx enzim aktiviteleri kontrole gore
karigim grubunda azalma gostermistir. Bakir ve ¢inkonun birlikte kullaniminda
cinkonun antagonistik etki gdstererek bakirin toksik etkisi azaltilmis dolayisiyla
enzim aktiviteleride diismiistiir.

Omurgalilara alternatif bir tiir olarak kullanilan G.mellonella (L.)
larvalarinin yag doku ve barsaktaki makromolekiillerin olas1 degisikliklerinin tespit
edilmesi ve bu biyokimyasal etkilerin anlagilmasi hem aricilik sektoriinde biiyiik
kayiplara neden olan, G. mellonella ve diger zararli tiirlerle miicadele
caligmalarinda zararli bocek tiirlerinin populasyonlarinin giivenli bir sekilde
kontrol edilebilmesine, hem de hedef olmayan canlilara ve cevreye daha az

olumsuz etkisi olan yontemlerin gelistirilmesine yardimci olacaktir.
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1. GIRIS Yagmur MESE

1. GIRIS

Gelisen teknoloji ve endiistri ile paralel olarak agir metal kullanimi ve
bununla birlikte olusan endiistriyel atiklar her gegen giin artmaktadir. Agir metaller
esansiyel (biyolojik siireglere etki derecelerine gore; ¢ogunlukla enzimatik bir
tepkimede rol oynayan, organizma da belirli bir derisimde bulunmasi gereken
vitamin ve hormonlarin bilesenlerinde bulunanlar) ve non-esansiyel (ilk
konsantrasyondan itibaren toksik etki gosterenler) olarak siniflandirilmaktadir
(Ozbolat ve ark., 2016). Cevre sartlarina dayanikli olan agir metaller besinlerde ve
biyolojik sistemlerde birikim yapmaktadirlar. Son zamanlarda 6nem kazanan metal
zehirlenmelerinde metal konsantrasyonlari, metalin tiirii ve diger metallerle
etkilesimine bagli olarak canlilarda 6liime kadar gidebilen zehirlenmelere yol
acmaktadir. Baz1 metaller bircok organizmada canlhiligin devami, ¢ogalmasi ve
immiin sistemin faaliyetlerinin siirdiiriilmesi i¢in gerekli elementlerdir. Bununla
birlikte canlilarda belirli derisimden (1-10 ug/mL) sonra toksik etki gdsterirler.
Metaller redoks reaksiyonlar1 ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) diretimini
indiikleyerek oksidatif strese neden olabilmektedir. Organizmaya alinan metaller
proteinlerle etkilesime girip onlarin yapisal ve enzimatik islevlerini degistirerek
inhibe edebilir, temel olan elementlerin yerine gecerek toksik etkiler gdsterebilir
(Bremner, 1974) ya da bazi toksik metaller, proteinlerle etkileserek hiicre igi
birikimlere neden olabilirler (Yoshikawa ve Ohta 1982; Okgu ve ark., 2009).

Agir metallerin dokularda biriktigi ve derisimi kritik degerlere ulagtiginda
toksik etkilere yol agtig1 yapilan farkli ¢aligmalarda da gosterilmistir.( Khangarot
ve ark. 1987; Spurgeon ve ark.,1994;Li ve ark., 2005; Tkachenko ve Kurhaluk,
2012)Yasayan her organizma i¢ ortamini diizenlemek zorundadir, metallerde
tagima siireclerinde ve birgok enzim aktivitesinde kilit rol oynamaktadir (Dow,

2017).



1. GIRIS Yagmur MESE

Arsenik(As), kobalt(Co), krom(Cr), kursun(Pb), bakir(Cu), ¢inko(Zn),
kadmiyum (Cd) gibi c¢esitli metaller redoks reaksiyonlari ve reaktif oksijen
tirlerinin liretimini indiiklemektedir.Cinko (Zn) 3000 ‘den fazla metalloenzim ve
proteinlerin kofaktoriidiir. Ozellikle karbonik anhidraz, siiperoksit dismutazda ve
birgok DNA-baglayici proteinin ¢inko basamaklarinda ¢ok ¢esitli enzimlerde aktif
bolgeler olugturan kritik bir elementtir (Dow, 2017). Zn, immiin sistem hiicreleri ile
onemli bilesikler arasinda ara bulucu rol oynamaktadir (Weiss ve Carver, 2018).

Bakirin (Cu) elektron ve O, transportu, oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlarinda katalizor ve O, radikallerinin hasarma karsi hiicreyi koruma gibi
gorevleri vardir (Yazgan B. ve Yazgan Y., 2014). Cu ve Zn gibi elementler
enzimatik antioksidan aktiviteleri i¢in gereklidir. SOD maksimum etkinlik i¢in
cinko, bakir ve mangan; CAT demir gibi ge¢is metallerinin; GPx ise selenyum
kofaktorligiine gereksinim duyar fakat ayn1 zamanda fazla alindiklarinda serbest
radikal olusumunu indiikleyerek oksidatif strese neden olabilmektedirler.

Oksidatif stresin en Onemli nedenlerinden biri serbest radikallerin
olusumudur (Babior, 2000). Oksidatif stres; reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve
bozunmas1 arasindaki dengesizlige dayanan fizyolojik ya da patofizyolojik siireg
olarak tanimlanmaktadir (Staerck ve ark., 2017).

Serbest radikaller hiicrede ekzojen (sigara, x 1sinlari, ilaglar ve pestisitler
vb.) ve endojen (nétrofil fagositoz sistemi vb.) kaynakli etmenlere bagli olarak
olusurlar. Dig yoriingesinde eslenmemis bir elektrona sahip olan reaktif kimyasal
tirler ve ayni1 zamanda bagimsiz molekiillerdir. Serbest radikaller oksijen (reaktif
oksijen tiirleri) ve nitrojen (reaktif nitrojen tiirleri) kaynakl olabilir (Halliwell ve
Gutteridge, 1999; Valko ve ark.,, 2007). ROT hiicresel makro molekiillere
saldirarak proteinlerin oksidasyonuna, niikleik asitlerin zarar gdérmesine, lipid
peroksidasyonuna ve hiicresel savunma sistemlerinin aktive olmasma neden
olmaktadir (Hermes-Lima ve Zenteno-Savin,2002: Gavrilovic ve ark. ,2017).
Oksijen kaynakli serbest radikal tiirleri arasinda; lipit peroksil (LOO.), alkoksil

(RO.), siiperoksit (O2.-), singlet O, hidroksil (OH.), peroksil (ROO.), organik
2



1. GIRIS Yagmur MESE

radikaller, hidroperoksil radikalleri (HO,) sayilabilmektedir. Nitrojen kaynakli
serbest radikalleri ise nitrojen dioksit (NO,.) ve nitrik oksit (NO.) olusturmaktadir.
Cogu dokuda birincil ROT iireten organel mitokondiridir (Turrens, 2014).

LiPiD MEMBRAN

Sekil 1.1.  Siiper oksit anyonunun diger reaktif tiirlerin iiretiminde ki roli
(Ighodaro ve Akinloye, 2018)

Serbest radikaller canlilarda devamli olusan ve antioksidan savunma
mekanizmasi tarafindan diizenli olarak yok edilen molekiillerdir. Siiperoksit direkt
olarak zarar vermemesine ragmen hidrojen peroksit (H,O,) kaynagi olmasi
nedeniyle zararlidir. H,0,, membran lipidlerinde lipid peroksidasyonuna,
stiperoksit dismutaz inaktivasyonuna, DNA hasarina neden olmaktadir (Mercan,
2004). Boceklerde, ROT’ un artisi, mideye alinan besinlerin emilimine zarar
vermekte ve orta barsak hiicrelerinde de oksidatif hasara yol agabilmektedir (Bi ve
Felton, 1995; Tungsoy, 2016).

Yaklagik 2,3 milyar y1l dnce bir biyokimyasal olay, diinya gezegeninin
atmosferik kosullarini ¢arpici bigcimde degistirmis ve siyanobakteriler, oksijene
neden olan suyu okside etme yetenegini gelistirmistir (Kasting ve Siefert 2002;
Raymond ve Segre 2006; Turrens, 2018). ilk olarak bu degisimin bir sonucu, bu
organizmalar su bol oldugu i¢in gezegendeki hemen hemen tiim ortamlarda koloni

3
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kurmuslardir. Ikinci olarak bu yeni metabolik yol, baslangicta cevrede bir atik {iriin
olarak biriken biylik bir oksijen iretimiyle sonu¢lanmistir (Turrens, 2003).
Molekiiler oksijen (O,), aeroblarin yasami i¢in zorunlu iken, potansiyel olarak da
toksiktir. (Fridovich, 2013). Biriken O, nin toksisitesi ile basa ¢ikmak i¢in birkag
farkli enzim gelismis ve bugiine kadar devam etmistir.

Bilinen bocek tilirlerinin ¢ogu otguldur ve gidalarda bulunan toksik
maddeler ile reaksiyonlar1 hizli ve giicliidiir. Toksik metallerin bu tiir bocekler
iizerindeki biiylime inhibisyonu, gelisim bozukluklari, mortalitesi, fizyolojilerinin
yeniden diizenlenmesi, biyokimyas1 vb. akut ve kronik etkiler siklikla
bildirilmektedir (Peric-Mataruga ve ark., 2019)

Biyolojik olarak antioksidan kavrami, oksitlenebilir bir substratinkine
karsilik daha diisiik bir konsantrasyonda mevcut olmasi, substratin oksidasyonunu
geciktirebilen ya da onleyebilen herhangi bir bilesik olarak tanimlanmasina yol
agmaktadir (Pisoschi ve Pop,2015).

Antioksidan enzimlerin, stiperoksit, hidrojen peroksit veya katalitik metal
iyonlar1 gibi kilit rol oynayan reaktif oksijen tiirlerini ortamdan uzaklastirma ya da
daha gii¢siiz molekiillere ¢evirme, serbest radikal zararina neden olan zincirleme
reaksiyonlarin olugsmasi inhibe etme ve bunlarin neden oldugu hasarlar1 onarma
gibi etki mekanizmalar1 vardir. Antioksidanlarin tiikenmesi ve / veya antioksidan
enzimlerin indiiksiyonu, redoks aktif metallerin yer degistirmesi, mitokondride
elektron tasima zincirlerinin inhibisyonu ve DNA onariminin kesilmesi oksidatif
strese neden olabilir (Peric-Mataruga ve ark., 2019).

Oksidasyona karst miicadele eden antioksidanlar endojen (katalaz,
stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz v.b.) ve ekzojen (askorbik asit, vitamin
A ve E, folik asit, NADPH oksidaz inhibitorleri v.b) kaynakli olup, hem direkt hem
de dolayli yoldan ilaglarin, ksenobiyotiklerin, kanser yapici ve toksik radikallerin
olumsuz etkilerine karst canliyt koruyan maddelerdir. Endojen kaynakl
antioksidanlar enzimatik ve non-enzimatik olarak iki alt grupta siniflandirilabilir.

Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) gibi
4
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enzimatik olan, melatonin, alblimin, TUrik asit gibi enzimatik olmayan
antioksidanlarda reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkisini yok etmektedir (Kale ve

ark, 1999).

ENZIMATIK ANTIOKSIDAN ENZIMATIK OLMAYAN ANTIOKSIDAN
Endojen enzimler Endojen veya metabolik Ekzojen veya beslenme fakiorieri
faktorler
* Sdperoksit dsmulaz * Tiyol-dsGlifid oksidoredikiaziar |+« E vitamini
* Katalaz » Glutaredoksinler = C Vitamini
= Glutatyon = Tiyoredoksinler = Avitamini
= Paraoksonaziar » Urik Asit * Polifenolier
= Heme oksijenaz-1 * Koerzim Q + Tetrasiklinler (doksisklin)
» Peroksiredoksinler » Bilirubin * Anjiyotensin Donlgtiricl Enzim
» Alfa-Lipoik Asit Inhibiterieri (ADEI) ve Anjyotensin Il

Reseptér Blokerleri (ARB)
« Pentaeritritol Tetranitrat (PETN)
= Nebivolal
= Statinler
= Resveratrol
= Milokondri Hedelli Anticksidanlar
* Gen Tedavisi

Sekil 1.2. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar

Antioksidanlar viicutta zararl1 etkileri olan serbest radikallere ve oksidatif
strese karst savunma saglayan suda ya da yagda c¢Ozlinebilen hayati
biyomolekiillerdir (Nice, 1997). Tim canli organizmalar serbest radikallerin
zararh etkilerini engellemek i¢in antioksidan mekanizmalara sahiptirler. Diger ¢ok
hiicreli okaryotlar gibi, bocekler de ROT un neden oldugu hasari sinirlamak i¢in
CAT, SOD, GPx gibi enzimler dahil olmak iizere c¢esitli biyokimyasal
mekanizmalar kullanmaktadirlar (Blagojevic ve Grubor- Lajsic, 2000; Boardman
ve ark., 2012; Gavrilovic ve ark., 2017).

1969 yilinda ilk olarak McCord ve Fridovich tarafindan kesfedilen (Kayali,
2006) stiperoksit dismutaz, hiicrede endojen olarak iiretilen
ilk detoksifikasyon enzimi ve ¢ok gii¢clii bir antioksidandir. Biyosferde gesitli SOD
izoformlar1 bulunmaktadir. SOD bir metalloenzimdir ve dolayistyla aktivitesi i¢in
kofaktor olarak metale ihtiyag duymaktadir. Bu baglamda SOD’ lar temelde 3

formda siniflandirilir bunlar;
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i. Yaygin olarak prokaryotlar ve bazi bitkilerin kloroplastlarinda bulunan Fe-
SOD,
ii. Prokaryotlar ve 6karyotlarin mitokondrisinde bulunan Mn-SOD

iii. Okaryotlar ve ¢ogunlukla sitozolde dagilmis olarak bulunan ama ayni

zamanda kloroplastlar ve peroksizomlarda da bulunan Cu/Zn-SOD’ lardir
(Halliwell ve Gutteridge, 1999; Zelko ve ark., 2002; Ighodaro ve Akinloye ,2018).
Bunlarin yani sira iki SOD izozimi (Ni igeren bir SOD ve NiFe igeren SOD)
Streptomyces'ten (Kim ve ark, 1996; Youn ve ark, 1996; Turrens, 2018) ve diger
birka¢ prokaryottan (Barondeau ve ark., 2004; Broering ve ark, 2013) izole
edilmistir (Turrens, 2014). FeSOD'un baslangicta sadece bakterilerde bulunan bir
enzim oldugu diisiiniilmesine ragmen, bitki kloroplastinda, bazi bitkilerin
sitoplazmasinda ve tryapanosomatidlerin mitokondri ve glikozomlarinda tespit
edilmistir (Dufernez ve ark., 2006; Wilkinson ve ark., 2006; Turrens, 2018). Ayrica
1982 yilinda Marklund tarafindan tanimlanan ve CuZn-SOD’dan degisik olarak
¢inko ve bakir tagtyan ekstraseliiler SOD (EC-SOD) bulunmaktadir (Caylak, 2011).

SOD
202"+ 2H > H202 +02

Etki mekanizmasi tiim SOD' lar i¢in aynidir: O, - radikalinin, H,O, ve O, ’
ye doniisiimiinii katalize eder (McCord ve Fridovich, 1969). H,0O, ise metal iyonlari
varliginda Fenton ve Haber Weiss reaksiyonu ile OH" (hidroksit) radikaline
donismektedir (Gomes, 2012). Lepidoptera takimina ait boceklerin hemolenfinde
ve ¢esitli dokularinda siiperoksit radikal iiretimi ve SOD aktivitesi goriilmistiir
(Felton ve Summers 1995, Arakawa 1994).

Katalaz (CAT) dort benzer alt birime sahip 240 kDa tetramerik bir
proteindir (Radi ve ark. 1991). Katalazlar {i¢ ayr1 gruba ayrilabilir. Bunlar heme-

6
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katalazlar (ayrica tipik katalazlar olarak da bilinir) en iyi c¢alisilan enzimlerdir,
bakteri ve mantarlarda bulunan ve bitki peroksidazlari ile yiiksek benzerlik
gosteren ancak ayni zamanda H,0,'nin dismutasyonunu katalizleyen katalaz grubu
olan katalaz-peroksidazlar (KatG) ve manganez dimerlerinin diger katalazlarda
bulunan heme grubunun yerini aldigi homoheksamerik bir katalaz iceren bazi
bakteri tiirlerini igeren katalazlardir (Za'moky” ve Koller, 1999; Switala ve
Loewen, 2002; Chelikani ve ark., 2004). Tiim memeli formlar1 dahil olmak {izere
bircok katalaz, kompleksin bir parcast olarak bir NADPH molekiilii icermektedir
(Chelikani ve ark., 2004; Kirkman ve Gaetani, 2007; Turrens, 2018). Katalaz
stiperoksit dismutaz aktivitesi sonucunda meydana gelen toksik hidrojen peroksiti
(H,0,), su ve oksijene doniistiirmektedir (Duthie, 1989). Hem SOD’u hem de
CAT’ 1 asin ireten Transgenik sinekler dogal tiirlerine gore artan bir yasam

dongiisii gostermistir (Orr ve ark., 2003).
CAT
2H202 ¢y 2H20 + O2

Glutatyon peroksidaz hidrojen peroksiti ve lipid peroksitleri, genelde
mitokondri bazen sitozolde, alkole parcalayan onemli hiicre i¢i bir enzimdir
(Peric-Mataruga ve ark., 2019 ). Genellikle aktivitesi mikrobesin kofaktorii olarak
bilinen selenyuma baghidir. Bu nedenle siklikla selenosistein peroksidaz olarak
anilir (Ighodaro ve Akinloye ,2018). GPx lipid peroksidasyonunu engelleme
stirecinde ¢ok dnemli rol oynar ve bu nedenle hiicre oksidatif stresten korunur (Gill
ve Tuteja, 2010). Elektron kaynagi olarak glutatyonu kullanan GPx organik
hiperoksit ve hidrojen peroksitlerin rediiksiyonundan sorumlu bir enzimdir.
Selenyuma bagimli glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi Lepidoptera takimina ait

tiirlerde nispeten diistiktiir (Tungsoy, 2016).
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GPx
H20: + 2GSH GSSG + 2H20

Galleria mellonella L. (Bliylik bal mumu giivesi) Lepidoptera takimi
Pyralidae familyasinin Galleriinae alt familyasinin bir iiyesidir. Balmumu giivesi
terimi, bal aris1 kolonilerine, kovana ve kovan {iriinlerini istila eden ve zarar veren
farkl: tiirlerdeki giiveler anlamina gelen ortak bir isimdir. Biiyiik bal mumu giivesi

holometabol bir bécek olup dort ayr1 yasam evresine (yumurta, larva, pupa, ergin)

sahiptir.

A4

Ve
L Ol \‘3
Sekil 1.3. G. mellonella yasam evresi; Yumurta, Larva, Pupa, Ergin

Model organizma olarak da kullanilan G. mellonella larvalar polen, bal
mumu, pupa evresindeki bal aris1 derileri ve yavrulari ile beslenirler, petekte
tiineller olusturur ve y1gin halinde ag birakirlar. Bu siire zarfinda kovanda hasara
neden olurlar. Ayrica, larvalarin kolonileri biiyiik ¢apta istila etmesi, ¢cogu zaman
koloni kaybina yol agmaktadir (Kwadha ve ark., 2018). Bunun yaninda, in vitro
kosullarda kolay yetistirilebilmesi ve genis larva gruplarinin kullanilabilmesi
acisindan arastirmalarin istatiksel giliciinii arttirmakta (Cook ve McArthur, 2013;
Maguire ve ark., 2017; Lange ve ark., 2018) ve arastirmalarla ilgili maliyeti
azaltmaktadir.

Calismamizda, G. mellonella (L.) (Biiyiik bal mumu giivesi ) (Lepidoptera:
Pyralidae) larvalarinin, bakir (Cu) ve ¢inko (Zn)’ nun farkli konsantrasyonlarinin
tek baglarina ve karisgim halinde beslenmeleri durumunda orta barsak ve yag
dokusundaki siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz

(GPx) antioksidan enzim aktiviteleri lizerine olan etkileri incelenmistir.
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2.ONCEKIi CALISMALAR

Gautam ve ark. (2018), 14 giin boyunca 100, 500 ve 1000 mg CuSO,4 ve Cu
NP maruz birakilan Metaphire posthuma ile yaptiklari ¢aligmaya gore, SOD
aktivitesinin tiim konsantrasyonlarda azaldigini, en fazla azalmanin ise 1000 mg
CuSO4 ve Cu NP de gerceklestigini sdylemislerdir. Ayrica Cu NP’niin tiim
konsantrasyonlarinda CAT aktivitesinin belirgin bir azalis gosterdigini tespit
etmislerdir.

Sezer Tungsoy ve ark. (2018), CuO NP’niin 4. evre G.mellonella
larvalarinin bazi biyokimyasal parametreleri lizerine olan etkilerini arastirmiglar ve
elde ettikleri verilere gore orta barsak ve yag dokudaki SOD aktivitesi azalirken,
CAT aktivitesinin artig gosterdigini, GPx aktvitesinde ise belirgin bir farklilik
olmadigimi tespit etmislerdir.

Benavides ve ark. (2016), 7, 14 ve 21 giin boyunca ZnO ve Al,O; NP
maruz birakilan Carassius auratus ile yaptiklari ¢alismada, SOD ve CAT aktivitesi
tim NP konsantrasyonlarinda hem solunga¢ hem de karacigerde 7-14 giin arasinda
belirgin artig gosteritken 14-21 gilin arasinda belirgin azalis gdsterdigini tespit
etmislerdir.

Suganya ve ark. (2016), Spodoptera litura larvalarinda farkli
konsantrasyonlardaki Cd ve Pb ile yaptiklar1 g¢aligmada antioksidan enzim
aktivitelerini incelemislerdir. Elde edilen veriler sonucunda yag dokudaki CAT
aktivitesinin Cd 0,44 mg, Pb 4,8 mg, Pb 0,48 mg, Cd 0,50 mg, Cd 0,3 mg, Pb 9,6
mg uygulamalarinda azaldigini, orta barsakta ise Pb 0,48 mg, Pb 9,6 mg
konsantrasyonlarda azalirken diger konsantrasyonlarda arttigini bildirmisledir.
SOD enzim aktivitesi orta barsakta Cd 0,50 mg, Pb 0,48 mg artis gosterirken diger
uygulamalarda azaldigini, yag dokuda Cd 0,44 mg, Pb 4,80 mg uygulamalarinda
artis gosterirken diger uygulamalarda azaldigini tespit etmis ve enzim

aktivitelerinin artan konsantrasyona bagl olarak degistigini soylemislerdir.
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Nikolic ve ark. (2016), Apis mellifera ile yaptiklarn ¢aligmada Cu, Pb ve
Cd’un antioksidan enzim aktivitelerine ve enzimlerdeki gen ekspresyonlari iizerine
etkisini incelemislerdir. SOD ve CAT aktivitelerinde belirgin bir degisiklik
olmadigimi sadece Cd’un en diisiik konsantrasyonunda CAT aktivitesinin azalig
gosterdigini  sOylemiglerdir. Katalaz ve siliperoksit dismutaz genlerinin
ekspresyonu, kadmiyuma ve bakira maruz kalindiginda degisirken kursun sadece
stiperoksit dismutaz genlerinin ekspresyonunu indiiklemistir.

Li ve ark. (2005), Oxya chinensis’e kadmiyum uygulayarak antioksidan
enzim aktivitelerini arastirmiglardir. Elde edilen sonuglara gore tiim deney
gruplarinda CAT’m giliglii bir detoksifikasyon etkisi oldugu, artan Cd
konsantrasyonuna bagli olarak GPx aktivitesinin diistiigli ve bu enzimin diisiik
detoksifikasyon etkisi gosterdigi, SOD enzimi aktivitesinin ise artis gosterdigini ve
SOD’nin orta derecede detoksifikasyon etki gosterdigi yorumunu yapmislardir.

Dubovskiy ve ark. (2008), G. mellonella larvalarinin orta bagirsaginda
oksidatif stres olusumu sonucu siiperoksitdismutaz (SOD), glutatyon- S-transferaz
(GST), katalaz (CAT), konsantrasyonlarmin oksidasyonu yiikseltgenmesi,
(RSSR/TP) tiyoller ve MDA diizeyleri test edilmistir. {lk giinlerin sonunda MDA
ve SOD diizeyi artarken CAT diizeyinin azaldig1 goriilmiistiir.

Yasur ve Pathipeti (2015), glimiis nanopartikiillerinin S. litura ve A.janata
larvalarinda biiylime gelisme ve fizyolojisine olan etkilerini incelemislerdir.
Uygulama sonucunda SOD, CAT ve peroksidaz aktivitelerinde degisiklik oldugunu
gdzlemislerdir.

Maguire ve ark. (2017) yaptiklar ¢alismada potasyum nitrat uygulanan G.
mellonella larvalarinin SOD aktivitesinde belirgin bir artis gdzlemistir. Bununla
birlikte mitokondriyal fonksiyonlarda (mitokondriyal aldehit dehidrogenaz,
putative mitokondriyal Mn siiperoksit dismutaz) ve nitrat metabolizmasiyla
(alifatik nitrilaz, glutatyon S-transferaz) ilgili proteinlerde artigina neden oldugu

gozlenmistir
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Peri¢-Mataruga ve ark. (2019), dordiincii evre L. dispar larvalarinda
beyindeki ve orta barsak dokularindaki Cd biyoakiimiilasyonunu, oksidatif stresi ve
kolinesteraz aktivitesi parametrelerindeki farkliliklar1 arastirmiglar, sonug olarak
oksidatif stresin belirteci olan enzim aktivitelerinde (SOD, CAT, GR, GST, APOX,
GSH ve SH gruplari) ve Cd birikiminin her iki doku iginde arttigi goézlenmistir.
Kolinesteraz aktivesi ise beyinde orta bagirsaga gore dnemli derecede artis tespit
edilmistir.

Baghban ve ark. (2014), Zn ve Cu’in farkli konsantrasyonlarina maruz
birakilmis H. armigera larvalar1 ile yaptiklari ¢alismada; Cu’in tim
konsantrasyonlarinda glikojen, protein ve kolesterol miktarmin arttigi, glikojen
miktarimin Zn’nun tiim konsantrasyonlarinda arttigi, protein ve kolesterol
miktarmin diisiik konsantrasyonlarinda azaldigi gozlenmistir.

Ibrahim ve Ali (2018), yaptiklarni calismada, ZnO NPs ve AgNPs
uygulanmis hint yapraklarmin ekstrakti ile beslenen S. Ilitforalis 2. donem
larvalarmin gelisimindeki ve fizyolojisindeki degisiklikleri incelemis ve sonug
olarak ZnO NPs ile beslenen larvalarin toplam hemosit, graniiler hiicre,
plazmotosit, sayilari ile lipaz, amilaz, G6PD ve CAT, SOD antioksidan enzim
aktivitelerinde belirgin bir artis oldugunu bunun tam aksine karbonhidrat, lipid ve
protein seviyelerinde Ag NPs gbre azalma meydana geldigini bildirmistir.

Ahamed ve ark. (2010), Drosophila’nin 3. evre larvalarma belirli
konsantrasyonlarda Ag NP’ leri ile beslemis ve sonucunda oksidatif stresin ve
apoptosisin arttigini sdylemislerdir.

Wu ve Yi (2015) , Cr ve Pb’nin G. mellonella larvalarmin bagigiklik ve
antioksidan sistemine etkisi iizerine c¢alismis, Cr ve Pb’nin artan
konsantrasyonlarinda kontrole gére CAT ve SOD enzim aktivitesinde artisa neden
oldugunu belirtmislerdir.

Shu ve ark. (2012) Spodoptera litura ile yaptiklar1 c¢alismada ¢inko

uygulamasi ile metallotionin miktarinin artisina baglh olarak orta barsakta ¢inko
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birikimi ve barsak hiicrelerinde graniil olusumunun meydana geldigini tespit
etmislerdir.

Rodrigues ve ark., (2008), Pb, Cd, Rb, Cu, Ca, Zn, Mg ve Mn
konsantrasyonlarint toprak, ot (Lolium perenne), ve volkanik aktiviteye maruz
kalan ve kalmayan yerlerden elde edilen Pseudaletia uninpuncta larvalarinda agir
metal birikimini 6l¢gmiis, Cu, Mn, Rb ve Zn seviyelerinin, Pb ,Cd ve Mg seviyeleri
ile benzer sekilde yiiksek diizeyde birikim oldugunu kaydetmistir.

Gongqing ve Yunhong (2015), G. mellonella larvalarinda yaptiklari
caligmada, artan Pb ve Cr konsantrasayonlarinin kontrole gore kiyaslandiginda
CAT ve SOD enzim aktivitesinde artigsa neden oldugunu bulmuslardir.

Sun ve ark. (2011), yaptiklar1 calismada Spodoptera litura larvalarinda
besine ilave edilen nikelin GST ve karboksilesteraz aktivitelerinde artis oldugunu
tespit etmislerdir.

Eesa M. ve ark. (2016), Cd ve Pb maruz birakilmus S. littoralis’in 2. ve 4.
evre larvalariyla yaptiklari ¢alismanin sonucunda Cd’un Pb’ dan daha toksik etki
gostermesine ragmen her iki agir metalinde en diisiik konsantrasyonlarda dahi
toksik etki gosterdigi belirtilmistir.

Zaman ve ark. (1994), Hg2C12 ve HgCl2’nin Musca domestica nin ergin
disi ve Trichoplusia ni’nin 4. evre larvalar1 {izerindeki toksik etkisi iizerine
yaptiklar1 ¢aligmada; SOD, GPx, GST ve GR enzim aktivitelerinde her iki tiir ve
konsantrasyon i¢in belirgin degisiklikler gosterdigini, CAT enziminde ise Hg2Cl12
konsantrasyonunda her iki tiir i¢in de belirgin degisiklikler oldugunu, HgC12’ nin

ise sadece Trichoplusia ni de belirgin farkliliga neden oldugunu sdylemislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1 G. mellonella Stok Kiiltiiriin Devamlihgi ve Deney Boceklerin Elde
Edilmesi

Caligmada materyal olarak kullanilan Galleria mellonella L. larvalari,
Cukurova Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hayvan Fizyolojisi
Laboratuvar ortaminda kitle {iretimi yapilan 28 + 2°C sicaklik ve %7045 bagil
neme sahip ortam kosullarinda Bronksil (1961) tarafindan belirlenmis olan yar1
sentetik besin ile beslenen stok kiiltiiriinden elde edilmistir. Stok kiiltiiriin
devamlilig1, besin konulan kavanozlarin igerisine birakilan G. mellonella ergin disi
ve erkek boceklerin ciftlesmesi sonucunda disilerin biraktigt yumurtalarin

acilmasiyla saglanmistir.

Sekil 3.1. G.mellonella L. (Lepidoptra: Pyralide) larvalari
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3.1.2. Deney Besinlerinin ve Agir Metal Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi
Caligmada kullanilan larvalarin beslenmesi ic¢in bakir (Cu) 10 ppm ve
¢inko (Zn) 30 ppm ve karisim i¢in 1:1 oraninda ¢ézeltiler hazirlanmistir. Larvalarin
beslenmesi igin hazirlanan c¢ozeltiler deney kaplarindaki peteklere daldirma
metoduyla uygulanmigtir. Kontrol grubundaki larvalar ise, sadece distile suya
daldirilmis peteklerle beslenmistir. Uygulama sonunda kiif olusumunu engelleme
amaciyla petekler {izerine bir miktar kepek eklenmistir. Tiim deney gruplar1 ve
kontrol grubuna besinci evre G. mellonella larvalarindan 20 adet eklenmistir. Hava
akisinin saglanmasi ig¢in deney kaplarmin {izerine delikler agilmistir. Kontrol ve
uygulama gruplar1 72 saatlik deney siiresi tamamlanana kadar her giin kontrol

edilmistir. Deneyler {i¢ kez farkli zamanlarda tekrar yapilmistir.

Sekil 3.2. Agir metal uygulanan deney gruplari
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3.2. Metod
3.2.1. Dokularin izolasyonu

Larvalar buz iizerinde 2-3 dakika bekletilip hareketleri yavaslatildiktan
sonra, %95 etil alkol ile dezenfekte edilmistir. Larvalar sirt kismi strafora gelecek
sekilde igneler ile sabitlenerek ve arka bacaklarinin 6niinden orta eksen boyunca
alkol ile dezenfekte edilmis mikro makas ile kesilerek larvalarin diseksiyonu
yapilmustir. ik olarak yag doku bir pens yardimiyla izole edilmis ve daha sonra
orta bagirsak kismi almmustir. izole edilen yag doku ve orta bagirsak, icerisinde

homojenizasyon tamponu (20 mM; pH 7,6) bulunan ependorf tiiplere aktarilmistir.

P4
»

Sekil 3.3. G. mellonella larvasinin disesiyonu R

Homojenizasyon Tamponu;

Tris (hidroksimetil) aminometan 2,4228 g
EDTA 0,2923 g
Sakkaroz 1712 g
KCl1 112¢g
Dithiotreitol (DTT) 0,1543 g
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3.2.2. Dokularin Homojenizasyonu

Yag doku ornekleri, +4 °C’de ultrasonik homojenizatorde homojenize
edilmistir. Daha sonra 500 g’ de 15 dakika +4 °C’de santrifiij edilmis ve santrifiij
sonunda alinan siipernatant baska bir tiipe aktarilarak, 12000 g’ de +4 °C’de 45 dk.
(10.249 rpm) tekrar santrifiij edilmistir.

Bagirsak doku ornekleri ise, ilk dnce ultra turrax ile homojenizasyonu
saglanmig ve sonrasinda yag doku i¢in uygulanan santrifiij islemleri uygulanmistir.
Her iki dokudan da Bradford tayini i¢in eppendorflara 100 ul siipernatantlardan

ayrilmistir.

Sekil 3.4. Ultra turrax (A) ve ultrasonik (B) homojeniiatérlerde dokularin
homojenizasyon iglemi

Tiim bu iglemler sonunda siizme islemi yapilmistir. Stizme isleminde diisiik
molekiil agirlikli proteinleri uzaklastirmak igin Sephadex® G-25 jel kolonlari
kullanilmistir (Gonzalez-Reya ve ark, 2014). Homojenizasyon tamponu ile
kolonlar 5 defa temizlenmis ve temizlenen kolonlara 2500 pl 6rnek koyularak
tamamen siiziilmesi beklenmistir. Siiziilme isleminden sonra, 3500 pl tampon
eklenmis ve siizlilen 6rnekler enzim aktivitesi i¢in eppendorf tiiplere ayrilmis ve
ayrilan ornekler, -80 °C’de enzim aktivitelerinin tayini islemlerine kadar derin
dondurucuda saklanmuistir.
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Sekil 3.5. Homojenatlarin kolonda siiziilme islemi

3.2.3. Dokularin Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Tayini
3.2.3.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Tayini

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi i¢gin McCord ve Fridovich
(1969), yontemi kullanilmigtir. Siiperoksit dismutaz (SOD: EC: 1.15.1.1)
aktivitesinin tespiti ksantinoksidaz/ hipoksantin sistemi tarafindan sitokrom ¢’ nin
azalmasinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. 1 birim SOD, sitokrom ¢ azalisinin %50’
sinin inhibe edilmesiyle biriken enzim miktar1 ile ifade edilmektedir. SOD
aktivitesi, total protein konsantrasyonunun U mg-1 olarak tanimlanmasiyla elde

edilir.

a-Cozeltiler:
Fosfat Tamponu;

100 ml Sol A + 850 ml Sol B ; pH 7.8

Soliisyon A Soliisyon B
KH,PO, 6,8¢g K,HPO, 8,7¢g
EDTA 0,0292 g EDTA 0,0292 g
Ultra Saf Su 1L Ultra Saf Su 1L
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Hipoksantin;
Hipoksantin 204 ¢
Ultra saf su 100 ml

Tamamen ¢oziilene kadar 50° C “de 1sitilir.

Sitokrom c oksidaz;

Sitokrom ¢ 37,5 mg

Fosfat tamponu 20 ml

Ksantin oksidaz (56 Um/ml);

Ksantin 50 ul (38,5 Um/ml)

Fosfat tamponu 2 ml

b- Ksantin oksidaz testi:

Fosfat tamponu 2700 pl
Hipoksantin 100 pl
Sitokrom ¢ oksidaz 100 pl
Ksantin oksidaz 100 ul
Toplam 3000 pl

Ksantin oksidaz testi érnekler okunmadan énce yapilmustir. Olgiimler, 550

nm absorbansta bir dakika boyunca {iger kez tekrar edilmistir.
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¢- Orneklerin olciilmesi:

Soliisyon Hacim (ul) Kor (ul)
Fosfat Tamponu 2650 2800
Hipoksantin 100 100
Sitokrom c oksidaz | 100 100
Ornek 50 -
Ksantin oksidaz 100 -
Toplam 3000 3000

Ornekler 550 nm absorbansda 1 dakika boyunca kinetik olarak

spektrofotometrede Ol¢tilmiistiir.

3.2.3.2. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Tayini

Katalaz (CAT) enzim aktvitesi igin Greenwald (1985) yontemi
kullanilmigtir. Katalaz (CAT: EC: 1.11.1.6) aktivitesi bir dakika boyunca 240 nm
absorbansta H,O,’ in pargalanmasiyla agiga ¢ikan azalan absorbansin 6l¢iilmesi
olayma dayanmaktadir. Sabit say1 (¢€240= 40 M-1cm-1) kullanilarak birim zaman
basina absorbanstaki degisimler katalaz aktivitesinin Ol¢liimii olarak alimustir.

Enzim aktivitesi nmol min-1 mg-1 protein birimiyle verilmistir.

a- Cozeltiler:
Fosfat tamponu;

50 ml Sol A+ 250 ml Sol B; pH 7,8 1L ultra saf su ile tamamlanir. pH 7,5 olarak

HCl ile ayarlanir.

Soliisyon A Soliisyon B
KH,PO, 109¢g K,HPO, 1392 ¢
Ultra Saf Su 1L Ultra Saf Su 1L
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HzOz:
Ayri bir meziirde %30’ luk H,O, 1,7 ml konulur onun iizerine hazirlanan

fosfat tamponu ile 100 ml’ ye tamamlanir. Hazirlanan bu ¢dzelti ayri bir siseye

konur.

b- Orneklerin 6l¢iilmesi:

Soliisyon Hacim (pul) Kor (ul)
Fosfat tamponu 1900 3000
H,0, 1000 -

Ornek 100 -
Toplam 3000 3000

Orneklerin, 240 nm absorbansta 10 saniye araliklarla 1 dakika boyunca kinetik

olarak dl¢limleri spektrofotometrede yapilmistir.

3.2.3.3. Glutatyon peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesinin Tayini

Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi i¢in Lawrence ve Burk (1976)
yontemleri kullanilmigtir. Total glutatyon peroksidaz (GPx: EC: 1.11.1.9)
NADPH’ m 340 nm’ de oksidasyonunu takiben glutatyon reduktaz, rediikte
glutatyon ve substrat olarak kiimen hidroperoksit varliginda olgiilmektedir. GPx
aktivitesi, total protein konsantrasyonun nmol dk-1 mg-1 cinsinden ifade

edilmektedir.
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a- Cozeltiler:

Fosfat tamponu;

50 ml Sol A+ 250 ml Sol B; pH 7,8

Soliisyon A Soliisyon B
KH,PO, 13.6 g K,HPO, 17,4 g
Ultra Saf Su 1L Ultra Saf Su 1L
GSH (rediikte glutatyon);
GSH 0,123 g
Fosfat tamponu 10 ml
Kiimen hidroperoksit;
Kiimen (%80) 0,563 ml
Etanol 20 ml

100 ml’ ye kadar ultra saf su ilave edilir.

GR (glutatyon reduktaz);

GR

38,4 ul (38,5 U/ml)

Fosfat tamponu

1,78 ml

NADPH;
NADPH 4 mg
Fosfat tamponu 2 ml
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b- Kiimen hidroperoksit testi:

Soliisyon Hacim (ul)
Fosfat tamponu (100mM) 450

GSH (40 mM) 50

GR (20 U/ml) 50
NADPH (2,4 mM) 50

Tris tamponu* 300
Kiimen hidroperoksit 100
Toplam 1000

*Ornegin homojenizasyonunda kullanilan Tris HC] tamponu

¢- Orneklerin 6l¢iilmesi:

Soliisyon Hacim (pul) Kor (pl)
Fosfat tamponu (100mM) | 450 1000
GSH (40 mM) 50 -

GR (20 U/ml) 50 -
NADPH (2,4 mM) 50 -

Ornek 300 -
Kiimen hidroperoksit 100 -
Toplam 1000 1000

Ornekler, 340 nm absorbansda 1 dakika boyunca spektrofotometrede 6lgiilmiistiir.

3.2.3.4. Total Protein Miktarinin Belirlenmesi

Bradford yontemi, proteinlerde bulunan arjinin, triptofan, tirozin, histidin
ve fenilalanin gibi aminoasit rezidiilerinin, Coomassie brillant blue G-250 boyasina
baglanmasiyla mavi renkli kompleks olugmasi esasina dayanir. Renklendirilmis

¢Ozeltinin absorbansi 595 nm’de 6l¢iiliir (Bradford, 1976).
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a- Standart grafigin hazirlanmasi

Stok protein ¢ozeltisi bovin serum albiimin (BSA)’ den 1 mg/mL olarak
hazirlanmigtir. Stok protein ¢ozeltisi 0, 10, 20, 30 ve 50 pg/L derigimlerinde
seyreltilerek ¢ozeltiler hazirlannmustir. Ornek protein derisimlerinin dlgiilmesinde
kullanilan yontem ile standartlarin absorbans degerleri tespit edilmis ve standart
grafigin olusturulmasinda kullanilmistir. Cozeltiler hazirlandiktan sonra 5 saniye

vortekste karistirilmistir.

Standart Protein ¢ozeltileri:

Konsantrasyon (pug/L) | 0 10 20 30 50
BSA (ml) 0 0,05 0,1 0,15 0,25
Ultra saf su (ml) 5 4,95 4,9 4,85 4,75

b- Bradford Reaktifi:

10 ml Bradford reaktifi tizerine 40 ml ultra saf su eklenerek hazirlanmistir.

c- Orneklerin hazirlanmasi
Dokularin homojenizsayonu sonucunda elde edilen supernatantlar ilk 6nce 1/100

oraninda, daha sonra tekrar 1/5 oraninda seyreltilmistir.

d- Standartlarin ve drneklerin okunmasi

Hazirlanan standart ¢ozeltilerden baska bir tiipe 250 ul eklenmis, {izerine
750 ul Bradford reaktifi ilave edilmistir. Ornekler 595 nm absorbansta
spektrofotometrede okunmustur. Kor olarak ornekle ayni miktarda ultra saf su

kullanilmustir.
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3.2.3.5. istatistiksel Analizler
Kontrol ve agir metal uygulanmig deney gruplari arasindaki istatistiksel
veriler SPSS 21.0 bilgisayar programinda SNK testi  kullanilarak

degerlendirilmistir. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. SOD Enzim Aktivitesi

G. mellonella’nin orta barsak ve yag dokusundaki 72 saatlik siire
sonundaki SOD enzim aktivitelerindeki degisiklikler Cizelge 4.1.1. ve Sekil 4.1.1.
de verilmistir. Elde edilen verilere gore; her iki doku i¢inde SOD enzim
aktivitelerinde istatistiki olarak belirgin farkliliklar gézlenmektedir.

Cu (10 mg/1) ve Zn (30 mg/l) ve Cu+Zn (10:30 mg/l) karigim uygulanan
besin ile beslenmis larvalarin yag dokusundaki SOD aktivitesinde kontrol grubuna
gore belirgin bir azalis goriilmektedir. Cu grubu SOD aktivitesi kontrole gére %56,
Zn grubu kontrole gore %10’ luk bir diislis gdstermistir. Cu+Zn grubu kontrol ile
karsilastirildiginda %68 oraninda biiyiik bir diisiis géstermistir. Karisim grubu Zn
ve Cu gruplar ile karsilastirildiginda bakira gore %26, ¢inkoya goére %64 oraninda
belirgin bir azalig gdstermistir.

Orta barsaktaki SOD aktivitesinde Cu grubu kontrole gore %285
oraninda bilylik bir artig gostermistir. Zn uygulanan grupda kontrole kiyasla %22
oraninda bir artts meydana gelmistir. Cu+Zn grubunun enzim aktivitesinde
kontrole gore %42’lik bir azalis oldugu gorilmistiir. Karisim grubu Cu ve Zn
gruplar ile karsilastirildiginda, bakira gére SOD aktivitesinde %85, ¢inkoya gore
%53 oraninda belirgin bir azalis goriilmiistiir. Incelenen her iki dokudaki

farkliliklar kontrole gore istatistiki agidan 6nemli bulunmustur.
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Cizelge 4.1. Cu, Zn ve kangimlarinin G. mellonella’nin orta barsak ve yag
dokusundaki SOD enzim aktivitesi iizerine etkileri

SOD AKTIVITESI (U mg” protein) (X +sX)*
AGIR METAL (mg/l) YAG DOKU ORTA BARSAK
Kontrol 0,827+ 0,000 a 1,284+ 0,001 a
Cu (10 mg/l) 0,358 = 0,000 b 4,956 + 0,003 b
Zn (30 mg/l) 0,738 + 0,001 ¢ 1,576 + 0,001 ¢
Cu + Zn (10:30 mg/l) 0,263 + 0,000 d 0,739 + 0,000 d

*SNK; Kiiciik harfler agir metaller aras: farki gostermek i¢in kullanilmistir. Ayni harflerle gosterilen
veriler arasinda istatistiki fark yoktur(P< 0.05).

SOD AKTIVITESI

[e)]

(2}

IS

M yag doku

w

M orta barsak

N

SOD Aktivitesi ( U mg-1 protein)
[y

ol A

Kontrol Cu Zn Cu+12n

o
1

Sekil 4.1. Cu, Zn ve kangimlarinin G. mellonella’nin orta barsak ve yag
dokusundaki SOD enzim aktivitesi iizerine etkileri
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4.1.2. CAT Enzim Aktivitesi

Cizelge 4.1.2.ve Sekil 4.1.2.de G.mellonella larvalarinin tek baslarina (Cu
10 mg/l ve 30 mg/l Zn) ve karisim halinde (10:30 mg/l Cu+Zn) uygulanan besin
ile beslenmeleri sonunda orta barsak ve yag dokusundaki CAT enzim aktiviteleri
gosterilmistir. 72 saatlik uygulama siiresince G. mellonella’nin yag dokusundaki
CAT enzim aktivitesinde kontrole gére Cu grubunda %67 oraninda belirgin bir
artls goriilmiistiir. Zn grubunda kontrole gore %10’luk bir diigiis gozlenmistir.
Karigim grubunun CAT aktivitesi kontrole goére % 38 oraninda beligin bir azalis
gostermektedir. Karigim grubu Cu ve Zn gruplar ile kiyaslandiginda bakira gore
CAT aktivitesinde %63, ¢inkoya gore %31 oraninda belirgin bir azalis
goriilmektedir.

Orta barsaktaki CAT aktivitesi kontrole gore Cu grubunda %75 oraninda
biyiik bir ytlikselis gosterirken, Zn grubunda %55 ve Cu+Zn uygulanmis grupda
%60 oraninda bir diiglis gostermistir. Karigim grubu Cu ve Zn gruplartyla
kiyaslandiginda, bakira gére CAT enzim aktivitesinde %89, ¢inkoya gore %10

oraninda bir azalis meydana gelmis ve istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Cizelge 4.2. Cu, Zn ve kangimlarinin G. mellonella’nin orta barsak ve yag
dokusundaki CAT enzim aktivitesi iizerine etkileri

CAT AKTIVITESI (U mg” protein) (X +sX)*

AGIR METAL (mg/l) YAG DOKU ORTA BARSAK
Kontrol 0,387 +0,018 a 0,456 = 0,006 a
Cu (10 mg/l) 0,650 + 0,023 b 1,792 + 0,009 b
Zn (30 mg/l) 0,349 £ 0,012 a 0,204 = 0,003 ¢
Cu + Zn (10:30 mg/l) 0,237 + 0,005 ¢ 0,182+ 0,005 d

*SNK; Kiiciik harfler agir metaller aras: farki gostermek i¢in kullanilmistir. Ayni harflerle gosterilen
veriler arasinda istatistiki fark yoktur(P< 0.05).

CAT AKTIVITESI

)
%

’

1,6
1,4

1,2

myag

0,8

M barsak

0,6
0,4 -
0,2 -

CAT Aktivitesi (U mg-1 protein

Kontrol

Cu Zn Cu+7Zn

Sekil 4.2. Cu, Zn ve kangimlarinin G. mellonella’nin orta barsak ve yag
dokusundaki CAT enzim aktivitesi iizerine etkileri
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4.1.3. GPx Enzim Aktivitesi

Cizelge 4.1.3. ve Sekil 4.1.3. de G.melonlella’nin orta barsak ve yag
dokusundaki GPx enzim aktivitelerindeki degisimler gosterilmistir. Bulunan
sonuglara gore tek baglarina (Cu 10 mg/l ve Zn 30 mg/l) ve karisim (10:30 mg/1)
halinde besin ile beslenen larvalarin her iki dokusundaki GPx enzim aktivitesinde
kontrole gore belirgin farkliliklar tespit edilmistir. G. mellonella larvalarinin yag
dokusunda kontrole gore Zn %20, Cu %40 ve karisim uygulamasinda %19
oraninda bir diisiis goézlenmistir. Karigim grubu Cu uygulanan grup ile
kiyaslandiginda %35 oraninda istatiksel olarak anlaml bir diisiis gosterirken, Zn
uygulamasina gore %1 oraninda bir diislis gdstermistir.

Orta barsaktaki GPx enzim aktivitesinde kontrole gore Cu %62, Zn %29 ve
karisim uygulanan grup %57 oraninda diisiis gostermis ve istatistiki olarak dnemli
bulunmustur. Karisim grubunun GPx aktivitesi, Zn grubuna gore %39 oraninda

belirgin bir azalig, Cu uygulanan gruba gore %12°lik bir artis gostermistir.
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Cizelge 4.3. Cu, Zn ve kangimlarinin G. mellonella’nin orta barsak ve yag
dokusundaki GPx enzim aktivitesi lizerine etkileri

GPx AKTIVITESI (U mg” protein) (X +sx)*
AGIR METAL (mg/l) YAG DOKU ORTA BARSAK
Kontrol 4,919 +0,035 a 6,850+ 0,047 a
Cu (10 mg/l) 2,942+ 0,007 b 2,584+ 0,242 b
Zn (30 mg/l) 3,910+ 0,022 ¢ 4,814 + 0,060 ¢
Cu + Zn (10:30 mg/l) 3,962 + 0,005 ¢ 2,899+ 0,017 b

*SNK; Kiiciik harfler agir metaller aras: farki gostermek i¢in kullanilmistir. Ayni harflerle gosterilen
veriler arasinda istatistiki fark yoktur(P< 0.05).

GPx AKTIVITESI

8
.E 7
2 6
a,
25
24 - W yag doku
§ 3 - W orta barsak
2
22

0 -

Kontrol Cu Zn Cu+2Zn

Sekil 4.3. Cu, Zn ve kansimlarmin G. mellonella’nin orta barsak ve yag
dokusundaki GPx enzim aktivitesi lizerine etkileri
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4.2. Tartisma

Agir metaller gevre sartlarina dayanikli olup biyolojik sistemlerde ve
besinlerde birikime neden olmaktadir. Metal zehirlenmelerinde metalin tiirii, diger
metallerle etkilesimi ve konsantrasyonlarina bagli olarak insan ve hayvanlarda
oliime kadar gidebilen ciddi zehirlenmelere yol agmaktadir. Bazi metaller canliligin
devami, ¢ogalmasi, immiin sistemin faaliyetlerinin siirdiiriilmesi i¢in gerekli
elementlerdir. Cu ve Zn gibi elementler enzimatik antioksidan aktiviteleri i¢in
gereklidir. SOD maksimum etkinlik i¢in ¢inko, bakir ve mangan; CAT demir gibi
gecis metallerinin, GPx ise selenyum kofaktorliigiine gereksinim duymaktadir.
Antioksidan enzimlerin, siiperoksit, hidrojen peroksit veya katalitik metal iyonlari
gibi kilit rol oynayan reaktif oksijen tiirlerini ortamdan uzaklastirma ya da daha
giicsiiz molekiillere cevirme, serbest radikal zararina neden olan zincirleme
reaksiyonlarin olugmasini inhibe etme ve bunlarin neden oldugu hasarlar1 onarma
gibi etki mekanizmalar1 vardir. Ancak belirli konsantrasyonlardan sonra redoks
reaksiyonlar1 ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) {iretimini indiikleyerek oksidatif
strese neden olabilmektedir.

SOD enzimi O,'- radikalinin, H,O, ve O,’ ye doniigiimiinii katalize eder
(McCord ve Fridovich, 1969). Meydana gelen toksik hidrojen peroksit (H,0,),
CAT enzimi etkisiyle su ve oksijene ya da metal iyonlar1 varliginda Fenton ve
Haber Weiss reaksiyonu ile OH" (hidroksil) radikaline
donismektedir(Gomes,2012). CAT, H,O,’nin yiiksek konsantrasyonlarinda daha
etkilidir. Daha diisik H,O, konsantrasyonunun séz konusu oldugu durumlarda,
GPx daha etkilidir (Duthie vd. 1989).

Yapilan c¢alismada, G. mellonella L. (Biiyik bal mumu giivesi )
(Lepidoptera: Pyralidae) larvalarinin, bakir (Cu) ve ¢inko (Zn)’ nun farkh
konsantrasyonlariyla tek baslarina ve karisim halinde beslenmeleri durumunda orta
barsak ve yag dokusundaki siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon

peroksidaz (GPx) antioksidan enzim aktivitelerine olan etkileri incelenmistir.
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S. litura larvalari ile yapilan ¢alismada farkli konsantrasyonlarda larvalara
Cd ve Pb uygulamasi sonucunda SOD enzim aktivitesinin orta barsakta artig
gosterdigi bildirilmistir (Suganya ve ark., 2016). G. mellonella ile yapilan bir
caligmada, larvalarin Krom (Cr) ve kursunun (Pb) artan konsantrasyonlarinda
kontrole gore CAT ve SOD enzim aktivitesinde artisa neden oldugu bildirilmistir
(Wu ve Yi, 2015). Yine G. mellonella ile yapilan farkli bir ¢calismada larvalara
potasyum nitrat uygulamasit sonucunda SOD aktivitesinde belirgin bir artis
gozlendigi bildirilmistir (Maguire ve ark., 2017). Dordiincii evre L dispar
larvalarinda yapilan bir ¢alismada beyindeki ve orta barsak dokularindaki Cd
biyoakiimiilasyonunun, SOD ve CAT enzim aktivitelerini arttirdiglr goriilmiistiir
(Peri¢-Mataruga ve ark. 2019).

Elde ettigimiz verilere gore G. mellonella larvalarmin orta barsakta
kontrole gore tek baslarina uygulama yapilan Cu ve Zn gruplarmin SOD
aktivitesinde artig goriiliirken, yag dokusunda tiim uygulama gruplarinda kontrole
gore istatistiksel olarak anlaml bir azalis goriilmektedir. M. posthuma ile yapilan
benzer bir ¢alismada CuSO4 ve Cu NP’nin farkli konsantrasyonlarmin SOD
aktivitesinde azalma oldugu ve en fazla azalmaninda en yiiksek konsantrasyonda
gerceklestigi goriilmiistiir (Gautam ve ark. 2018).

Serbest radikaller hiicresel makro molekiillere saldirarak hiicresel savunma
sistemlerinin aktive olmasina neden olmaktadir. SOD, CAT ve GPx serbest radikal
olma potansiyeli olan herhangi bir molekiilii ya da diger radikallerin iiretimini
tetikleyebilecek herhangi bir serbest radikali nétrlestirmede ilk savunma
antioksidanlardir (Ighodaro ve Akinloye, 2018). Bundan dolay1 serbest radikallere
karst oksidatif stresin bir sinyali olarak kullanilabilmektedir (Benavides ve
ark.,2016). Metallere uzun siire maruz kalmak, organizmalarda metallerin
birikmesine neden olmaktadir. Metallerin birikmesi, yiiksek siiperoksit
radikallerinin veya hidrojen peroksit (H,O,) gibi tiirevlerin olusumunu arttirir

dolayisiyla, azalan SOD aktivitesinin nedeninin, SOD enzimine zarar veren
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ROT’ un agir1 iiretilmesinden kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir (Gopi ve
ark.,2019).

Yapilan ¢alismada G. mellonella larvalarinin CAT aktivitesi her iki dokuda
sadece Cu grubunda artis gostermistir. Bakir birgok 6nemli enzimin ayrilmaz bir
pargast olmasina ragmen artan bakir konsantrasyonu fenton benzeri reaksiyonlarla
oksidatif hasara yol acabilir ya da organizmadaki glutatyon rezervlerini
bosaltabilir. (Nikolic ve ark.,2016). Yaptifimiz c¢alismada karistm halinde
uygulanan besin ile beslenen larvalarin hem orta barsak hem de yag dokusundaki
SOD ve CAT enzim aktivtelerinde belirgin bir diisiis oldugu gozlenmistir. Ayrica
karisim grubu diger iki metalle kiyaslandiginda her iki dokuda da CAT
aktivitesinde azalma gdzlenmistir.

G. mellonella larvalarmin CAT aktivitesi Zn ve karisim uygulamalarinda
kontrole gore belirgin bir diisiis gostermektedir. Yapilan benzer bir c¢alismada
Benavides ve ark. (2016) 7, 14 ve 21 giin boyunca ZnO ve Al,O; NP maruz
birakilan  Carassius auratus’da  SOD ve CAT aktivitesinde tiim NP
konsantrasyonlarinda 7-14 giin arasinda belirgin artis, 14-21 giin arasinda ise
belirgin bir azalis oldugunu tespit etmislerdir. Bu azalisin kirleticilere maruz
kalindiginda, enzim aktivitesinin yiikselmesine yol agmis olabilecegini, ancak daha
yiiksek seviyelerde veya siirekli maruz kalindiginda, artan oksidatif stresin enzim
aktivitesini  inhibe = ederek  savunma  mekanizmalari1  azaltmasindan
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Yapilan farkli bir ¢aligmada ise Ibrahim ve
Ali (2018) ZnO NPs ve AgNPs uygulanmis hint yapraklarinin ekstrakti ile
beslenen S. littoralis’in CAT antioksidan enzim aktivitesinde belirgin bir artig
oldugunu gozlemlemistir. Metallerin farkli boyut, konsantrasyon, uygulanan siire
ve baska metallerle birlikte kullanilmasina bagli olarak bu farkliliklarin olabilecegi
diigiiniilmektedir. Ayrica antioksidan enzim aktivitelerinin tiire, gelisme evresine

ve dokuya 6zgii olarak degistigi de gdzlenmistir (Durmus, 2007).

33



4. BULGULAR VE TARTISMA Yagmur MESE

Yaptigimiz ¢aligmada tiim uygulama gruplarinda GPx aktivitesinde anlamli
bir disiis gézlenmistir. Oxya chinensis de artan Cd konsantrasyonuna bagli olarak
GPx aktivitesinin diigtiigii gdzlenmistir (Li ve ark., 2005). G. mellonella ile yapilan
bagka bir calismada, CuO NP’niin G. mellonella’nin orta barsak ve yag dokusunda
SOD aktivitesi azalirken, CAT aktivitesinin artig gosterdigi, GPx aktvitesinde ise
belirgin bir farklilik olmadig1 tespit edilmistir. CuO nanopartikiiliiniin antioksidan
enzim aktivitelerini indiikledigi ve bu enzim aktivitelerinin farkli dokularda reaktif
oksijen tiirlerini notralize ettigi yorumu yapilmistir (Tungsoy ve ark. 2018).

M. domestica’nin ergin disi ve Trichoplusia ni ‘nin 4. evre larvalarn ile
yapilan calismada Hg,C1l, ve HgCl,’nin SOD ve GPx enzim aktivitelerinde
belirgin degisiklikler oldugu saptanmistir (Zaman ve ark., 1994). Lepidoptera
tiirleri olan S. litura ve A.janata larvalarina Ag NP uygulamasinin sonucunda SOD,
CAT ve peroksidaz aktivitelerinde degisiklik oldugu gozlemlenmistir. Bu
degisimin Ag NP oksidatif stresi indiiklemesinden kaynaklandigi yorumu
yapilmigtir. (Yasur ve Pathipeti, 2015).

Yapilan ¢aligmada, Cu uygulanmis grupta GPx aktivitesinin diger iki
enzime gore daha diisiik oldugu fark edilmistir. Zn ve karisim uygulamalarinda
GPx aktivitesinin SOD ve CAT aktivitesine gore bir artig gosterdigi goriilmektedir.
CAT aktivitesi H,O,’nin yiiksek konsantrasyonlarinda daha etkili olup daha diisiik
H,0O, konsantrasyonlarinda GPx enzimi daha etkilidir (Duthie vd. 1989). Bakirin
yiiksek toksik etkisinden dolay1r SOD enziminin asir1 H,O, tiretmesiyle CAT enzim
aktivitesinin agir1 iiretilen H,O,’yi ortadan kaldirmak i¢in arttig1 soylenebilir.

G. mellonella larvalar1 ve farkli canl tiirleri ile yapilan ¢aligmalarda, agir
metallerin dokularda biriktigi ve dokulardaki derigimi kritik degerlere ulastiginda
toksik etkilere yol actigi agikca goriilmektedir. Metaller, bagisiklik ve
detoksifikasyon sistemleri gibi bazi1 dogal bécek diren¢ mekanizmalari iizerinde

dogrudan etkiye sahiptirler.
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Yapilan c¢alismada, bakir ve ¢inkonun tek basma ve karigim halinde
kullanilmasi, oksidatif stresin birer gostergesi olan SOD, CAT ve GPx antioksidan
enzim aktivitelerinde belirgin artis ve azaliglara neden olmustur. Bakira maruz
kalan larvalarda SOD ve CAT enzim aktiviteleri her iki dokuda ayn1 oranda artmus,
bu durum hiicrede serbest radikallere karsi ilk savunma basamagi olan bu iki
enzimin birlikte uyumlu ¢alistigini géstermistir.

Toksisite ¢alismalari i¢in basit, ucuz ve hizl iiretilebilen bir model olan G.
mellonella’nin yag doku ve barsaktaki makromolekiillerin olas1 degisikliklerinin
tespit edilmesi ve bu biyokimyasal etkilerin anlagilmasi hem aricilik sektoriinde
biiyiikk kayiplara neden olan G. mellonella ve diger zararh tiirlerle miicadele
caligsmalarinda zararli bocek tiirlerinin populasyonlarinin giivenli bir sekilde
kontrol edilebilmesine hem de hedef olmayan canlilara ve ¢evreye daha az olumsuz

etkisi olan yontemlerin gelistirilmesine yardimci olacaktir.
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5.SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismada, G. mellonella larvalarinin, bakir ve ¢inkonun farkli
konsantrasyonlariyla tek baslarina ve karisim halinde beslenmeleri durumunda orta
barsak ve yag dokusundaki antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimler
belirlenmistir.

Bakir ve ¢inkonun tek bagina ve karisim halinde kullanildiginda orta barsak
ve yag dokuda oksidatif strese neden oldugu, oksidatif stresin birer gostergesi olan
SOD, CAT ve GPx antioksidan enzim aktivitelerindeki belirgin azalig ve artiglarla
tespit edilmistir.

G.mellonella larvalarimin memelilerin verdigi tepkilere benzer durum
gostermesi, in vitro kosullarda kolay yetistirilebilmesi ve genis larva gruplarinin
kullanilabilmesi agisindan arastirmalarin istatiksel giiclinii arttirmakta ve
arastirmalarla ilgili maliyeti azaltmaktadir. Bu nedenle insan akut toksisite,
bakteriyel ve fungal patojenite, antimikrobiyal farmokinetik etkilerinin
aragtirilmas1  ¢alismalarinda omurgalilara alternatif olarak yaygin bigimde
kullanilmaktadir.

Agir metallerin bocek fizyolojisinde 6nemli bir parametre olan, antioksidan
savunma sistemine olan etkilerinin arastirilmasi ileride yapilacak birgok

genotoksik, fizyolojik ve toksikolojik ¢alismalara katki saglayacaktir,
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