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OZET

ENDOPARAZITOIT Pimpla turionellae L. (HYMENOPTERA: ICHNEUMONIDAE)
VENOMUNUN BOCEK VE MEMELI HUCRELERINDE TOKSIKOLOJIiK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Selin CIM
Biyoloji Anabilim Dali
Eskisehir Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kasim, 2018

Danigman: Dog. Dr. Hiillya ALTUNTAS

Ikinci Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Ayse AK CAN

Bu calismada idiobiont, soliter, pup endoparazitoiti Pimpla turionellae (L.)
(Hymenoptera; Ichneumonidae)'nin, venomunun sublethal dozlarmin konak bdcek
Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera; Pyralidae) puplar1 {izerindeki genotoksik ve
oksidatif etkileri ile C6 glioblastoma memeli hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkileri
belirlendi. P. turionella disilerinden izole edilen venomunun glioblastoma hiicreleri
iizerinde sitotoksik etkilerinin oldugu MTT ve Alamar Blue analizleri ile test edildi.
Parazitoit venomunun konak puplarina enjeksiyonu ile venomun sublethal dozlar1 ve
stireleri tespit edildi. Belirlenen venom doz ve inkiibasyon siirelerine gore konak
hemolenfinde antioksidan enzim akitivite ve lipit peroksidasyonundaki degisimler
analiz edilirken hemositlerdeki genotoksik hasar COMET ve Mikronukleus (MN)
analizleri ile belirlendi. Calisma sonuglarina gore P. turionellae venomuna maruz kalan
G. mellonella puplarinda antioksidan enzim aktivitelerinin ve lipit peroksidasyonunun
kontrole gore azalma gosterdigi, ayn1 venom dozlarinin konak hemositlerinde ise
genomik hasar1 arttirdigi tespit edildi. Sonu¢ olarak bu ¢aligma endoparazitoit
venomunun, hem konak hemde memeli hiicrelerinde sitotoksik etkilerinin oldugunu

gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Pimpla turionellae, Venom, MTT, Glioblastoma, Antioksidan

enzim, Genotoksisite, Galleria mellonella
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE TOXICOLOGICAL EFFECTS OF ENDOPARASITOID
Pimpla turionellae L. (HYMENOPTERA: ICHNEUMONIDAE) VENOM ON
INSECT AND MAMMALIAN CELLS

Selin CIM
Department of Biology
Eskisehir Technical University, Graduate School of Sciences, November, 2018

Supervisor: Asoc. Prof. Dr. Hiillya ALTUNTAS
Co-supervisor: Dr. Ayse AK CAN

In this study, the genotoxic and oxidative effects of sublethal doses of Pimpla
turionellae (L.) (Hymenoptera; Ichneumonidae) venom on host insect Galleria
mellonella (L.) (Lepidoptera; Pyralidae), and cytotoxic effects of the venom on C6
glioblastoma mammalian cell line were determined. The cytotoxic effects of venom
isolated from P. turionella females on glioblastoma cells were determined by MTT and
Alamar Blue tests. Sublethal doses and times of venom were determined by injection of
parasitoid venom to host pupae. According to the venom doses and incubation times,
changes in antioxidant enzyme activities and lipid peroxidation in hemolymph of the
host pupae were analyzed and also genotoxic damage in hemocytes of pupae was
determined by COMET and Micronucleus (MN) assays. According to the results of the
study, the antioxidant enzyme activities and lipid peroxidation of G. mellonella pupae
exposed to P. turionellae venom decreased when compared with control and genomic
damage in host hemocytes increased at all venom doses. In conclusion, this study shows

that endoparasitoid venom has cytotoxic effects on host and mammalian cells.

Anahtar Sozciikler: Pimpla turionellae, Venom, MTT, Glioblastoma, Antioxidant

enzyme, Genotoxicity, Galleria mellonella
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gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi: bu calismanin Eskisehir
Teknik Universitesi tarafindan kullamlan “bilimsel intihal tespit programi”yla
tarandigimi ve hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, c¢alismamla ilgili yaptigim bu beyana aykirt bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Hymenoptera ordosuna ait parazitoit yaban arilari, zararli konak popiilasyonlarin
baskilanmasinda etkili, risksiz, spesifik etki gosteren kontrol ajanlaridir. Tipik olarak,
disi yumurtalarin1 konak (¢ogunlukla arthropodlar) icerisine (endoparazitoit) veya
disarisina (ektoparazitoit) birakir ve agilan yumurtadan ¢ikan parazitoit larvasi konaktan
beslenerek hayattini devam ettirir. Ovipozisyondan 6nce konaga verilen bilesenlerle
konagmi oldiiren veya felg ederek gelisimini durduranlar idiobiont, ovipozisyondan
sonra konagin gelisimine izin veren parazitoitler koinobiont, olarak tanimlanmistir
(Wharton 1993; Godfray, 1994). Beslenme sonucunda konak, parazitoit nedeniyle Sliir,
ancak konagin hayatta kalabilecegi ve cogalmaya devam edebilecegi 6rnekler de vardir
(Dheilly, 2015). Farkli yasam biciminin bir sonucu olarak, endoparazitoit ve
ektoparazitoitlerin fizyolojik ihtiyaglar1 ve konak iizerindeki etkileri degisiklik
gosterebilir (Pennacchio ve Strand, 2006). Parazitleme sirasinda konaga enjekte edilen
bilesenler, venom ve kaliks sivist dahil olmak {izere basarili parazitlemeyi
kolaylastirmada hayati rol oynar (Tanaka ve Vinson, 1991). Bunlar, 6zellikle
endoparazitoitlerde konak manipiilasyonuna katkida bulunan simbiyotik viriisler veya
virlis benzeri partikiiller igerebilir veya icermeyebilir. Parazitoit arilardan elde edilen
venomlar, protein bakimindan zengin bilesenlerden olusmus bir kokteyl 6zelligi tasir.
Ektoparazitoit ve endoparazitoit arilarin venom igeriklerini belirlemeye odaklanan
cesitli ¢alismalar, iki parazitoit yaban aris1 grubu arasinda birkag ortak protein
bulundugunu ortaya ¢ikarirken, venom iki grupta farkli amaglara hizmet edebilir. Genel
olarak, ektoparazitoitin venomlari, konak disindaki ektoparazitik larvalarin
beslenmesini saglamak icin konak felci (kisa veya uzun vadeli) ile ilgilidir. Buna karsimn,
endoparazitoitlerin venomlar1 da felce neden olabildikleri gibi, konak bagisiklik
sistemine miidahale ederek parazitlemeyi kolaylastirmak ve birakilan yumurtaninin
gelisimini saglamak amaciyla konaga birakilan venom dis1 diger faktorlerin etkilerini
(6rnegin polidnaviriisler, PDV'ler) sinerjik hale getirir (Vinson, 1990; Digilio vd., 1998;
Parkinson ve Weaver, 1999; Parkinson vd., 2002; Parkinson vd., 2004; Krukova vd.,
2007; Kryukova vd., 2011; Pennacchio vd., 2014).

Bu tez calismasi kapsaminda venom kaynagi olarak kullanilan endoparazitoit,
idiobiont ve soliter tiir Pimpla turionellae L. (Hymenoptera: Ichneumonidae) disileri
erginlestikten yaklasik 3 - 6 giin sonra konak puplar1 i¢ine abdomenlerinin sonunda
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bulunan ovipozitorleri (Gorsel 1.1) yardimiyla yumurta brakmaya baglarlar. Bu
ovipozitdr, yalnizca yumurtlamada degil ayrica ovipozisyondan oOnce konagi felg
etmede de kullanilmaktadir. Yumurtadan ¢ikan larva felg olan konagin dokularindan ve
viicut sivilarindan beslenerek larval gelisimini devam ettirmektedir. Yaklagik 10 giin
stiren larval donem sonunda pupal doneme gegmekte ve bu donemin sonuna dogru
ergine ait yapilar belirginlesmektedir. Bu iliskide P. turionallae bireylerinin larval
donemi tamamlamalar1 konaklarmin 6liimiiyle sonu¢lanmaktadir (Yazgan, 1981; Kansu
ve Ugur, 1984; Ugkan ve Giilel, 1990). Cok sayida zararli lepidopter tiiriiniin prepup ve
pupunda soliter, idiobiont ve endoparazitoit olarak gelisen bir tiir olan P. turionellae

etkin bir venom kesesi ve igerigine sahiptir (Gorsel 1.2).

Gorsel 1. 1. Ugkan (1999) tarafindan bildirilen P. turionellae ovipozitoriiniin
lateral goriintiisii (st7: sternit (karin plagi), t7, t8: 7. ve 8. tergit (sirt
plagi), v: valvula (ovipozitér)

Gorsel 1. 2. Uckan (1999) tarafindan bildirilen P.turionellae venom aparatlari, venom kesesi ve dufour
bezi v2,v3: valvulalar; vri, vr2, vip: valviferler; Dgl: dufour bezi tiibiilleri; pgl: venom bez
tiibiilleri; ps: venom kesesi pc: venom kanall



Parazitlemeyi takiben konagimi felg eden ve yasamini siirdiirmesine izin
vermeyen P. turionellae disilerinin venomunun, hedef hiicrelerde (konak hemositleri)
hiicre canliligin1 ve mitotik aktiviteyi azaltarak enkapsiilasyon davranisin1 engelledigi
ve bu etkiyi apoptozu tetiklemek suretiyle olusturdugu gosterilmistir (Er vd., 2010; Er
vd., 2011a; 2011b; Ugkan vd., 2010). Konak parazitoit iliskisinde hiicre 6liimii genel bir
ozelliktir. Bu durum siklikla konagin bagisiklik sisteminin baskilanmasi ile iligkilidir.
Konaga enjekte edilen disi kaynakli salgilara ve bunlarin dozuna bagli olarak apoptotik
veya onkolitik yolaklarin uyarilmasi sonucu hiicre 6liimleri olabilir. Pimpla cinsine ait
her iki tiirde de (P. hypochondriaca ve P. turionellae) venomun konak felcini tetikledigi
ve bunun sitotoksik ve sitolitik mekanizmalarla gerceklestigi belirlenmistir (Parkinson
ve Weaver, 1999; Ergin vd., 2006). Ayrica P. hypochondriaca tiriiniin venom
iceriginde konak bocekte felce sebep olan ve pimplin olarak adlandirilan 27 kDa
agirhiginda heterodimer bir proteinin varhigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada Pimplin’in
felg edici etkisinin konak sinir-kas sisteminde yer alan mekanizmalarin kontroliiyle
gerceklesebilecegi ifade edilmistir (Parkinson vd., 2002). Yapilan bir diger calismada
ise, P. hypochondriaca’nin venom igeriginde molekiiler agirlig1 4 - 22 kDa arasinda
degisen dokuz adet proteinin varligr gosterilmistir (Parkinson vd., 2004). Bu
proteinlerden ikisinin gen diziliminin 6riimcek venomlarinda da bulunan atrakotoksin
ve omega-konotoksin ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Richards ve Parkinson,
2000). Diisiik molekiiler agirliktaki bu proteinlerin Ca*? iyon kanallarinda etkili olarak
norotoksik aktivite gosterebilecekleri ifade edilmistir (Parkinson vd., 2004). Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) hiicrelerinde (Sf21) sitotoksik etki
gosteren daha kiiclik bir protein (13 kDa) de bu tiirlin venomundan elde edilmistir
(Parkinson ve Weaver, 1999). P. hypochondriaca venomunun sitolitik etkisi domates
giivesi, Lacanobia oleracea L. (Lepidoptera: Noctuidae) hemositlerinde de
goriilmektedir (Keenan vd., 2007). Ayrica, P. hypochondriaca venomunda bulunan
sitolitik etkili fenoloksidaz ve buna ilaveten laktaz aktiviteleri (Parkinson vd., 2002;
Parkinson vd., 2004) Nasonia vitripennis (Walker) (Hymenoptera: Pteromalidae)
venom igeriginde de belirlenmistir (Abt ve Rivers, 2007). Daha 6nce yapilan bir
caligmada ise biyokimyasal ve kromatografik analizler ile icerigi belirlenen ve genis
molekiiler agirliktaki proteinlerden olusan, N. vitripennis venomu, kiiltiire alinmig
Trichoplusia ni Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) (BTI-TN-5B1-4) embriyo hiicrelerine

uygulandiginda, plazma ve hiicre zar1 sigsmesini hiicre parcalanmasinin takip ettigi



gbzlenmistir (Rivers vd., 2006). Buna ilaveten, arastirmacilar daha once yaptiklari
caligmalar ile venomun mitokondri ve endoplazmik retikulumdan hiicre i¢ine kalsiyum
akisini, cAMP artisimi tetikleyen G proteine bagh sinyal iletim yolaklarmi kullanarak
onkolitik mekanizmalar ile hiicre 6limiinii gerceklestirdigini rapor etmislerdir (Rivers
vd., 2002; Rivers vd., 2005). P. turionellae venomunun hedef konak tiir (Ergin vd.,
2006) ve konak tiiriin hemositleri tizerindeki etkilerinin (Er vd., 2010; Er vd., 2011a;
2011b; Ugkan vd., 2010) yani sira hedef konak olmayan farkli bocek tiirlerine ait
hiicreler iizerindeki sitotoksik etkileri de arastirilmistir (Ergin vd., 2006). Konak tiir
Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) ile yapilan in vivo aktivite
calismalarinda, venomun konagin her iki evresi (larva ve pup) tlizerinde de etkili oldugu
goriilmiistiir (Ergin vd., 2006). Venomun hedef olmayan hiicreler lizerindeki etkilerini
belirlemek amaci ile 7. ni (BTI-TN-5B1-4) embriyo hiicresi ve Aedes aegypti (L.)
(Diptera: Culcidae) (Aag2) larva hiicresi kullanilmistir. Her iki tiir iizerinde yapilan
calismalarda hiicrelerin sismeye baslayip Oliimiin gergeklesmesi i¢in uzun saatler
gecmis ve hiicre pargalanmasi en az 48 saat sonra goriilmiistiir. Sonucta, hiicrelerin
yuvarlaklasmasi, membranin sismesi, sitoplazmik uzantilarin kaybolmasi ve niiklear
materyalin yogunlagmasi gibi nekroz ozellikleri goézlenmistir. Venomun konak tiir
iizerindeki morfolojik ve biyokimyasal etkileri yine konak tiir G. mellonella hemositleri
ve konak tiir olmayan 7. ni embriyo hiicreleri kullanilarak belirlenmistir (Keenan vd.,
2007). Hemositlerin aksine tiim venom uygulamalarinda embriyo hiicrelerinde asiri
derecede vakuol olusumu goriilmiistiir. ki saat kadar bu artis devam ettikten sonra
ticlincii saat sonunda hiicrelerin %55°ten fazlas1 6lmiistiir. Ayni ¢alismada, hem hemosit
hem de hiicre Kkiiltiiriine venom uygulamalari; P. hypochondriaca (Parkinson ve
Weaver, 1999) ve N. vitripennis venomunda da tespit edilen fenoloksidaz enziminin
inhibitorii feniltiyolire (PTU) (Abt ve Rivers, 2007) ve N. vitripennis venom igerigi
(Asgari vd., 2011) ile Cotesia rubecula (Marshall) (Hymenoptera: Braconidae) (Asgari
vd., 2011; Zhang vd., 2006) kaliks sivisinda varlig1 belirlenen konak hemositlerinin
yapisma ve yayilmasini kontrol eden saperon proteini kalretikulinin inhibitorii anti-
kalretikulin (aKRT) kullanilarak da yapilmistir. Venomun konak ve hiicre kiiltiiriine
uygulama oncesi PTU ve aKRT ile islem gdérmesi konak hemositleri i¢in koruma
saglarken ayni etki 7. ni embriyo hiicrelerinde goriilmemistir. PTU ve aKRT tatbik
edilen venom kullanildiginda hemositlerde ¢ok az vakuol olusumu goriilmesi venom

iceriginde fenoloksidaz ve kalretikulinin varligmi gdstermistir. Diger yandan, venom
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tatbik edilen embriyo hiicrelerinde hem onkotik hem de apoptotik morfolojik olusumlar
goriilmiis, 6 saat icinde hiicrelerin sitoplazmik uzantilar1 kaybolmus, sitoplazmik
biiziilmeyi takiben yuvarlaklasma, kiiclilme (sisme olmamis) ve vakuol olusmasi
seklinde morfolojik degisikler meydana gelmistir (Keenan vd., 2007). Hiicre
morfolojisinde venomun sebep oldugu degisimler arastirmacilar1 kalsiyum dengesini
arastirmaya yoneltmistir. Yapilan arastirmada, venom tatbik edilen 7. ni hiicrelerine
kalsiyuma duyarli fluo-4 asetoksimetil uygulanmis ve floresan mikroskop altinda
hiicreler goriintiilenmistir. Sonu¢ olarak, hiicre morfolojisinde goriilen degisimlerden
once hiicre i¢i Ca*? seviyesi arttig1 goriilmiistiir (Keenan vd., 2007). Hiicre igerisindeki
Ca*? artigmm kaynagimni belirlemek amaci ile de bir dizi arastirma yapilmistir. Bu
amacla, ilk olarak hiicre igindeki Ca*? artiginin kaynaginin mitokondri olup olmadigin
belirlemek i¢in venom tatbik edilen hiicreler mitokondri fonksiyonunu (zardaki gecis
sistemini) engelleyen rodamin 123 ile boyanmis ancak 24 saatlik zaman siirecinde
mitokondri zar1 potansiyelinde bir defisim meydana gelmemistir. Hiicre i¢i Ca*>
seviyesindeki artisin endoplazmik retikulumdan kaynaklanip kaynaklanmadigini
arastirmak i¢in venom tatbikinden Once hiicrelerin ortamma kalsiyum kanali
modiilatorleri eklenerek hiicre canliligi incelenmistir. Bu amagla; IP3R kanali
engelleyicileri heparin ve ksestospongin, NAADP-R kalsiyum duyarli kanal
engelleyicisi verapamil ve ER’den Ca*? cikismi uyaran kafeinin agonisti RYRI
(ryanodin) kullanilmistir. Arastirma sonunda, venomun kontrol ettigi hiicre i¢i Ca*?
seviyesindeki artis mekanizmasinin NAADP, IP3 ve RyR1 reseptorlerinden bagimsiz
bir sekilde gerceklestigi tespit edilmistir. Hiicre i¢i Ca*? seviyesindeki artisin hiicre
disindan kaynaklanabilecegi diisiinlilerek hiicre dis1 kalsiyumdan yoksun ortamda
embriyo hiicrelerine venom tatbik edilmis, bunun i¢in TC-100 hiicre kiiltiirii medyumu
yerine kalsiyumsuz Hanks dengeli tuz soliisyonu (HBSS) kullanilmistir. Sonugta, hiicre
canliliginda degisim olmamis, kalsiyumdan yoksun ortamda venom tatbik edilen
hiicrelerin sitoplazmasinda da kalsiyum bulunan ortamda yetistirilenler ile hemen
hemen ayni derecede yogun kalsiyum varlig1 tespit edilmistir. Hiicre kiiltiiriine, porlar
veya kanallar araciligi ile hiicre dist ¢Ozlinmiis maddelerin hiicre icine gegisini
yavaglatan ozmotik koruyucular, rafinoz ve siikroz ilavesi de hiicre par¢alanmasinda
zaman ve doza bagl olarak gecikmeler olusturmus, fakat Oliimii engellenmemistir.
Daha o6nce yapilan tiim bu c¢aligmalara ragmen, P. turionellae venomunun konak

tizerindeki oksidatif ve genotoksik etkilerini belirleyen bir c¢alismaya literatiirde



rastlanmamistir. Bu nedenle bu tez kapsaminda yapilan antioksidan enzim aktivite ve
genotoksisite analizlerinden elde edilen verilerin venom ve konak hiicre etkilsimine ait

toksikolojik verilere katki saglayacagmi diisiinmekteyiz.

Son yillarda hayvansal venomlarin farmakolojik etkilerinin belirlenmsine
yonelik ¢aligmalar giderek 6nem kazanmaktadir (Rady vd al., 2017; Khamis vd., 2018).
Cesitli tiirlerin venomlarinda bulunan protein bilesenlerinin anti-karsinojenik aktivite,
onkotik litik mekanizmalarla hiicre 6liimii, yapisal ve farmakolojik 6zellikleri ve kanser
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri gibi ¢esitli biyolojik islevleri farkli arastirmacilar
tarafindan gosterilmistir (Endstrom, 1992; Ikonen, ve Riekkinen, 1999; Gerristen, 2001;
Son vd., 2007; Danneels vd., 2014; Sisakht vd., 2017). Ayrica ar1 ve yaban aris1 gibi
Hymenoptera tiirlerinden elde edilen venomlarda, antimikrobiyal, sitolitik etki gdsteren
peptitler ve enzimler, diisiik molekiiler agirlikli norotoksinler bulunmaktadir (Ugkan
vd., 2004; Moreau ve Asgari, 2015; dos Santos-Pinto vd., 2018). Cesitli arastirmacilar,
bazi yaban arismin tiirlerinin venom igeriginde antimikrobiyal (Cefovsky vd., 2008),
antikonviilsan (Cunha vd., 2005) antikoagiilant (Han vd., 2008), sitostatik (Liu vd.,
2002), sitotoksik, genotoksik ve mutajenik (Hoshina vd., 2013) ozellikler gosteren
farmakolojik potansiyeli olan maddeler bulundugunu ileri stirmiislerdir. Dahasi, Sisakht
vd., (2017) ar1 venomunun insan glioblastoma hiicreleri {izerinde apoptotik ve sitotoksik
etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle biyotoksin kaynaklarindan birisi olan
bocekler ozellikle de hymenoptera takimina ait arilar, venom bilesimlerindeki farkh
toksinler, enzimler, biliyiime faktorleri, aktivatorler ve inhibitorler gibi biyoaktif
molekiiller ile alternatif ajanlarm gelistirilmesine yonelik ¢aligmalarda 6zellikle aranilan
canlilar durumundadirlar. Venom salgilarindan elde edilen yiiksek oranda konsantre
aktif enzimler, sitotoksinler ve ndrotoksinler, memeli sinir ve kalp-damar sisteminde
hiicresel diizeyde c¢esitli fonksiyonel ve yapisal Ozelliklerin belirlenmesinde arag
olmuslardir. Bocek venomlari, boceklerin sinir ve kas sistemlerinin ¢alismasinda da
kullanilmistir. Kismen az oranda elde edilebildiklerinden kismen de sosyal kuskudan
dolayr modern tipta dogrudan kullanilma sanslar1 fazla olmamigsa da, son yillarda
ilerleyen biyokimyasal teknikler sayesinde hizla artan bilgiler dogrultusunda bu gercek
de degisiklige ugramaya baslamistir (Schmidt, 1982). Hymenoptera takimina ait tiirlerin
venomlari, Ozellikle bal aris1 venomu, romatizmal hastaliklarin tedavisinde

kullanilmaktadir (Endstrom, 1992). Venomun viicut enzim ve bagisiklik sistemlerini



uyararak tedavi ozelligi gosterdigi ileri striilmiistiir (D’Epiro ve Lee, 1999; Pereira
Santos vd., 2001). Ar1 venomunun ise sahip oldugu aktif bilesenler sayesinde gesitli
kanser hiicreleri lizerinde kalmodulin adli hiicre proliferasyonunda etkin bir proteini
baglayarak hiicre biliylimesini baskiladigi, kaspazlarin aktivasyonunu saglayarak
apoptozu uyardigma dair ¢aligmalar mevcuttur. Ancak, yine de caligsilan hiicrelerin
farkli olmasina bagli olarak farkli sonuglar elde edilmistir (Heinen ve Gorini da Veiga,
2011). Cesitli ar1 venomlarina dair yapilan c¢alismalarda da sahip olduklar1 biyoaktif
bilesenlerin sitokrom c¢ salinimina, iyon kanallarinin gegirgenligini bozmasma, niiklear
kromatin yogunlugunun artmasma, hiicre dongiisiinde yer alan c¢esitli proteinlerin
mRNA ekspresyonlarint baskilayarak anti-kansinojenik aktiviteye sahip oldugu
bildirilmektedir. Genellikle bal aris1 venomu iizerine yapilan bu c¢aligmalara ragmen,
parazitoit hymenopterlerin sahip olduklar1 venom igeriginin de biyotoksin kaynagi
canlilar arasinda degerlendirilmesine yonelik ¢calismalar oldukca kisitidir (Danneels vd.,
2010). Bu nedenle parazitoit venomlarmin farmakolojik etki mekanizmalarinin daha
fazla calisilmasma ihtiya¢ vardir (Heinen ve Gorini da Veiga, 2011). Bahsedilen bu
nedenlerden dolay1 bu tez ¢alismasi kapsaminda endoparazitoit venomunun belirlenen

memeli hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerinin analiz edilmesi hedeflenmistir.

Calismada venom kaynagi olarak kullanilan endoparazitoit P. turionellae
disilerine ait venom bezinin morfolojik ve histolojik yapis1 {izerine yapilan
calismalarda, bez hiicrelerinin yapisina bagl olarak venom igeriginin protein tabiatinda
oldugu gosterilmistir (Uckan ve Giilel 1990; Ugkan, 1999). Disilerin venom
analizlerinde protein disinda karboksilik asit ve fosforlu bilesiklerin bulundugu, fakat
karbohidratlarm bulunmadig1 ortaya konmustur (Uckan ve Giilel, 1990; Uckan vd.,
2004; Uckan vd., 2006). Ayni arastrmacilar tarafindan yapilan calismalarda; venom
iceriginin genis molekiiler agirlikta peptid ve proteinlerden olustugu ve biyolojik olarak
aktif molekiillerden melittin, apamin, noradrenalin, serotonin, histamin ve fosfolipaz
B’nin varlig1 gosterilmistir. Melittinin, fosfolipaz A2 ile birlikte eritrositlerin hemolizini
gerceklestirdigi, eritrosit hemolizi esnasinda serbest kalan K* (potasyum) yolu ile
dolayli olarak diiz veya c¢izgili kas iceren ¢esitli organlarda kasilma ve agriya sebep
oldugu, trombositlere zarar verdigi, dokulardaki serotonin ve histamin iceren mast
hiicrelerini bozdugu, iskelet kaslarinda uyarici rol oynayarak kasm depolarize olmasina

neden oldugu, benzer sekilde, kalbin fonksiyonunu etkiledigi, gangliyonlar ve merkezi



sinir sistemindeki sinapslarda hasar meydana getirerek felce neden oldugu bilinmektedir
(Haberman, 1971; Schmidt, 1982; Katsu vd., 1990). Venom igerigindeki diger
norotoksik etkili peptit ve proteinlerden farkli olarak, melittin direkt olarak hiicre zari
ile etkilesime girer ve hiicre zarinda spesifik bir reseptorii yoktur (Terwilliger vd., 1982;
Gerristen, 2001). Diger yandan, melittin, Na*/K*-ATPaz aktivitesini engelleyerek
iskelet kaslarinda depolarizasyona neden olur. Fosfolipaz A2’yi aktive ederek sitotoksik
etki yaratan melittinin ar1 venomu igindeki anti-karsinojenik aktivite mekanizmasinda
onemli bir yere sahip olduguna inanilmaktadir (Son vd., 2007). Kanserli hiicre 6liim
mekanizmalarindan kaspazlarin ve matriks metalloproteazlarm (MMP) aktivasyonunu
da iceren apoptotik hiicre 6liimiiniin baslamasinda melittinin rolii olabilecegi daha 6nce
de ifade edilmistir (Holle vd., 2003; Moon vd., 2006). Apamin, 18 aminoasitten
meydana gelen bilinen en kiiclik norotoksik peptittir (Schmidt, 1982). Apaminin kan-
beyin bariyerlerinden gecebildigi, norotoksik etkilerinin yani sira fizyolojik etkilerinin
de bulundugu, bazi hiicreler iizerinde hiicre zarindaki Na*-K* ve Ca*? kanallarim
kapatarak etkili oldugu gosterilmistir (Piek, 1972; Endstrom, 1992; lkonen ve
Riekkinen, 1999). Apamin memelilerin merkezi ve c¢evresel sinir sisteminde
noradrenerjik ve GABA (gamaaminobiitrik asit)’erjik yollar ile postsinaptik hiicrelerde
Ca*? ile aktive olan K* kanallarin1 bloke eder (Gottlieb, 1988). Voltaj ve akim prob
deneyleri haricen tatbik edildiginde apaminin diisiik dozlarinin (0,1 uM) bile kiiltiire
alimmis ndroblastoma ve rat kas hiicrelerinde Ca*? bagimli yavas K* kanallar
iletkenligini bloke ederek uzun siireli hiperpolarizasyon sonrasina sebep oldugunu
gostermistir (Banks, 1979). Apaminin bu yapisal ve farmakolojik 6zellikleri kanser
hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisinde dnemli rol oynamaktadir. Fosfolipaz sinifina ait
enzimler iyonlarin ve suyun ge¢isini diizenleyen hiicre zar1 porlarindaki fosfolipitler ile
etkilesime girerek (Doury vd., 1997) hiicre 6liimiinii hiicrenin sigmesi ve par¢alanmasi
ile sonlanan onkotik litik mekanizmalarla gerceklestirir (Knowles ve Ellar, 1987).
Hymenoptera tiirlerine ait venom igeriginde en sik rastlanan hyaluronidaz ise, hedef
organizmanin bag dokusundaki mukopolisakkarit polimerler olan hyaluronik asit ve
kontraktin stilfatlar1 hidrolize ederek diger toksik bilesiklerin doku igerisine
diflizyonunu kolaylastirr (Haberman, 1971; Schmidt, 1982; Doury vd., 1997).
Biyogenik aminler olarak gruplandirilan ve diger Hymenoptera venomlarinda da yaygin
olarak bulunan histamin ve serotonin (5—hidroksitriptamin) (Yasuhara vd., 1987;

Quistad vd., 1988; Owen ve Sloley, 1988), venom iceriginde bulunduklar1 gibi, sokma



sonucu venom iceriginde bulunan diger bilesenlerin etkisi ile memeli dokularindaki
hiicrelerden de salmabilmektedirler (Haberman, 1971). Giiclii bir allojen olan histamin,
bu bilesiklerin en yaygin olarak bulunanidir (Haberman, 1971; Schmidt, 1982;
Yasuhara vd., 1987). Serotonin, karinca, bal aris1 ve soliter ar1 venom igeriginde nadiren
bulunmasina karsin (Haberman, 1971; Owen ve Sloley, 1988), Vespa ve Vespula
cinslerinden olan yaban aris1 tiirlerinde yliksek miktarda tespit edilmistir (Haberman,
1971; Schmidt, 1982). Biyogenik aminlerin damar genisletici, kilcal damar
gecirgenligini arttiricy, sokma sonucu olusan lokal kasinti, agr1 ve yanma yaratici
etkileri bilinmektedir (Schmidt, 1982). Bu maddelerin toksik etkisi genellikle venom
icerigindeki diger bilesenlere bagimlidir (Quistad vd., 1988). Serotonin diiz kaslarin
hizla polarizasyonunu saglayarak uyar1 durumunda depolarize olma yeteneklerini azaltir
(Weisel-Eichler ve Libersat, 2004). Norotoksik etkili bilesen olarak bilinen venom
icerigindeki noradrenalin, katekolaminler grubunda bulunmaktadir (Blum, 1978;
Schmidt, 1982). Noradrenalin bal aris1 ve yaban aris1 venomunun karakteristik
bilesenidir (Blum, 1978) ve sokma sonucu etkisinin damar daraltict ve sokma bolgesi
etrafinda gecici soluk, beyazimsi goriliniise sebep olmasi seklinde ifade edilmistir
(Schmidt, 1982). P. turionellae venom igeriginin Yiiksek Basing¢li S1ivi Kromatografisi
(HPLC) analizi sonucunda igerikte standartlarla belirlenemeyen daha bir¢cok bilesenin
varlig1 tespit edilmis olup bu bilesenlerden ilk on dakika i¢inde pik verenlerin diisiik
molekiiler agirliktaki diger amin ve peptitler ve 25. dakikadan sonra olusan piklerin ise
yiiksek molekiiler agirliktaki enzimler olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Ucgkan vd., 2004;
Ucgkan vd., 2006). Venom igerigindeki varlig1 gdsterilen ancak tespiti yapilamayan diger
peptit ve proteinlerin, sinir hiicrelerinde monoaminlerin hiicre i¢indeki sentezini
etkileyerek, salinimini saglayarak, salinimi veya hiicre icine geri alimi bloke ederek,
monoaminerjik reseptorlerde agonist veya antagonist etki gdstererek veya reseptor
duyarliligmi artirarak (Weisel-Eichler ve Libersat, 2004) farkli mekanizmalarla
monoaminerjik sistemler iizerinde etkili olabilecegi ifade edilmistir. Bu ndrotoksik
peptitler; iyon tagmmasmi etkileyen iyon gecis kanali toksinleri, transmitter madde
salinimi mekanizmasini etkileyen presinaptik ve transmitter maddenin baglandigi
reseptorii engelleyen postsinaptik toksinler olarak ig gorebilirler (de la Vega ve Possani,
2004). Parazitoit disisinin konaga yumurta birakma esnasinda enjekte ettigi venomu ile
konak hemositleri iizerine etki ederek konaga biraktigi yumurtanin konak bagisiklik

tepkileri tarafindan eliminasyonunu engellemesi (Er vd., 2011b) arastwrmacilar1 bu



bagisiklik baskilayici etkinin memeli hiicreleri tizerinde etkili olup olmadiginin tespitine
de yoneltmistir. Meyve sinekleri ve memeliler ile yapilan ¢caligmalar boceklerdeki dogal
bagisiklik mekanizmalar1 olan Toll ve Imd yolaklarinin memelilerdeki NF-KB (Niikleer
Faktor Kappa B) yolagi ile homolog oldugunu ortaya koymustur (Kimbrell ve Beutler,
2001). Bir Hymenopter ektoparazitoit tiir olan N. vitripennis venomunun ise Onemli
memeli bagisiklik sistem yolaklarinda baskilayict etkiye sahip oldugu yakin bir
zamanda yapilan bir calisma ile gosterilmistir (Kimbrell ve Beutler, 2001; Danneels vd.,
2014). Ozet olarak, venom veya bilesimindeki maddeler, kanser hiicreleri iizerinde
sitolitik aktiviteleriyle ya da kanser hiicre yiizeylerindeki spesifik reseptor veya iyon
kanallar1 ile etkilesime girerek dogrudan antitiimoral etkinlik gosterebilir (Moreno vd.,

2014; Fung vd., 2015).

Peptid yapili venom bilesenleri kanser hiicrelerine karst viicudun dogal
bagisiklik yanitinin uyarilmasii, hiicre dongiisiinde DNA sentezinde ve/veya nekrotik,
apoptotoik yolaklarda inhibe edici etkiler yaratabilir. Immiin sistem iizerinden gelisen
etki Ozellikle kansere kars1i asilama stratejisinin hayata gecirilmesinde 6nem
tasimaktadir. Bu bakimdan giiniimiizde sayilan ajanlara gerek standart tedavi
protokollerinde gerekse kansere kars1 profilaktik tedavi uygulamalarinda klasik
antineoplastiklerin yerlerini alacaklar1 goziiyle bakilmaktadir. Bu nedenle P.
turionellae’den elde edilen ham venomun memeli hiicreleri iizerindeki toksik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla Glioblastoma multiforme (GBM) hiicre hatti bu calismada

kullanilmastir.

Glioblastoma multiforme (GBM), merkezi sinir sistemindeki kanser tiplerinin
yarisindan fazlasini olusturur. Agresif karakterde olup hastaligin seyri kotii prognoza
sahiptir. Tedavi yaklasimi ilk olarak cerrahi yaklasimdir ve bunu takiben radyasyon
terapisi ve/veya radyasyon ile kombine kemoterapi uygulamasidir. Ancak, tedavi
yaklasimi ne olursa olsun tedaviye direng ve rekurens gelismektedir (Mehta ve Brem,
2014; Nicolaidis, 2015). Bunun nedeni GBM’de var olan PTEN, P53 ve EGFR
genlerindeki degisimler nedeniyle apoptoza olan direngtir (Biddlestone-Thorpe vd.,
2013). Bu nedenle klasik ilag ve yOontemlerin yetersiz kalmasi ve saglikli hiicreler
tizerindeki yikicit Ozellikleri ve bununla iliskili yan etkiler, arastirmacilarin 6zellikle
glioblastoma kanseri ile miicadelede alternatif arayislara yonelmesini mecbur kilmistir

(Vesely vd., 2007). Hiicre o6liim yolaklarindan apoptozu uyarabilen ancak saglikli
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hiicreleri etkilemeden kanser hiicrelerinin biiyiimelerini durdurabilen yeni yaklasimlar
arastirilmalidir (Zargan vd., 2011). Diinyada lilkemiz de dahil olmak {izere yaklasik
yarim yiizyildir antitimor etkinlige sahip biyolojik ajanlar tizerinde caligilmaktadir.
Antitiimor etkinlige sahip bu ajanlar arasinda yilan, akrep ve 6riimcek venomlarinin ¢ok
cesitli biyolojik dzelliklere sahip oldugu gdsterilmistir. Farmakolojik olarak aktif olan
bu biyomolekiiller anjiyogenez, protein sentezi, apoptoz mekanizmalar1 iizerinde
etkilere sahiptir. Ornegin, kanser tedavisinde sahip oldugu etkiler nedeniyle akrep
venomu i¢in Faz I ve Faz II klinik denemelerine gecilmistir (Heinen ve Gorini da Veiga,
2011). Akrep venomlar1 lizerinde yapilan ¢alismalarda o6zellikle sahip oldugu diisiik
molekiiler agirlikli peptidler sayesinde iyon kanallar1 (Na®, K ve CI) iizerinde,
dolayisiyla hiicre aktivitesi tizerinde etkilere sahip oldugu belirlenmistir (Zargan vd.,
2011). Ancak endoparazitoit yaban aris1 venomlarmnim antiproliferatif etkisine yonelik

bir caligma literatiirde mevcut degildir.

Cesitli tiirlere ait venomlarda yapilan ¢alismalarda protein bilesenlerinin anti-
karsinojenik aktivite, onkotik-litik mekanizmalarla hiicre 6limii, kanser hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkileri gibi biyolojik islevleri gdsterilmistir (Endstrom, 1992;
Ikonen ve Riekkinen, 1999; Gerristen, 2001; Son vd., 2007; Danneels vd., 2014; Sisakht
vd., 2017). Ar1 ve yaban aris1 gibi Hymenoptera tiirlerinden elde edilen venomlarin,
bilesimlerinde antimikrobiyal etki, sitolitik peptitler ve enzimlerin karmasik bir
karisimi, norotoksinler ve diisiik molekiil agirlikli bilesiklere sahip olduklar1 da
bilinmektedir (Ugkan vd., 2004; Moreau ve Asgari, 2015; dos Santos-Pinto vd., 2018).
Bazi1 arastirmacilar, yaban arisi venomlarinin, sitostatik (Liu vd., 2002), antikonviilsan
(Cunha vd., 2005), antimikrobiyal (Cefovsky vd., 2008), antikoagiilan (Han vd., 2008)
sitotoksik, genotoksik ve mutajenik (Hoshina vd., 2013) ozellikler gosterdigini, bu
nedenle yaban aris1 venomlarindan farmakolojik olarak yararlanilabilecegini ileri
stirmiiglerdir. Dahasi, Sisakht vd., (2017), ar1 venomunun insan glioblastoma hiicreleri
iizerinde apoptotik ve sitotoksik etkiye sahip oldugunu bildirmistir. Daha 6nce yapilan
bu ¢aligmalar gdz oOniinde tutularak P. turionellae venomunun glioblastoma hiicreleri

iizerindeki olas1 sitoksik etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Boceklerin immiin sistem yanitlar1 ve ¢alisma mekanizmalari memelilerin
immiin sistemleriyle biiylik oranda benzerlik gostermektedir (Kavanagh ve Reeves,

2007). Jones, (1964) bocek hemositlerinin embriyonik orjinlerinin, morfolojik
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ozelliklerinin, ameboid hareketleri ve fagositik aktivitelerinin memelilerin akyuvarlar1
ile benzerlik gosterdigini belirtmistir. Bu nedenle giiniimiizde bazi bocek tiirleri
patojenik, genotoksik ve biyokimyasal c¢aligmalarda model organizma olarak
kullanilmaktadir (Cook ve McArthur, 2013; Emre vd., 2013). Calismada konak olarak
kullanilacak olan biiyiikk bal mumu gilivesi G. mellonella tiirii ise yukarida bahsedilen
testler i¢in olduk¢a iyi bir fizyolojik model olusturmakta ve laboratuvar sartlarinda
kolayca kiiltiirii yapilabilmektedir. Bu nedenle, G. mellonella tiiri hem miicadelede
zararl tiir olarak hem de venomun konak iizerindeki oksidatif ve genotoksik etkilerinin

belirlenmesi amaciyla model organizma olarak tercih edilmistir.

Parazitoit venomlar1 ve icerigindeki peptid/proteinlerin hedef doku ve hiicreler
iizerindeki sitotoksik etkilerini, hiicrenin  kontrolsiiz ¢ogalmasmni  dnlemek
(antiproliferatif etki), programlanmis hiicre yasam siiresini diizenlemek (apoptotik etki)
ve bagisiklik azalmasmi engellemek (immiin etki) yoluyla gosterdikleri bilinmektedir
(Ergin vd., 2006; Uckan vd., 2010). Cok hiicreli hayvanlarda tiim bu mekanizma ve
yolaklarin evrimsel olarak korunmasi ise, bir diger amacimiz olan hipotezi ortaya
cikarmistir. Boylece konak bocek iizerinde norotoksik etkiye sahip olan venomun hedef
olmayan organizmalarda da benzer potansiyele sahip olup olmadiginin belirlenmesi
amacglanmaktadir. Bu amagla, tez kapsaminda endoparazitoit P. turionellae venomunun
memeli hiicrelerindeki potansiyel toksik etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Literatiirde akrep, yilan ve 6riimcek venomlar ile ilgili (Kelle, 2007; Son vd., 2007)
bircok calisma mevcut olmasina ragmen endoparazitoit venomu ve iceriginin memeli
hiicreleri tizerine etkileri konusundaki arastirmalar heniiz kisithidir (Hoshina vd., 2013).
Venomun memeli hiicreleri iizerindeki etkilerinin aydinlatilmasi ise gelecekte venom
icerigindeki bilesenlere ait biyokimyasal ve farmakolojik bilgilerin eldesi, venomun etki
mekanizmalarinin bilinmesi ile 6zel panzehirlerin {iretilmesi ve gelistirilmesi agisindan
da son derece dnemlidir. Clinkii yeni biyotoksinlerin etkilerinin belirlenmesi bilimsel
aragtirmalar kadar medikal ve ticari uygulamalar tarafindan da ilgi gérmektedir. Bu
nedenle, konak bocekte paralitik etkiye sahip P. turionellae venomunun glioblastoma
hiicreleri iizerindeki sitoksisitesi belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, venomun
hiicre canlilig1 tizerindeki etkilerini gdsteren ve bir sitotoksisite analizi olan tetrazolyum
tuzu testi (MTT) ile yine metabolik aktivitenin 6l¢limiine dayali hiicre proliferasyon

testi olan “Alamar Blue Assay” uygulanacaktir. Bdylece, hem P. turionellae
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venomunun ilk defa bir memeli hiicresi lizerindeki sitotoksik ve antiproliferatif etkisinin
olup olmadiginin tespit edilmesi hem de venomun etki mekanizmalarini belirlemeye

yonelik ileride yapilacak ¢alismalar i¢in uygun dozlarmin belirlenmesi hedeflenmistir.

1.1. Boceklerde Antioksidan Savanma Sistemi

Organizmalar, yasamsal ihtiyaclarini karsilamak i¢in devamli olarak anabolizma
ve katobolizma reaksiyonlar1 gergeklestirirler. Bu  metabolik  reaksiyonlar
gerceklestirilirken gerekli olan kimyasal enerji oksidatif reaksiyonlar ile gerceklestirilir.
Aerobik organizmalar solunum ile alman oksijenin biiyiik bir kismini son elektron
alicis1 olarak kullanarak ATP iiretimi gergeklestirir. Oksijenazlar tarafindan geriye
kalan az miktarda oksijen molekiilleri ise protein, karbonhidrat ve lipidler gibi biyolojik
acidan Onemli materyallere zarar veren serbest oksijen radikallerine (SOR)

dontstiiriiliirler (Tiiliice, 2005; Karabulut, 2016).

Eslesmemis elektronu bulunan dolayisiyla kararsiz, kisa 6miirlii oldukca reaktif
Ozelliklere sahip inorganik veya organik molekiiller serbest oksijen radikalleri olarak
isimlendirilmektedir (Nordberg ve Arner, 2001; Yildizdas, 2003; Tiiliice, 2005; Kara,
2009). Bir serbest radikal atomik ya da molekiiler yapida olabilir. SOR’ler ¢iftlesmemis
elektronlarmin olmasi nedeniyle baska bir molekiile elektron verebilir ya da o
molekiilden elektron alabilmektedirler. Bu elektron aligverisi yeni serbest radikallerin
olugmasima neden olmakta ve bu tepkimeler zincirleme olarak devam ederek karsimiza

¢cikmaktadir (Kara, 2009).

Oksijene fazladan elektron eklenmesine bagli olarak gerceklesen serbest oksijen
radikallerinin  olusumu, ekzojen ve endojen kaynakli etmenler sonucunda
gerceklesebilmektedir. Metabolik olaylar sonucunda oksijene fazladan elektron
eklenmesine bagli olarak siiperoksit, hidrojen peroksit (H20») ve hidroksil
radikallerinin ortaya ¢ikmasi ile gergeklesiyorsa endojen etmen kaynakli SOR olusumu
olarak belirlenmektedir. Zararli organizmalar ile miicadele i¢in kullanilan insektisit
herbisit, kimyasal karsinojen ve diger organik ve inorganik ¢evresel kirleticilerin yiiksek
dozlarda, bilingsiz ve denetimsiz bir sekilde kullanilmalar1 sonucunda olusan serbest

oksijen radikalleri ise ekzojen kaynaklidir (Isman, 2006; Senthil-Nathan, 2013).

SOR molekiilleri proteinler, lipitler ve diger cesitli molekiiller ile etkilesime

girmeleri ve hiicre biitlinliigiinii bozmalariyla bilinirler. Hidroksil ve peroksit yapidaki
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radikaller hiicre membran1 yapisinda bulunan molekiillerle etkilesime girerek
membranin stabilitesini ortadan kaldirip hiicrelerin hizla bozulmasma neden olmaktadir
(Cutler vd., 2005; Eren, 2008; Tekcan, 2009). Bununla birlikte hiicrede yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucunda malondialdehit (MDA) olusumu gozlenmektedir (Heinle ve
Betz, 1994; Tiiliice, 2005; Halliwell ve Gutteridge, 2007). Lipid peroksidasyonu son
iriininic olan MDA miktarinda olusan artis membranin stabilitesini, membran
akigskanligini ve yapisal biitiinliigiinii bozmaktadir. Bu durum da hiicre membranindaki
iyon aligverigini etkileyerek bilesiklerin ¢apraz baglanmasma neden olmaktadir, bunun
sonucunda da hiicrede enzim aktivitesinin ve iyon gecirgenliginin degisimi gibi
olumsuzluklar gozlenmektedir. Ayrica, MDA genetik materyalin nitrojen bazlar: ile
etkilesime girerek hiicrede genotoksik ve karsinojenik olaylar dizisine neden olmaktadir

(Tiiliice, 2005).

DNA replikasyonu sirasinda gerceklesen bu takim etkilesimler mutasyonlara ve
genetik bozukluklara sebep olmaktadir. SOR molekiillerinin ¢ekirdek membranmi
etkilemesiyle DNA’nin mutasyonlara ac¢ik hale gelmesine ve dolayisiyla kiriklarm
olusmasina neden olmaktadir. Hidroksil radikali bulunduran SOR molekiilleri bazlar ve
deoksiribozla etkilesime girerler, bu nedenle, SOR ile indiiklenen hiicresel

modifikasyonlarin DNA hasarlarinin en 6nemli nedeni oldugu diisiiniilmektedir (Ardag,

2008; Tekcan, 2009).

Membran yapisinda meydana gelen bu degisimlerin neden oldugu baska bir
durum ise iyon degisiminin, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun, enzimlerin,
hormonlarin ve norotransmitter maddelerin olumsuz yonde etkilenmesidir (Y1ldizdas,
2003; Eren, 2008; Kara, 2009). Proteinlerde meydana gelen degisimlerde ise
fragmantasyon, ¢apraz baglanma, protein agregasyonu olarak arastirmacilarin karsisina
cikmaktadir. Bunun sonucunda da konformasyon ve fonksiyon bozukluklarina neden
olmaktadir (Yildizdas, 2003). Bunlarin yaninda hiicresel hasar boyutlarindaki
degisimlere proteinlerin aminoasit dizilimleri, hiicresel konumlar1 ve serbest radikalin
toksisite giicli etkili olmaktadir (Tiiliice, 2005). Bunlara ek olarak monosakkaritlerin
otooksidasyonuna neden olan SOR molekiilleri okzoaldehitler, hidrojen peroksit ve

peroksitlerin olugsmasina sebebiyet vermektedir (Tiiliice, 2005).

Hiicrede artan SOR’a bagli meydana gelen zararlar su sekilde 6zetlenebilir;
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- Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar,

- DNA'y1 tahrip ederler,

- Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar,

- Trombosit agregasyonunu arttirirlar,

- Hiicre organelleri ve membranindaki lipit ve protein yapisini bozarlar,
- Hiicre i¢i yararli enzimleri etkisizlestirirler,

- Elastaz, proteaz, fosfolipaz, ksantinoksidaz, indolamin, galaktoz oksidaz gibi

litik enzimleri aktive ederler,
- Hiicrenin potasyum kaybini arttirirlar,

- Hiicre disindaki kollagen doku bilesenlerini, savunma enzimlerini ve

transmitterleri yikarlar (Ozkaya, 2007),

- Bagisiklik sistemindeki hiicreleri tahrip ederek bagisiklik sisteminin etkisini

azaltirlar (Ardag, 2008).

SOR molekiillerinin neden oldugu bu degisimler hiicre tarafindan fizyolojik
onarim mekanizmalari ile onarilmaya c¢alisilmaktadir. Bu mekanizmalarm basinda ise
antioksidan savunma sistemi bulunmaktadir ve hiicresel homeostazinin korunmasina
yardimc1 olmaktadir (Tiliice, 2005). SOR molekiilleri ile antioksidan savunma sistemi
arasinda bulunan homeostazi saglanamaz, SOR molekiillerinin neden oldugu hasar
onleyemeyecek diizeye ulasirsa organizmanin oksidatif strese girmesine neden olmakta
ve bu siirecin sonunda hiicre 6liimleri karsimiza ¢ikmaktadir (Greathouse vd., 2005).
SOR molekiillerine kars1 gorevli olan antioksidan sistem elemanlari, genellikle
yapilarinda fenolik fonksiyonel gruplar bulundururlar ve farkli oksidasyon
reaksiyonlarin diizenlenmesi sorumlugunu iistlenmektedirler (Cutler vd., 2005; Ardag,
2008). SOR molekiillerine kendi elektronlarin1 aktaran antioksidan sistem elemanlari
reaktif forma doniistiirmeden kalabilmektedir ve bdylece hiicrenin korunmasinda gorev

almaktadirlar (Ozkaya, 2007).

Antioksidan sistem elemanlar1 enzimatik olan ve olmayan bilesenlerden

meydana gelmektedir. Enzimatik olmayan sistemde a-Tokoferol (Vitamin E), B-karoten
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(Vitamin A), askorbik asit (Vitamin C), folik asit (Vitamin B9) selenyum,
seruloplazmin, transferin, koenzim Q-10 bilesikleri tarafindan oksidatif stres ile
miicadele edilmektedir. Enzimatik sistemde ise siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon

peroksizdaz, glutatyon-S-transferaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimler yer almaktadir

(Meister ve Anderson, 1983; Diplock, 1998; Ou vd., 2002).

Antioksidan savunma sistemleri faz I (primer) ve faz II (sekonder) siireglerini
kullanarak SOR molekiillerini detoksifikasyona ugratirlar. Primer savunmada hidroliz,
oksidasyon ve indirgenme reaksiyonlari meydana gelmektedir. Genellikle toksisitesi
olan maddenin biyolojik aktivitesinin azaltilmasinda faz 1 reaksiyonlar1 kullanilir.
Ciinkii faz 1 metabolitleri toksik maddeyi viicuttan uzaklastirilmak i¢in gerekli polar

yapiya sahiptirler.

Faz II reaksiyonlarinda ise, seker, siilfat, fosfat, amino asit ya da glutatyon gibi
cesitli endojen maddeler polar Triinlere eklenerek aktif molekiillerin kontroli

gergeklestirilir (Timbrell, 1991; Grant, 1991).

Aerobik oOzellik goOsteren tiim hiicrelerde, bulunan SOD enzimi, siiperoksit
radikallerini etkisiz hale getirerek, hiicreleri siiperoksit radikalinin zararl etkilerinden
korumaktadir. Icerigindeki metal iyonuna gdre mitokondriyal tetramerik Mn-SOD ve
sitozolik dimerik Cu/Zn-SOD olarak adlandirilabilen SOD enzimi, siiperoksit
anyonunun (O7), hidrojen peroksit ve oksijen molekiiliine doniisiimiinii saglayan
enzimdir (Gorsel 1.3) (Fang vd., 2002). H>O> molekiilii, biyolojik 6nemi olan
molekiillerin ¢ogu ile reaksiyona girmemesine ragmen daha reaktif oksidanlarin
olusumunda Onciil madde olarak rol oynamaktadirr. Bu molekiiliin su ve oksijene
doniistiiriilmesi katalaz enzimi etkisiyle gerceklesmektedir (Gorsel 1.4) (Duthie vd.,
1989). Peroksizomlarda ve sitozolde bulunan katalaz, bir metalloproteinaz enzimi
olarak redoks reaksiyonunu tesvik eden en etkili protein katalizorleri arasinda
gosterilmektedir (Larson, 1988). Bununla birlikte etil hidroperoksit ve metil

hidroperoksit gibi kii¢iik molekiillerin de indirgenmesini saglamaktadir.

S0D
200+ 2H" » H20D2 + 00

Gorsel 1. 3. Siiperoksit dismutaz enzim reaksiyonu
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Gorsel 1. 4. Katalaz enzim reaksiyonu

Tiyol gruplar1 iceren enzimatik antioksidanlar SOR yakalanmasinda gorevli olan
enzimler arasinda yer almaktadir. SOR molekiillerinin etkisini azaltan veya Onleyen
transferazlar ve peroksidazlar gibi bir¢ok enzimin substrati olarak rol oynayan
glutatyon, suda ¢Ozlinebilme yetenegine sahip, hiicrede yiiksek konsantrasyonlarda
bulunabilen ve tiyol yapisma sahip bir molekiil olarak bilinmektedir. Bunun yanisira
glutatyon, enzimatik reaksiyonlar ile hiicre membranlarmi lipid peroksidasyonuna karsi
korumaktadir (Di Mascio vd., 1991). GSH-Px, rediikte glutatyonu (GSH)
yiikseltgeyerek oksitlenmis hale (GSSG) getirirken H>O>’1 de suya ¢eviren tetramerik

yapida selenyum atomu bulunduran sitozolik bir enzimdir (Gorsel 1.5).

H;O, + 2GSH GSH+Px _ GSSG+2HO

Gorsel 1. 5. Glutatyon peroksidaz enzim reaksiyonu

GST ise GSH ile birleserek ekzojen ve endojen kaynakli olabilen, hidrofobik ve
elektrofilik toksik maddelerin daha az toksik olan ve suda c¢Oziinebilen {iriinlere
dontstiiriilmesini saglayan Faz-II detoksifikasyon enzim ailesinin bir iiyesidir. GST
enzimi, homodimerik ya da heterodimerik yapida bulunan bir¢ok gen bdlgesi tarafindan
ifade edilebilme yetenegine sahip bir enzimdir (Dagget vd., 1998; Casalino vd., 2004;
Bas, 2006). GST enzimi detoksifikasyon yapabilmenin yaninda hiicre i¢inde tasiyici ve
baglayici roller iistlenir, ksenobiyotikleri rediikte glutatyondaki sisteine ait -SH grubuna
baglayarak, onlarin elektrofilik bolgelerini notralize ederler. Boylece bu iiriiniin daha
fazla suda ¢Oziiniir hale gelmesini saglar. Olugan bu GSH konjugatlar1 organizmadan
atilir ya da merkaptiirik asit gibi daha ileri metabolitik yolaklar i¢in substrat olarak
kullanilmaktadir (Gorsel 1.6) (Habig vd., 1974; Bas, 2006; Tiiliice, 2005). Ayrica
besinlerle alinan toksik maddelerin, metabolik islemlerini gerceklestirirken, besinlerin

besinsel degerlerini kaybettirmeksizin eliminasyonuna da katkida bulunurlar (Bas,
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2006).

b, 4
X + y-Glu-CySH-Gly GoT e -Gn-CyS-Gly
X
v-GT > CyS-Gly Dipeptidaz > CyS-X
- v-Glu - Gly

N-asertilaz

Y

N-asetil-CyS-X (Merkaptiirik asit)

Gorsel 1. 6. Merkaptiirik asitin olugsum siireci. X, GSH ile konjugasyon yapan ksenobiyotigi
gostermektedir

Diger canlilara benzer sekilde bocekler de ekzojen ve endojen kaynakli oksidatif
stres ajanlarinm etkilerini azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in antioksidan savunma
sistemi elemanlar1 bulunmaktadir (Ahmad, 1992; Felton ve Summers, 1995; Barbehenn
vd., 2001; Nordberg ve Arner, 2001; Krishnan ve Sehnal, 2006; Fahmy, 2012). Bu
savunma sistemi de enzimatik olan ve olmayan sistem olarak ikiye ayrilmaktadir.
Enzimatik savunma sisteminde baslica yer alan SOD, KAT, GPx, GST gibi enzimlerin
yanisira (Krishnan ve Kodrik, 2006, Ahmad vd., 2005), yalnizca boceklerde bulunan
baz1 enzimlerde bulunmaktadir. Bunlar, askorbat peroksidaz ve tiyoredoksin peroksidaz
enzimleridir (Mathews vd., 1997; Missirlis vd., 2003). Bununla birlikte, hiicre zarmda
ve diger hiicresel lipit yapilarinda, SOR molekiillerinin neden oldugu doymamis yag
asitlerinden bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasiyla baslayan lipit peroksidasyonu sonucu
malondialdehit gibi aldehit tiirevlerinin olusumuda goériilmektedir. Bu nedenle, lipit
peroksidasyonun bir gostergesi olarak MDA  miktarindaki degisimler de
incelenmektedir (Ahmad vd., 1995; Mano vd., 1995; Krishnan vd., 2009).

Konak boceklerde hemositlerin parazitoit venomuna karsit gosterdigi immiin
cevaplar da gz Oniine alinarak, bu ¢aliymada endoparazitoit P. turionella venomunun
konak hemolenfinde bulunan antioksidan sistemi tizerindeki etkileri degerlendirilmistir.
G. mellonella nin pupal antioksidan sistemi iizerindeki etkileri, SOD, KAT ve GST
akivitelerindeki degisimler ile belirlenirken, hiicre lipit yapilarinda meydana gelen

degisiklikler ise malondialdehit miktarindaki degisimler ile analiz edilecektir.
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1.2. Genotoksisite
Canli sistemler ¢esitli fiziksel, kimyasal ya da cevresel stres ajanlarina maruz

kaldiklarinda genetik yapilarinda 6nemli degisiklikler gozlenmektedir. Bu stresorlerin
genetik materyal tizerinde olusturduklar1 toksikolojik etkiler genotoksik etki (ya da
genotoksisite) olarak adlandirilmaktadir (Dikilitas ve Kogyigit, 2010). Genotoksik ajan,
DNA’da yapisal degisiklikler olusturarak ya da DNA kiriklarina yol acarak hiicresel
disfonksiyonlara neden olan ¢esitli kimyasal ve fiziksel her tiirlii ajan i¢in kullanilabilen
bir terimdir (Undeger ve Basaran, 2005). Genotoksik ajanlarmn neden oldugu fizyolojik,
biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerin genetik yapiyla da iligkili oldugu laboratuvar
ortaminda da gozlemlenebilmektedir (Gichner vd., 2009; Dikilitas ve Kogyigit, 2010).
Bu sebeple, bu ajanlarin DNA’da meydana getirdikleri hasarin belirlenmesiyle ilgili
calismalarin her gecen giin 6nemi artmaktadir. (Cavas ve Konen, 2007; Yilayaz, 2008;
Muranli-Gokalp ve Giiner, 2011; Eskandari vd., 2012; Pavela, 2013; Packiam vd.,
2015).

1970’lerden baslayarak giinlimiize kadar genotoksik ve mutajenik maddelerin
karsinojenik potansiyellerini 6lgebilmek i¢in bir¢ok genotoksisite testi gelistirilip
kullanilmistir (Bedir vd., 2004). In vivo ve in vitro olarak gergeklestirilmis olan bu
testler, ¢esitli mekanizmalarla dolayli ya da dogrudan genetik materyalde meydana
gelen hasarlar1 saptamaktadir (Choy, 2001; Zeiger, 2004; Vural, 2005). DNA hasarmin
belirlenmesi ile ilgili ¢ok sayida teknik kullanilmasma ragmen bunlarin birgogunun
zaman, maliyet, radyoaktif madde kullanimi bu alanda yapilan calismalar icin
dezavantaj olusturmaktadir (Tice vd., 2000; Gichner vd., 2009). Son 10 yil i¢inde
gelistirilen, DNA’da hasar olup olmadigmi, varsa hasar seviyelerinin anlagilmasini
saglayan “tek hiicre jel elektroforezi” veya “COMET Analizi” tip ve biyoloji
alanlarinda yapilan ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Kogyigit vd., 2005;
Lin vd., 2007; Dikilitas ve Kogyigit, 2010; Sekeroglu-Ath ve Sekeroglu, 2011).

COMET analizi, fiziksel ve kimyasal mutajenlerin, bazi kalitsal hastliklarin ve
kanserin neden oldugu DNA’daki tek ve ¢ift zincir kiriklarmm tespitinde
kullanilmaktadir. COMET analizinde kullanilmasi gereken hiicrelerin mitotik olarak
aktif olmalar1 bu analizde diger yontemlerden farkli olarak gerekmediginden daha
hassas, gilivenilir ve hizli kisaca daha avantajli bir yontemdir (Sekeroglu-Atl ve

Sekeroglu, 2011; Hayashi vd., 1998). Bu yontemde Okaryotik canlidan izole edilen
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hiicreler, diisiik kaynama dereceli agaroz c¢oOzeltisi ile fikse edilerek elektroforetik
ortamda yiiriitiilir. DNA molekiillerinin tek veya ¢ift zincirlerinde meydana gelen
kirilmalar farkli molekiil agirliklar1 oldugundan farkli hizlarda go¢ ederler. DNA
boyanmasindan sonra incelenen hiicrelerde, hasarli olanlarda kuyruklu yildiza benzer

DNA kiriklar1 goriilmektedir (Singh vd., 1988).

COMET yontemi ile hiicrede kimyasallara bagli olarak ortaya ¢ikan DNA hasar
miktarlarin ~ belirlenmesi  genellikle memeli veya insan  hiicrelerinde
gerceklestirilmektedir (Collins vd., 1995; Duthie ve Collins, 1997; Van-Goethem vd.,
1997; Cotelle ve Ferard, 1999; McNamee vd., 2000). Bu calismalarin yanisira bazi
omurgasiz hayvanlarin hemositlerinde de COMET yontemi ile genotoksik hasar tespiti
yapilmistir (Siu vd., 2004a; Woznicki vd., 2004; Tiirkez vd., 2010; Martinez-Paz vd.,
2013; Kurt ve Kayis, 2015). Drosophila melanogaster ile yapilan bir caligmada
insektisit olan cypermethrine maruz kalan larvalarin beyin ganliyonlarinda ve 6n
bagirsaklarinda DNA hasar1 doz artisina bagh olarak onemli derecede arttigit COMET
analizi ile gosterilmistir (Mukhopadhyay vd., 2004). Benzer bir ¢alismada mutajenik ve
genotoksik ozellikleri bilinen, etil metanosiilfanat, metil metanosiilfonat, N-etil N-
nitroseura ve siklofosfamid gibi ajanlarin da D. melanogaster’de ayni yontemle DNA
hasarma neden oldugu gosterilmistir (Siddique vd., 2005). Bir baska ¢alismada ise
Chorthippus (Glyptobothrus) brunneus larvalarindan elde edilen hiicrelerin hidrojen
peroksit ile muamele edilmesi sonrasi DNA hasarina neden oldugu ayni analiz ile

degerlendirilmistir (Augustyniak vd., 2014).

Sitogenetik hasarlarin tespitinde kullanilan yontemlerden bir digeri ise
mikronukleus (MN) analizidir. Mikronukleuslar, bazi kromozomlar ya da kromozomal
fragmentlerin mitoz bdliinmenin anafaz evresi swrasinda nuklues diginda kalmasiyla
ortaya ¢tkmaktadir (Siu vd., 2004a). Yapilan son ¢alismalarda bir kimyasal ajana maruz
kalan canlinin ekotoksikolojik risk degerlerini saptamak i¢in COMET ile MN
analizlerinin birlikte degerlendirildigi goriilmektedir (Zang vd., 2000; WozZnicki vd.,
2004; Cavas ve Konen, 2007; Eskandari vd., 2012). Ayrica bocek hemositlerinde
kimyasallara bagl olarak yapisal anormalliklerin goriildiigli de bilinmektedir (Yeh vd.,
2005). Bu nedenle hemositlerde godzlenen degisimler, 6zellikle genotoksik etkilerin
ortaya koyulmasi c¢evresel risk degerlendirme c¢alismalarinda, biomarker olarak

degerlendirilebilirler. Daha Once yapilan bazi caligmalarda pestisitlerin bocekler
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iizerindeki genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi igin, mikronukleus analizi
kullanilmistir (Siu vd., 2004b; Bolognesi vd., 2011). Bu calismalar smirh sayida
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu ¢aligmalar genellikle Mollusca filumunda bulunan canlilarda
yapilmig ve ¢evresel kirliligin degerlendirilmesi amaciyla kullanilmistir (Burgeot vd.,
1995; Venier vd., 1997; Pinto-Silva vd., 2003). Uckan ve Sak (2010) tarafindan yapilan
bir ¢aligmada ise konak G. mellonella’nin larval besinine farkli dozlarda cypermethrin
uygulanmistir. Bu insektiside larva doneminde maruz kalan konak puplari
endoparazitoit P. turionellae (Hymenoptera: Ichneumonidae) disi bireylerine sunularak,
parazitoitin konak yoluyla insektiside maruz kalmasi saglanmistir ve parazitoit larval
hemositlerinde MN analizi yapilmistir. Calismada cypermethrinin yogunlugunun
artisina bagli olarak MN sayisinin parazitoit hemositlerinde arttigir gézlenmistir (Uckan
ve Sak, 2010). Bu bilgiler 1s18inda, calisma kapsaminda pupal hemositlerde
mikronukleus (MN) sayimi yapilarak, P. turionellae venomunun konaktaki sitogenetik
etkileri belirlenecektir. Ekotoksikolojik analizlerde MN olusumunun ve DNA hasarinin
birlikte analizlenmesi genotoksik materyalin uygulandigi canlida zamana ve doza bagl
degisimlerin karsilastirilmasinda olanak saglamaktadir. Ayrica Heddle vd., (1983)’ne
gore DNA kirilmalari, MN olusumuna neden olan kromozomal fragmantasyondan 6nce

ortaya ¢ikabilir.

Bu calismada ise endoparazitoit P. turionella venomunun konak hemositleri
iizerindeki genotoksik etkileri COMET ve MN analizleri ile ilk kez belirlenmesi

hedeflenmistir.

1.3. Konak ve Endoparazitoitin Sistematikteki Yeri
1.3.1. Galleria mellonella Linnaeus, 1758 (Biiyiik Balmumu Giivesi)

Bu ¢alismada konak tiir olarak kullanilan biiylik balmumu giivesi G. mellonella
larval donemde ar1 kovanlarinda onarillamaz hasarlar veren zararh bir kelebek tiiriidiir.
Ar1 bulunan her yerde yasayabilme yetenegine sahiptir. G. mellonella disileri yumurta
birakmak i¢in hava karardiktan sonra ar1 kovanlarina girerler. Kovan igerisinde
yumurtadan ¢ikan larvalar petegin orta taban kisminda tiinel agarak ve ag Orerek zayif
kovanlarm ¢okmesine dolayisiyla ar1 kolonisinin dagilmasina neden olurlar bu nedenle
ariciliga biiyiik oranda zarar verirler (Oder, 1983). G. mellonella tiiriine ait bireyleri ar1
kovanlarma verdigi zarar 6zellikle Ege, Marmara ve Karadeniz Bolgeleri gibi rakimi

diisiik ve nemi yiiksek olan yerlerde karsilagilan bir durumdur (Kwadha vd., 2017).
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Bu tiire ait bireyler sahip oldugu anatomik ve fizyolojik ozellikler, yiiksek
cogalma yetenekleri ve laboratuvar kosullarinda kolayca kiiltiire alinabilmeleri nedeni
ile bircok calismada model organizma olarak degerlendirilmektedirler. Larval donemleri
boceklerin hem humoral hem de hiicresel savunma mekanizmalarma uygun model
olusturmaktadir. Erginleri ¢alilik arazide yayilis gosterirler. Erginlerin boyutlar:
yaklagik olarak kanatlar kapali pozisyonda 12-18 mm iken, kanatlar agik
pozisyondayken 20-25 mm uzunlugundadirlar. On kanatlar1 cogunlukla grimsi renkte ve
kirmizimst kahverengi tonlarda desenlere sahiptir. Genellikle ergin disiler aksamiistii
saatlerinde kovanlara girerek bal arilarinin ulasamayacaklar1 yarik ve deliklere
yumurtalarii birakirlar. Yumurtalarinin boyu eninden biraz uzun, 0,5 mm’den biraz
kiiciik olup, pembemsi krem veya beyazimtirak renktedirler. Bu yumurtalar normal
kosullarda (24-26 °C) yaklasik 5-10 giinde acilir ve i¢lerinden 1. evre larvalar ¢ikar. G.
mellonella larvalar1 yumurtadan yeni ¢iktiklarinda sarimtirak beyaz renkte olurlar ve
oldukca hareketlidirler. Gelismesini tamamlayan larvalar beyazimtirk kiil renginde ve
dorsal yiizeyi daha ¢ok sarimtirak siyah renktedir. Larvalar balmumu, polen, bal aris1
larval gomlekleri ve bal aris1 atiklari ile beslenmektedirler. Beslendikleri besinin
kalitesine ve miktarma gore boyutlar1 21,7-31,7 mm arasinda degismektedir. Larvalarda
3 ¢ift on liye ve 4 ¢ift yalanc1 abdominal {iye vardir. Sicaklik ve besin varligina baglh
olarak larval gelisim 1-5 ay arasinda ger¢eklesmekte ve larvalar pup oluncaya kadar
yedi kez gomlek degismektedirler. Larval gelisimin arkasindan pupal donemleri baslar.
Oncelikle sarimsi veya acik kestane renginde olan puplar, pupal dénemin sonuna
yaklastikca gittikce koyulasirlar. Puplarin dorsal yiizeyinde bariz bir orta ¢izgi
bulunmaktadir. Bu ¢izgi ergin ¢ikisinda yirtilir. Pupun ventral ylizeyinde kanat, anten,
hortum ve ¢iftlesme organlar1 ayut edilebilir. Ayrica V. ve VI. segmentler lizerinde
yalanct abdomen {tiyeleri goriiliir. Pupal donem sicaklik ve neme bagli olarak 6-14 giin
devam etmektedir. Pupun ac¢ilmasiyla yeni ¢ikis yapan erginlerin kanatlar1 heniiz tam
kurumamistir ve bulundugu ortamin 1sisma bagl olarak iki saat i¢inde kurur (Gorsel
1.7). Erginler giindiiz oldugunda ar1 kovaninin karanlik kdselerinde gizlenirken, geceleri
aktiftirler. Pupadan ¢ikis yapan ergin disi ve erkekler 24 saat icinde ¢iftlesirler. Disiler
ciftlestikten 1-10 giin sonra yumurtlamaya baslarlar. Bir disi tek seferde paketler
halinde 100 yumurta birakabilir ve hayati siiresince irettikleri yumurta sayis1 300-600

arasinda degisir. Ergin donemde beslenme yetenegine sahip olmayan bireyler yaklasik
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olarak 3- 30 giin yasarlar ve ¢iftlesen digiler yumurtalarin1 biraktiktan sonraki 7 giin
icinde Oliirler (Ozer, 1961).

Sistematikteki yeri
Alem: Animalia

Sube: Arthropoda

Simif: Insecta

Takim: Lepidoptera
Ustfamilya: Pyraloidea
Familya: Pyralidae

Altfamilya: Galleriinae

Cins: Galleria (Fabricius, 1798)

Tiir: Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)

19 mm

Gorsel 1. 7. Konak G. mellonella pup (Kwadha vd., 2017) ve ergin bireyi. a: disi, b: erkek

1.3.2. Pimpla turionellae Linnaeus, 1758
Caliymada parazitoit tiir olarak kullanilan P. turionellae L. (Hymenoptera:

Ichneumonidae) birgok lepidopter tiirliniin prepup ve pupunda soliter, idiobiont ve
endoparazitoit olarak gelisen bir tiirdiir (Kansu ve Ugur, 1984; Uckan ve Giilel, 1990).

P. turionellae ¢ok genis bir konak araligina sahiptir. Konaklar1 arasinda Lymantria
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dispar (Lep: Lymantridae), Pieris rapae (Lep: Pieridae), Agrotis segetum (Lep:
Noctuidae), Euproctis chrysorrhoea (Lep: Lymantridae), Malacosoma neustria (Lep:
Lasiocampidae), Cydia pomonella (Lep: Olethreutidae), Yponomeuta malinellus (Lep:
Yponomeutidae), Ephestia kuehniella (Lep: Pyralidae), E. cautella (Lep: Pyralidae) ve
G. mellonella (Lep: Pyralidae) tiirleri bulunmaktadir (Kansu ve Ugur, 1984). Bu konak
tiirlerin ¢ogunlugu c¢esitli bitkiler lizerinde Ozellikle de meyve agaglarinda larval
gelisimleri siiresince beslenen zararli kelebek tiirleridir. P. turionellae yiiksek derecede
bir pup parazitoiti olup, ¢cok sayidaki Lepidoptera takimina ait tiirlerin pupal donemini
parazitlemektedir (Kansu ve Ugur, 1984; Uckan ve Gilel, 1990). Parazitoitin
yumurtalarindan ¢ikan larvalar konaklar1 olan puplarin dokularindan ve viicut
stvilarindan beslenerek larval gelisimlerini devam ettiriler. Kis donemini olgun larvalar
olarak puplarin i¢inde gecirirler. Ergin disilerin yumurta birakacak doneme ulagmalar1
yaklagik 3-6 gilin siirerken, disiler yaklasik 50 giin silireyle konak puplarina
yumurtalarm1  koyabilirler. Ergin disiler cogunlukla konak biyiikligiine gore
yumurtalarmi birakirlar ve konaktan ¢ikan erginin cinsiyeti de konak biytikligi ile
iligkilidir. Yumurta ve ergin dénem arasindaki gelisim siiresi de konaga bagli olarak
degisiklik gostermektedir. G. mellonella’nin puplarinda gelisme siiresi disiler i¢in
ortalama 17-19 giin iken, erkeklerde 16-18 giin arasinda olmaktadir. P. turionellae
erginleri hem meyve Ozleri, bal ve nektarla beslenirler hem de disiler konaklarina
yumurta biraktiktan sonra ovipozitorle deldikleri bolgeden disar1 sizmakta olan
hemolenften beslenirler. Erginlerin biiyiikliikleri 4,5-12 mm arasinda ve kanatlarin
uzunluklarida 3-11,6 mm arasinda degismektedir. Disilerde yumurta birakmaya yarayan
bir ovipozitdor bulunmaktadir. Larval donemde konak viicudunda gelisme gosterdikleri
icin hareket etmeye yarayan iiyeleri bulunmamaktadir ve kutikulasi ¢ok ince olup
kolaylikla gaz degisimini viicut yiizeyinden gerceklestirmektedir. Yumurtadan ¢ikan
larvalar yaklasik 10 giin i¢inde pupal doneme ulasirlar ve bu donemin sonuna dogru
ergine ait antenler ve gozler belirginlesir. Konaklarinin 6liimiiyle sonuglanan bu iliskide
konaklarini ergin olarak terk ederler (Gorsel 1.8) (Kilinger 1975; Osman 1978; Yazgan
1981; Kansu ve Ugur, 1984; Uckan ve Giilel, 1990).
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Sistematikteki yeri
Alem: Animalia

Sube: Arthropoda

Simif: Insecta

Takim: Hymenoptera

Ustfamilya: Ichneumonoidea

Familya: Ichneumonidae

Altfamilya: Pimplinae

Cins: Pimpla

Tiir: Pimpla turionellae (Linnaeus, 1758) Sinonimi Coccygomimus turionellae’dir.

4 tane alt tiirii bulunmaktadir. Bunlar:

Pimpla turionellae basiflava (Constantineanu & Ciochia, 1967)

Pimpla turionellae moraguesi (Schmiedeknecht, 1888)

Pimpla turionellae nana (Constantineanu, Ciochia, Constantineanu, Mustata & Ularu,
1967)

Pimpla turionellae tricolor (Constantineanu, Ciochia, Constantineanu, Mustata &

Ularu, 1967) olarak bilinmektedir

Gorsel 1. 8. Parazitoit P. turionellae 'nin larva, pupa ve ergin dénemleri (9 3)
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Parazitoit ve Konak Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Calismalarda kullanilan parazitoit ar1 tiirii venomu dogal konagi G. mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae) pupasi olan idiobiont, soliter endoparazitoit P. turionellae L.
(Hymenoptera: Ichneumonidae)’den elde edildi. Konak ve parazitoit siiksesif kiiltiirleri
Eskisehir Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hayvan Fizyolojisi
Laboratuvarinda konak kiiltiir i¢cin 29 + 1°C sicaklik, %50 £ 5 bagil nem ve 0: 24 (A: K)
periyotlarda, parazitoit kiiltiirii i¢in ise 25 + 1°C sicaklik, %60 + 5 bagil nem ve 16: 8
(A: K) saat isiklandirma iceren D 51-40 ve D 51-41 numarali iklim odalarinda
yetistirildi. Parazitoit tiiriin yetistirilmesinde %50 bal ¢ozeltisi ve konak pupundan (ii¢
giinde bir her 10 disi parazitoit i¢in 10 pupa) olusan besin (Gorsel 2.1), konak tiirtin
yetistirilmesinde ise tablo 2.1°de igerigi verilen yar1 sentetik (petek, bal, su, gliserin ve
kepek karisimindan olusan) besin kullanildi. Konak larvalar1 son larva evrelerine dogru
kiiltiirden alinip igerisinde sadece katlanmis kagit bulunan kavanozlarda pupa olmalar1
saglandi (Gorsel 2.2). Elde edilen pupalarin bir kismi; deney uygulamalarinda, bir kismi
parazitoit kiiltiirlerinin devaminda ve parazitoit tiiriin beslenmesinde kullanilirken bir
kismi ise erginlestirilerek konak kiiltlir tiretimi i¢in kullanildi. Ayrica, parazitoit tiirden
venom eldesi i¢in yapilan tekrarlarda farkli wrklarm kullanimi i¢in konak ve parazitoit
kiiltiirleri Marmara ve Kocaeli Universitesi Biyoloji Béliimlerinden alinan kiiltiirlerle

desteklendi.

Gorsel 2. 1. P. turionellae a,b: parazitleme yapan ergin birey, c: besin
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Tablo 2. 1. Galleria mellonella yar: sentetik besiyeri

Besin Bilesimi Miktar
Petek 100 g
Kepek 430 g
Polen 20¢g

Bal 75 ml
Gliserin 150 ml
Saf Su 75 ml

Gorsel 2. 2. G. mellonella a: ergin bireylerden olusturulan kiiltiiv, b: larvalarin yetistirildigi kavonozlar,
¢,d: puplasmanin saglandig kagit bulunan kavanozlar

2.2. Venom Eldesi ve Saklanmasi

Deneylerde kullanilan venom 15-20 giinliik P. turionellae disilerinden daha 6nce
Uckan vd., (2004) tarafindan tanimlanan metot ile elde edildi. Venom alinmadan 6nce
disiler -20°C’de 10 dak. bekletildikten sonra venom keseleri(Gorsel 2.3) stereoskobik
mikroskop altinda diseksiyon igneleri ile ¢ikartilarak igerisinde 20 pl bocek tamponu
(ISB) [150 mM NaCl, 10 mM KCl, 4 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 10 mM Hepes, pH: 7,0]
bulunan ependorf tiipleri i¢ine alindi. Ependorf tiipleri +4°C’de 12,000 g de 10 dak.
santrifiij edilerek hiicre artig1 uzaklastirildiktan sonra iiste kalan supernatant ham venom

olarak kullanildi. Bu s1vi temiz bir mikrosantrifiij tlipiine nakledildikten sonra aninda —
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80 °C’de dondurularak, kullanima kadar saklandi. Her bir venom aliniminda 10’ar adet

disi kullanild.

Gorsel 2. 3. P. turionellae venom kesesi

2.3. Total Protein Analizi

Venom Orneklerinde bulunan toplam protein miktarinin belirlenmesi Bradford
yontemi (Boya-Baglama veya Coomassie brilliantblue) kullanilarak yapildi. Bu
yontemde Coomassie brilliant blue G-250 boyasmin, farkli dozlardaki (0,1 - 1,4 mg/ml)
protein ¢ozeltilerinde BIOTEK marka EPOCH Elisa Okuyucu cihazinda Gen 5
programi kullanilarak protein miktarlar1 595 nm’de mavi renk ortaya koymasi esasindan
yararlanilarak tespit edildi. Standart protein olarak sigir serum albiimin kullanildi
(Bradford, 1976). Bu islemler i¢in oncelikle 10’ar adet disiden olusan venom &rnekleri
cozdiiriildii. Ayrica, ¢ozdiiriilen drneklerdeki venom aktivitesinin azalmamasi i¢in bu
ornekler 24 saat i¢inde, belirlenen analizlerde kullanildi. Bu nedenle her bir deneysel
analize baglamadan Once ihtiyaca gore gerekli miktarda venom tiipleri ¢ozdiiriildii ve

toplam protein miktar1 belirlendi.

2.4. Hiicre Kiiltiirii

Saflastirilan venomun memeli hiicreleri tizerindeki toksik etkilerinin belirlenmesi
amaciyla, C6 glioblastoma hiicreleri kullanildi. Bu caligmalarda kullanilmak {izere
yeterli miktarda stogun temin edilmesi i¢in C6 glioblastoma hiicreleri cogaltildi.
Hiicreler inaktif hale getirilmis %10 Fetal Bovine Serum, %1 penisilin-streptomisin, 2

mM L-glutamin igeren DMEM-F12 besiyerinin bulundugu 75 cm?’lik flasklarda %95
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hava ve %5 CO;’li gaz ortaminda ve 37°C’deki CO»> inkiibatoriinde kiiltiire edilerek
iretildi. Deneylerin devamliligini  saglamak amaciyla ilk olarak disiik pasaj
numaralarinda stoklandi. Stoklama islemi i¢in hiicre flasklarinda bulunan medyum
cekilerek hiicreler PBS (fosfat tampon tuzu) ve PBS-EDTA ile yikandi ve hiicrelerin
flask tabanindan ayrilmalarin1 saglamak amaciyla %0,25 Tripsin-EDTA iceren
soliisyonda 37°C, %5 CO; iceren ortamda 2 dak. bekletildi. Flask tabanindan ayrilan
hiicrelere taze medyum eklenerek 1200 rpm’de 5 dak. santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra kalan medyum cekilerek kalan pellet {izerine %10 DMSO igerecek sekilde taze
medyum konuldu ve hiicreler muhafaza edilmek tizere kaldirildi. Deneylerin devaminda

kullanilmak tizere ayrilan flasklarda kiiltiir devam ettirildi.

2.4.1. MTT Analizi

P. turionellae venomunun rat glioblastoma hiicreleri iizerinde sitotoksik olan
dozlarmm belirlenmesi i¢in tetrazolyum tuzu testi (MTT) yapildi. Boylece, P.
turionellae venomunun ilk defa bir memeli hiicresi tizerindeki sitotoksik etkisi tespit
edildi. Hiicreler, DMEM-F12 besi yeri, %10 Fetal Sigir serumu (FBS) iceren besi
ortaminin konuldugu flasklarda, 37°C °de ve % 5 CO: igeren inkiibatoriinde kiiltiire
edildi. Deney i¢in yeterli sayiya ulasan hiicreler, Thoma lamu ile sayilarak 96 kuyucuklu
plakalara her kuyucuga 1x10* hiicre gelecek sekilde ekim yapildi. 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan besi yerleri uzaklastirilarak elde edilen venomun sitotoksisite
davranislarmi anlamak iizere ¢calismalar yapildi. On deneme ¢alismalar1 sonucunda elde
edilen uygun venom dozlar1 (176,6, 83,3, 22,07, 5,5 ve 1,83 pg/ml), sadece DMEM-F12
eklenmis kontrol ve (stok venom dozunun hazirlanmasi i¢in kullanilan maksimum
venom miktar1 kadar) ISB tamponu hiicrelere uygulandi. Daha sonra hiicreler farkl
zaman siiresince (4 ve 24 saat) inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda venom
iceren besi yerleri hiicrelerden uzaklastirilarak, 100 ul MTT-DMEM-FI2 (1:10) ilavesi
yapild1 ve test maddelerinin hiicre ¢ogalmasina olan etkileri saptandi. Bu nedenle
hiicreler 5 mg/ml MTT stok soliisyonu ile 2 saat CO; inkiibatoriinde inkiibe edildi ve
stire sonunda MTT iceren besi yerleri kuyucuklardan uzaklastirildi. Ardindan her
kuyucuga 100 ul DMSO ilave edilip, 5 dak. beklendikten sonra plakalardaki hiicrelerin
optik dansiteleri ELISA cihazinda 570 nm (750 nm referans) dalga boyunda 6l¢iildii.
Deneyler 4 kez ve 4 tekrarli olmak {izere gergeklestirildi.
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2.4.2. Alamar Blue Assay

Venomun sitotoksik dozlarinin rat glioblastoma hiicrelerinin proliferasyonu
iizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla “Alamar blue assay” yapildi. Alamar mavisi
boyasinda bulunan aktif bilesen hiicre zarimdan gegebilen ve toksik olmayan mavi
renkli, floresan Ozellik gostermeyen resazurindir. Resazurinin hiicre i¢ine girdikten
sonra kuvvetli kirmizi floresan veren resofurine indirgenmesi esasina dayanan bu
yontemde, floresan Eks./Em.: 560/590 nm’de, absorbans ise 570 nm dalga boyunda
Olgiildii. Hiicreler, DMEM-FI2 besi yeri, %10 Fetal Sigir serumu (FBS) iceren besi
ortaminin konuldugu flasklarda, 37°C de ve % 5 COx igeren CO: inkiibatdriinde kiiltiire
edildi. Deney i¢in yeterli sayitya ulasan hiicreler, Thoma lamu ile sayilarak 96 kuyucuklu
plakalara her kuyucuga 1x10* hiicre/ml gelecek sekilde ekildi. Hiicreler 24 saat inkiibe
edildikten sonra her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde, belirlenen venom dozlari
(176,6, 83,3, 22,07, 5,5 ve 1,83 pg/ml) ve ISB (stok venom dozunun hazirlanmasi i¢in
kullanilan maksimum venom miktar1 kadar) eklendi. Belirlenen siireler sonunda venom
iceren besiyeri uzaklastirilarak her bir kuyucuga 100 pl Alamar blue-DMEM-F12 (1:10)
reaktifleri eklendi. Reaktif eklendikten sonra hiicreler 37 °C’de 4 saat inkiibe edildi ve
Olciim alindi. Analizler 4 kez ve 4 tekrarli olarak gergeklestirildi. Hesaplama Azalan
Yiizde = [(eOX)A2 x AAl - (eEOX)A1 x AA2 / ( eERED)AL x A’A2 - (eERED)A2 x A’A1] x
100 formiiliine gore gergeklestirildi.

2.5. P. turionellae Venomunun Konak Bocek Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

2.5.1. P. turionellae Venomunun Konak Bocekte Lethal ve Sublethal Dozlarinin
Belirlenmesi

Parazitoit venomunun konak G. mellonella pupalari lizerinde doza bagl toksik ve
insektisidal etkisini belirlemek amaciyla 40 disi bireyden elde edilen venom kesesi
icerigi bocek fizyolojik tamponu (ISB) i¢cinde ¢ozdiiriilerek, farkli protein dozlarinda (0,
0,125 0,25, 0.5, 1, 2 ve 4 pg/ul) hazirlandi. Venom soliisyonlar1 hazirlandiklar1 giin
bekletilmeden doz belirleme deneylerinde kullanildi. Tiim deneylerde konagin 80-100
mg agirhigimdaki puplar: kullanildi. Her venom dozu igin 5 pupaya 10 ul’lik Hamilton
marka mikroenjektdr ile 2 pl venom soliisyonu edildi. Enjeksiyon yeri olarak puplarda
abdomenin son iki segmentleri arasi tercih edildi. Beser bireyden olugan deneyler, tiim
venom dozlar1 i¢in {liger defa tekrar edildi. Ayrica, kontrol gruplarmin olusturulmasinda

puplara 2 pl ISB enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyon yapilan puplarda 30 dakika araliklarla
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dordiincii saatin sonuna kadar aktivite gézlemi yapilarak mekanik uyariya cevap (MUC)
oranlar1 belirlendi. Boylece pupal felg oranlarina gore Probit analizi yapilarak uygun
fel¢ dozlar1 belirlendi. Ayni1 zamanda, ayni puplar 5 cm c¢apindaki petri kaplarina
almarak 30 giin boyunca giinliikk olarak gdézlemlendi ve venom dozuna bagh pupal
mortalite oranlar1 belirlendi. Bdylece venomun insektisidal dozlari olan lethal doz
(LDg9) ve ortalama lethal doz (LDso) probit analizi ile belirlendi. Belirlenen bu
degerlere gore ortalama lethal dozun (LDso) altinda kalan 3 farkli doz (0,125 png/2pl,
0,25 pg/2ul, 0,5 pg/2ul) ile genotoksisite analizleri gergeklestirildi.

2.5.2. P. turionellae Venom Uygulamasina Bagh Konak Bocekteki Lethal

Zamaninin Belirlenmesi

Parazitoit venomunun konak G. mellonella pup evresi iizerinde etkili olan lethal
dozlarin belirlenmesinde oldugu gibi ayn1 venom dozlarmna (0-4 pg/pl) maruz kalan
puplarda lethal zamanin belirlenmesi i¢cin de probit analizi yapildi. Bu amagla her bir
dozun enjeksiyonunu takiben puplar giinliik olarak gézlemlenerek 30 giin sonunda
erginlesmeyen puplar 6l olarak kayit edildi. Boylece pupal 6liim oranlarmin zamana

bagl degerlendirmesi yapildi.

2.5.3. Venomun Sublethal Dozlarinin Konak Puplarina Uygulamasi ve Hemolenf

Toplama

Venomun konak G. mellonella pupal hemositleri lizerindeki genotoksisitesinin
belirlenmesi i¢in belirlenen dozlardaki (0,125 pg/2ul, 0,25 ng/2ul, 0,5 pg/2ul) venom
ornekleri hazirlandi. Pupal hemositlerin eldesi i¢in sublethal dozlardaki venom 6rnekleri
80-100 mg agirligindaki puplara enjekte edildi. Venomun pupal lethal zaman verilerine
ve hiicre dongiisii siireleri géz oniinde bulundurularak belirlenen siirelerde enjeksiyon
yapilan puplardan hemolenf 6rnekleri alindi. Bu nedenle her bir venom dozu ve kontrol
grubu i¢in enjeksiyondan 2, 4 ve 24 saat sonra hemolenf toplandi. Hemolenf almak
amaciyla puplarin dis yiizii alkolle temizlendi ve ardindan enjeksiyon yapilan yerden
delinerek 10 pl hemolenf mikropipet yardimiyla alimarak COMET ve mikronukleus
testinde kullanildi.

2.5.4. COMET Assay (Tek Hiicre Jel Elektroforezi (SCGE) Yontemi)

DNA hasarmnin belirlenmesi amaciyla, Comet Analizi (Tek Hiicre Jel

Elektroforezi), Singh vd., (1988) tarafindan belirlenmis ve modifiye edilmis prensiplere
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gore alkali ortamda gerceklestirildi. Sublethal dozlarda ve zamanlarda venom
enjeksiyonuna maruz kalan puplarm her birinden mikrokapiller tiip ile toraksindan 10 pl
hemolenf alinarak ependorf tiiplerine toplandi. Bu tiipler buz icerisinde ve karanlikta
muhafaza edildi. Hemolenf 6rneklerinin iizerine 90 pl % 1’lik diisiik kaynama dereceli
agaroz (LMPA) ilave edilerek, iizeri 6nceden % 1’°lik normal kaynama dereceli agaroz
(NMA) ile kaplanmis 6zel lamlara yerlestirildi. Agaroz jele gomiilen bu karisimdaki
hemositler, hipertonik bir lizis (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, 0,25 M
NaOH, %1 TritonX-100 ve %10 dimetilsiilfoksit (DMSO), pH: 10,0) tamponu ile
muamele edildi ve non-iyonik deterjan ile hiicre membranlari, sitoplazma,
niikleoplazma gibi yapilar uzaklastirilarak niikleozomlar ¢6zilindiiriildii. Geriye kalan
niikleoidler, yliksek alkali 6zelligindeki bir soliisyonla muamele edildi, DNA’nin
stiperkoil yapis1 gevsetildi. Bu sayede kirik bolgeler olan apiirinik/apirimidinik bolgeler
aciga cikarildi. Bu kiriklarim goriintiilenmesi i¢in, hemolenf 6rneklerinin yiiklendigi
lamlar, icerisinde elektroforez tamponu (10N NaOH ve 200 mM EDTA, pH: 13,0)
bulunan tank icerisine almarak 25 Volt ve 300 mA’de anoda dogru go¢ ettirildi.
Ardindan lamlar notralizasyon i¢in 4 °C’de 15 dak. 0,4 M Tris—HCI (pH: 7,4) tamponu
icerisinde bekletildi ve DNA kiriklarinin goriintiilenmesi icin SYBR Green ile boyama
yapildi. DNA kiriklarinin goriintiilenmesi i¢in slaytlar fluoresan mikroskopta 40X’lik
objektif altinda fotograflanarak bilgisayarda COMET ASSAY IV (Perceptive
Instruments Ltd, UK-Italya) program kullanilarak analiz edildi.

Comet Assay IV programinda genotoksik etkinin belirlenmesi amaciyla otomatik
Olciim yapilarak % DNA Tail (Tail Intensity, Kuyruk Yogunlugu), Tail Moment
(Kuyruk Momenti) ve Tail Migration (Kuyruk Gogii) parametreleri kullanildi. Olive
vd., (1990)’in tanimina gore kuyruk momenti, kuyruk uzunlugunun kuyruktaki floresan
yogunlugu veya go¢ bolgesindeki DNA yiizdesi ile carpimindan elde edilmektedir. Her
bir dozdaki DNA hasar tespiti i¢in 5’er pup kullanilarak 3 tekrar yapildi. Her doz igin
toplam 750 hiicre sayim1 yapild.

2.5.5. Mikronukleus Assay

Venomun konak iizerindeki genotoksik hasarmin belirlenmesi ve Comet
yonteminden elde edilen verilerin karsilastirilmasi i¢in Venier vd., (1997) tarafindan
belirlenen mikronukleus testi yapildi. Venom uygulamasina maruz kalan puplarm her

birinden mikrokapiller tiip ile toraks ekstremite kaidelerinden 10 pl hemolenf alindi.
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Alman hemolenf Ornekleri direkt olarak lam {iizerine yayildi ve oda sicakliginda
kurumaya birakildi. Kurutma igleminin arkasindan lamlar 5 dak. siiresince taze
hazirlanmis glasiyel asetik asit/ metanol (1:3) karigimi ile fikse edildi. Fiksatiften
¢ikarilan lamlardan fiksatif kuruduktan sonra mikronukleuslarin goriiniir hale gelmesi
icin % 10’luk Giemsa boyasi ile 15 dakika boyama islemi yapildi. Boyama isleminin
hemen ardindan lamlar hizli bir sekilde distile su ile yikanarak ve 151k mikroskobunda
100X biiylitme ile mikronukleus sayimi yapildi. Sayim sirasinda ana ¢ekirdek ile ayni
renkte, fakat 5 kat daha kii¢lik olan mikronukleus sayimmi yapildi. Her bir doz i¢in 5’er
pup kullanildi ve 3 tekrar yapildi. Her doz i¢in toplam 1500 hiicre sayimi
gerceklestirildi.

2.6. Venom Sublethal Dozlarinin ve Parazitlemenin Konakta Antioksidan
Sistem Uzerine EtKisi

2.6.1. Venomun Konak Puplarina Uygulanmasi, Hemolenf Toplama ve
Homojenizasyon

Venomun konak boécek antioksidan sistemi lizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in
venom enjeksiyonu (0,5 pg/2ul, 0,25 ug/2ul ve 0,125 pg/2ul) yapilmis puplar
kullanilarak antioksidan enzim aktivitesi deneyleri gerceklestirildi. Hemolenf eldesi i¢in
sublethal dozlardaki venom enjekte edilen puplardan lethal zamana gore belirlenen
saatlerde (1., 2. ve 4.) hemolenf 6rnekleri alindi. Hemolenf almak amaciyla puplarin dig
yiizii alkolle temizlendi ve ardindan enjeksiyon yapilan yerden delinerek 10 pl hemolenf
mikropipet yardimiyla alinarak toplam 10 puptan alinan hemolenf 6rnekleri i¢inde 1mg
2-kloro-4-piridinil -N'-feniliire bulunan mikrotiiplere toplandi. Tiim hemolenf 6rnekleri
toplam hemolenf protein miktar1 ve enzim aktivitesinin belirlenmesi deneylerinde
kullanilmak amaciyla homojenize edilene kadar -80 °C’de saklandi. Homojenizasyon
icin toplanan hemolenf Orneklerindeki protein miktar1 tayini, KAT, GST ve SOD
aktivite analizlerinin gergeklestirilmesi amaciyla soguk homojenizasyon tamponu
(50mM Fosfat tamponu, 150 mM NaCl pH:7,4) kullanildi. Hemolenf 6rnegi ile 1:1
oraninda soguk homojenizasyon tamponu karistirildiktan sonra 10,000 g +4 °C’de 15
dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda elde edilen siipernatant bekletilmeden
enzim aktivitesi deneylerinde kullanildi. Lipit peroksidasyonunun belirlenmesi i¢in
MDA miktarmm 6l¢iimii analizinde ise 25ul hemolenf 6rnekleri direkt olarak alinarak
700 g +4 °C’de 10 dakika santifiij edildi. Santriflij sonrasinda siipernatant alinarak
MDA miktar tayini deneyinde kullanildi.
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Tiim venom dozlar1 ve kontrol grubu i¢in her tekrarda 10’ar pup kullanilarak

analizler 6 kez tekrar edildi.

2.6.2. Protein Miktar Tayini

G. mellonella puplarinda spesifik antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla hemolenfteki total protein miktarinin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi
kullanildi. Standart protein olarak kullanilan BSA (bovine serum albiimin)’nin belirli
dozlar1 (0,1-1,4 mg/ml) homojenizasyon tamponu i¢inde hazirlandi. Hazirlanan standart
cozeltilerinden 5’er pl almarak tizerlerine 250 ul Bradfrod reaktifi eklendi ve 5 dakika
sonra BIO-TEK Marka EPOCH Elisa Okuyucu cihazinda - Gen 5 programinda protein
miktarlar1 595 nm’de 6l¢iim yapildi. Elde edilen absorbans degerlerinden kor degerleri
cikarilarak gercek absorbans degerleri elde edildi. Gergek absorbans degerleri
kullanilarak olusturulan standart grafigine ait y = 0,2352x — 0,005 (R?> = 0,9979)
formiilii elde edildi ve bu formiil deney gruplarina ait hemolenfte bulunan protein
miktarlarmin  belirlenmesi amaciyla kullanildi  (Sekil 2.1). 1:10 oraninda
homojenizasyon tamponuyla sulandirilan hemolenf 6rneklerinin toplam protein miktari

(mg/ml) ise yukarida bahsedildigi gibi standart grafik denklemine gore belirlendi.

4 0.4 N\

y = 0,2352x - 0,005

035 R?=0,9979 R?=0,9979
0,3
0,25

0,2

0,15

Absorbans

0,1

0,05

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
-0,05

Protein Konsantrasyonlar:

Sekil 2. 1. BSA ile olusturulan protein standart egri grafigi

34



2.6.3. Katalaz
Venomun sublethal dozlarmin uygulamasi ve parazitlemeye bagl olarak G.

mellonella pup hemolenfinde KAT (EC 1.11.1.6) enzim aktivitesinin belirlenmesi
Chance ve Maehly (1955) tarafindan belirlenen yontemle gergeklestirildi. Katalazin
hidrojen peroksidi su ve molekiiler oksijene yikim hizinin hesaplandig1 bu metotta G.
mellonella hemolenfinde bulunan KAT enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in enzim
aktivitesi kuvars kiivet igerisinde gergeklestirildi. 1350 pl Fosfat tamponu (pH: 7,0),
150 pl hidrojen peroksit ve son olarak reaksiyonun baglamasi 10 pl numuneden
kullanilarak hizli bir sekilde karistirilmas:t saglandi (Tablo 2.2) ve okuma
gerceklestirildi. Kor olarak ise numune yerine 10 pl fosfat tamponu eklenmistir. Katalaz
enzim aktivitesinde azalan hidrojen peroksit miktarimin 6l¢ctimii 240 nm’de 10 saniyede
bir olacak sekilde BIO-TEK Marka EPOCH Elisa Okuyucu Cihazda Gen 5 programi
kullanilarak kinetik 6lgtim yapildi.

Elisa cihazmin kuvet 6l¢timii kisminda tekli 151k yoluna sahip olmasi nedeniyle
orneklere ait okuma yapilmadan 6nce bos kuvars kiivet ardindan fosfat tamponu ile kor
okumasi yapildi. Kore ait absorbans degeri, 0rneklere ait absorbans degerlerinden
cikarilarak gercek absorbans degerleri elde edildi. Kontrol ve deney gruplarina ait elde
edilen gercek absorbans degerlerinden birim zaman bagina azalan absorbans degisimleri
tespit edildi. Elde edilen azalis miktarlar1 ve sabit say1r (¢240: 0,0394 mM™' cm™)

kullanilarak katalaz enzim aktivitesi U/mg protein olarak hesaplandi.

Tablo 2. 2. Katalaz aktivite dlciimii bilesenleri

KOR NUMUNE
Fosfat tamponu (pH: 7,0) 1350 pl 1350 pl
Hidrojen peroksit (30 mM) 150 ul 150 pl
Fosfat tamponu (pH: 7,0) 10 ul --
Enzim kaynag -- 10 ul

2.6.4. Glutatyon S Transferaz
Venomun sublethal dozlarinin enjeksiyonuna ve parazitlemeye bagl olarak G.

mellonella pup hemolenfinde goézlenen GST (EC 2.5.1.18) enzim aktivitesindeki
degisiklikler Habig vd., (1974) tarafindan gerceklestirilen 1-chloro-2,4-dinitrobenzen
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(CDNB)’'nin rediikte glutatyon ile konjligasyonunu katalize eden toplam GST
(mikrozomal ve sitozolik) aktivitesinin Ol¢lilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde
artan konjuge CDNB’nin 6l¢iilmesi amactyla 100 pul 100 mM CDNB, 100 pl 1000 mM
GSH (glutatyon) ve kullanilarak bir karigim hazirlandi. Karisgimdan 200 pl alinarak
enzim kaynagi olarak kullanilan 10p]l numunenin iizerine eklendi ve 340 nm’de 30
saniyede bir olacak sekilde kinetik Olciim yapildi. Kor olarak kokteylin
olusturulmasida kullanilan PBS (pH: 6,5) 10 pl olacak sekilde enzim kaynagi yerine
kullanild1 (Tablo 2.3). CDNB’nin rediikte glutatyon ile reaksiyona girmesine bagli
olarak olusan tioether yapisinin yiikselen absorbans degerleri elde edildi. Elde edilen
absorbans degerlerinden £340: 0,00503 puM™' katsayis1 kullanilarak birimi pmol/mg
protein/dak olan enzim spesifik aktivitesi hesaplandi. Kor ve homojenatlarin

dilisyonunda ise fosfat tamponu (PBS) (pH: 6,5) kulland1.

Tablo 2. 3. Glutatyon-S-transferaz aktivite olgiimii bilesenleri

KOR NUMUNE

Karisim 180 pl 180 ul
Fosfat tamponu (pH: 6.5) 20 ul -

Enzim kaynag - 20 ul

2.6.5. Siiperoksitdismutaz
Venom uygulanan ve ISB uygulanan G. mellonella pup hemolenfinde SOD (EC

1.15.1.1.) enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla Mccord ve Fridovic (1969)
tarafindan gelistirilen yontemin esas alindig: ticari kit kullanildi. Bu ydntem, SOD
enziminin, siiperoksit radikallerinin, hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene
(O2) dismutasyonunu hizlandirmas1 esasina dayanmaktadir. Boylece ksantin ve
ksantinoksidaz (XOD) kullanilarak 2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum
kloriir ile tepkimeye giren ve kirmizi renkli formazon boyasi olusturan siiperoksit

radikalleri 6l¢tildii.

SOD aktivitesinin belirlenmesinden Once ticari kit (CAYMAN, 706002)
icerisinde verilen stok SOD enzimi kullanilarak standart ¢ozeltiler (0, 0,025, 0,05, 0,1,
0,15, 0,2 ve 0,25 U/ml) hazirland1. Standart ¢ozeltiler kitte verilen oranlara gore (Tablo

2.4) mikroplate icerisinde standart grafiginin olusturulmasi1 amaciyla o6l¢iildii. Bu
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islemler sirasinda hazirlanan standart analiz karisimlar1 oda sicakliginda (karanlikta) 20
dak. inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminin ardindan 460 nm’de BIO-TEK Marka EPOCH
Elisa Okuyucu cihazinda Gen 5 programinda 6l¢iim yapildi. Elde edilen absorbans
degerleri kitte verilen formiile gore lineer oran hesaplanmasinda kullanildi. Lineer oran
hesaplamasi ise, igerisinde enzim bulunmayan standart ¢ozeltisine (0 U/ml = standart A)
ait absorbans degerinin sirayla diger standartlara ait absorbans degerlerine bdliinmesi ile
elde edildi. Lineer oranlar ve SOD aktivitesi standart dogru denkleminin
olusturulmasmda kullanild: ve y = 13,127x + 0,9612 (R?= 0,9991) formiilii elde edildi
(Sekil 2.2).

&
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y =13,127x + 0,9612
35 R2 = 0,9991
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z 3
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Cas5
w
Y2
5

o -
[ ] - [+

o

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

SOD AKTIVITESI (Uiml)

Sekil 2. 2. SOD standart egri grafigi

Kontrol ve deney gruplarina ait SOD enzim aktivitesinin belirlenmesinde ise
homojenize edilen hemolenf 6rnekleri kullanildi. Hemolenf 6rneklerine ait absorbans
degerlerinin standart grafigin araligina girmesini saglamak i¢in 1 pl homojenat, 149 pl
kite ait 6rnek tamponu ile diliie edildi. Bu islemin ardindan standartlara uygulanan ve
tablo 2.4°de verilen degerlere gore analiz karisimi1 mikroplate icerisinde olusturuldu. 20
dakikalik karanliktaki inkiibasyonun ardindan 460 nm’de BIO-TEK Marka EPOCH
Elisa Okuyucu cihazinda okuma yapildi. Kontrol ve deney gruplarindan elde edilen
absorbans degerleri lineer oranlarin belirlenmesinde kullanildi. Ornekler igin
olusturulan lineer oranlar, standart A absorbansinin 6rnek absorbansma bdliinmesi ile
elde edildi. Lineer oran/ SOD aktivitesi dogru denklemi araciliiyla 6rneklere ait enzim

aktiviteleri U/ml olarak hesaplandi. Orneklere ait spesifik enzim aktivitesinin
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belirlenmesi ise Bradford yontemi ile elde edilen protein miktarlar1 kullanilarak

nmol/mg protein birimi olarak hesaplandu.

Tablo 2. 4. Siiperoksit dismutaz aktive lgiimii bilesenleri (1 adet mikroplate kuyucugu igin)

STANDART NUMUNE
Radikal dedektor 200 pl 200 pl
Standart cozelti 10 ul -
Enzim kaynag - 10 pl
Ksantinoksidaz 20 pl 20 ul

2.6.6. Malondialdehit
Venom uygulamasina bagl olarak G. mellonella puplarinda ortaya ¢ikan oksidatif

stresin belirlenmesi amaciyla lipit peroksidasyonun son {iriinii olan MDA miktarinin
tayininde Yagi (1998)’nin gelistirmis oldugu metoda bagh ticari kit (CAYMAN
10009055) kullanildi. MDA miktar tayinin yapilabilmesi i¢in ilk olarak kitte verilen
aralikta (0-50 uM) standart grafigi olusturuldu (Sekil 2.3) ve bu grafige ait dogru
denklemi elde edildi. Lipit peroksidasyonunu gosteren MDA ’nin miktar tayini i¢in ticari
kit icerisinde verilen 25 ul standart veya homojenat, 25 ul SDS ve 1 ml renklendirme
reaktifleri (TBA asetik asit, TBA sodyum hidroksit) santrifiij tiipii i¢erisine alindi. Elde
edilen bu karigim ilk olarak 1 saat 100 °C’ye ayarlanmis su banyosunda MDA ’nin hiicre
disma ¢ikarilmasi saglandi. Ardindan 10 dak. 4 °C’de inkiibe edilerek reaksiyon
durduruldu. Bu islemin ardindan diger hiicre komponentlerin uzaklastirilmasi amaciyla
santrifiij edilen 6rneklere ait siipenatanlar (pembe renkli) elde edildi. Okumadan once
oda sicakliginda 30 dak. boyunca ikinci bir inkiibasyon gerceklestirildi. Bu islemin
ardindan her bir 6rnege ait soliisyondan 150 pl mikroplate igerisine alind1 ve BIO-TEK
Marka EPOCH Elisa Okuyucu cihazinda Gen 5 programimda 535 nm’de okuma yapildi.
G. mellonella pupal hemolenfinde bulunan MDA miktarlarinin hesaplanmasi amaciyla
standart dogru grafiginden elde edilen y = 0,0026x + 0,0001 (R*= 0,999) formiilii

kullanilarak ortaya ¢ikan sonug¢lar nmol/mg olarak hesaplandi.
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Sekil 2. 3. MDA standart grafigi

2.7.  Istatistik
Venom dozlarina maruz kalan C6 hiicelerinde yapilan MTT ve Alamar Blue

analizlerinden elde edilen verilerin normal dagilim gosterdigi tespit edildi. Bu nedenle
analiz sonuglarina parametrik bir test olan One-Way Anova uygulanarak, LSD (Least
Significant Difference) testi ile giivenirlilik analizleri yapildi (Windows versiyon 18,0,
SPSS, Chicago, IL). Ayrica deneysel gruplarin kontrole gore olan farklarinin test
edilmesi amactyla Dunnett testleri kullanildi. Zamana bagl toksisite arasindaki degisim

ise t-testi kullanilarak yapildi.

Venomun lethal ve sublethal dozlarmin belirlenmesinde ise SPSS programi

kullanilarak Probit analizi yapildi.

Hemolenf 6rneklerinden elde edilen protein ve enzim aktivitesi verilerinin dozlara
ve zamana gore analizinde ise normal dagilim gdsterdigi tespit edilen sonuclar
Parametrik testlerden biri olan One-way Anova uygulanarak LSD testi ile giivenilirlik

analizleri yapildi (Windows versiyon 18,0, SPSS, Chicago, IL).

Genotoksik hasarin belirlenmesi i¢in yapilan Comet ve Mikronukleus

analizlerinde ise sonu¢larin Normal dagilim gostermedigi tespit edildikten sonra Non-
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parametrik testlerden biri olan Kruskal-Wallis uygulanarak, Mann Whitney testi ile

gruplarin ikiser gruplar halinde giivenilirlik analizleri yine SPSS programinda yapildi.

Tiim sonuglarin %95 giliven araliginda istatistiksel olarak anlamli olup olmadiklari

smand1 ve p < 0,05 diizeyinde ise anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Hiicre Kiiltiirii

3.1.1. MTT Analizi

Farkli zaman dilimlerinde (4. ve 24. saat) C6 glioblastoma hiicreleri iizerine
belirlenen dozlarda uygulanan P. turionellae venomunun sitotoksisitesi ve hiicre 6liim
orani lizerine etkileri Sekil 3.1°de verilmektedir. Hiicresel canlilik orani her iki
uygulama saatlerinde de hem kontrol hem de ISB kontrolii arasinda anlamli bir degisim
gostermedi. 4 saat boyunca venoma maruz kalan hiicrelerin 6liim oranlarinda 1,38
pg/ml hari¢ kontrole kiyasa anlamli artis tespit edildi (F= 64,932, df= 6,105, p= 0,000).
24 saat siiresince belirlenen venom dozlarina maruz kalan hiicrelerin 6liim oranlar1 ise
kontrole gore istatistiksel olarak farklilik gosterdi ve anlamli bir artis oldugu belirlendi
(F= 59,294, df= 6,105, p= 0,000). Hiicresel canlilik oraninin kontrole gore, en yiliksek
dozda ve 4. saatte yaklasik %67’e kadar azaldig1 goriiliirken, 24. saatin sonunda bu oran
yaklasik %351 oraninda tespit edildi. Sonug olarak 24. saatte uygulanan en yiiksek dozun
(176,6 pg/ml) ortalama lethal doz (LDso) oldugu, diger dozlarm ise sublethal dozlar
oldugu c¢alisma kapsaminda belirlendi. Ayrica calismamiz kapsaminda hem venom
dozlar1 hem de kontrol gruplar1 arasindaki istatistiksel degisimler LSD testine gore
yapilarak, Tablo 3.1.’de verildi. Bu analize gore her iki uygulama siiresinde de tiim
dozlarin hem kontrol hem de ISB’den farkli oldugu, dozlar arasinda ise 83,3 ve 176,6
pg/ml hari¢ tiim dozlarmn birbirinden istatistiksel olarak farkli oldugu tespit edildi.
Zamana bagl olarak hiicre 6liim oranlarmin ise kontrol grubu hari¢ tiim gruplarda hem
4. saat hem de 24. saat arasinda anlamli bir fark bulundu (p<0,05, t-testi). Bu nedenle

24. saatte 4. saate gore hiicresel canlilik 6nemli oranda azaldi.
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Sekil 3. 1. Farkli zaman dilimlerinde (4 ve 24. saat) uygulanan P. turionellae venom dozlarimin C6
glioblastoma hiicre canlilig iizerine etkileri (MTT analizi)

*Kontrole gére istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA,

DUNNETT).
**Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadwr (p<0,05, ANOVA,
DUNNETT).
Tablo 3. 1. P. turionellae venom dozlarimin C6 glioblastoma hiicre canlilig tizerine etkileri (4. ve 24.
saat)
Venom Doz Hiicresel Canhiik Oram
(ng/ml) Ortalama + SH
4. Saat 24, Saat
Kontrol 1,00 + 0,06 ax 1,00 £ 0,053 ax
ISB kontrol 0,97 £ 0,04 ax 0,91 +£ 0,07 ay
1,38 pg/ml 0,96 + 0,08 ax 0,83 +0,12 by
5,5 ng/ml 0,86 + 0,05 bx 0,71 £ 0,09 cy
22,07 pg/ml 0,76 + 0,09 cx 0,63+0,11dy
88,3 pg/ml 0,70 + 0,08 dx 0,55+0,11 ey
176,6 ng/ml 0,67 £ 0,05 dx 0,51+0,11 ey

*Aym  siitunda farkly harfle (a-e) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD).

**Aym satirda farkli harfle (x-y) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, t-Testi).

*Deney 4 tekrarli olmak iizere her bir tekrar 4 kuyucuga yapilan venom uygulamasi sonucunda alinan
verilerle hesapland: (p<0,05, ANOVA, LSD).
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3.1.2. Alamar Blue Analizi

MTT analizi ile belirlenen sitoksisite verileri, hiicrelere uygulanan ISB tamponu
ile sadece DMEM-F12 eklenmis kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadigini
gosterdi. Bu nedenle Alamar Blue analizinden elde edilen verilerin istatistiksel
analizinde yalnizca ISB kontrol olarak kullanildi. ISB kontrol grubuna kiyasla 4. saatin
83,3 ve 176,6 pg/ml venom dozlarma ait hiicre proliferasyon ylizdesinin dnemli
derecede azaldig belirlendi (Sekil 3.2, Dunnett testi, p<0,05). 24. saatte ise 22,07, 83,3,
176,6, pg/ml venom dozlarina maruz kalan C6 glioblastoma hiicre proliferasyon
yiizdesi ISB kontrole gore 6nemli seviyede azaldi. 4. ve 24. saatleri arasinda ise sadece
en yiikksek doz olan 176,6 pg/ml’nin farkl oldugu, diger dozlarin ise istatistiksel olarak
farkli olmadig tespit edildi (Tablo 3.2, t-testi).

Tablo 3.2°de de wverildigi gibi hiicre proliferasyon vyiizdesinde 4 saatlik
uygulamada venom dozlar1 arasinda 6nemli degisimler belirlenmezken, en diistik hiicre
proliferasyonu 176,6 png/ml’lik venom uygulanan grupta yaklasik %90 olarak belirlendi.
(F= 4,999; df= 5,9; p= 0,000). 24.saatte ise 22,07, 83,3 ve 176,6 pg/ml venom
uygulanan hiicrelerin proliferasyon yiizdesinin hem kontrolden hem de diger dozlardan
istatistiksel olarak farkli oldugu belirlendi (F= 7,413; df= 5,9, p= 0,000). C6
glioblastoma hiicre proliferasyon yiizdesinin 24. saatte ve en yiliksek dozda %84,3
seviyesine kadar diistiigii tespit edilmistir.
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Sekil 3. 2. Farkli zaman dilimlerinde (4 ve 24. Saat) uygulanan P. turionellae venom dozlarimin C6
glioblastoma hiicre proliferasyonu iizerine etkileri (Alamar Blue analizi)

*Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA,
DUNNETT).

**Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA,
DUNNETT).
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Tablo 3. 2. P. turionellae venom dozlarmin C6 glioblastoma hiicre proliferasyonu iizerine etkileri (4. ve

24. saat)
Venom Doz Hiicre proliferasyon orani (%)
(ng/ml) Ortalama + SH
4 Saat 24 Saat

ISB kontrol 100,00 + 2,08 ax 98,29 £ 1,54 ax
1,38pg/ml 98,69 + 1,29 ax 96,69 + 1,37 ax
5,5ug/ml 94,50 + 0,93 abx 93,47+ 1,93 ax
22,7ug/ml 96,41 £ 1,69 ax 92,89 + 2,14 bx
88,3ug/ml 92,36 + 1,12 bx 90,75 £ 1,99 bx
176,6pg/ml 90,54 + 2,24 bx 84,31 + 1,80 cy

*Aym  siitunda farkly harfle (a-e) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD).

**Aym satirda farkli harfle (x-y) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, t-Testi).

*Deney 4 tekrarli olmak iizere her bir tekrar 4 kuyucuga yapilan venom uygulamasi sonucunda alinan
verilerle hesaplandi (p<0,05, ANOVA, LSD).

3.2. P. turionellae Venomunun Konak Bocek Uzerine Genotoksik Etkilerinin

Belirlenmesi

3.2.1. P. turionellae Venomunun Konak Bocekte Lethal-Sublethal Dozlarin ve

Lethal Zamanin Belirlenmesi

Parazitoit venomunun farkli dozlarmmn (0-4 pg/ul) konak G. mellonella pupalari
iizerinde doza bagli toksik ve insektisidal etkisini belirlemek amaciyla puplara yapilan
enjeksiyonlardan sonra tiim puplarin mekanik uyariya cevap (MUC) oranlar1 24. saatin
sonuna kadar belirlendi. Ayn1 zamanda, ayn1 puplar 30 giin boyunca kontrol edildi ve
venom dozuna bagli pupal mortalite oranlar1 probit analizi ile belirlendi. Boylece
venomun insektisidal dozlar1 olan lethal doz (LDgo) 1,17 pg/2ul ve ortalama lethal doz
(LDso) 0,44 pg/2ul olarak tespit edildi. Belirlenen bu degerlerin gliven araliklar1 da goz
online alindiginda LDio, LD3o ve LDso (0,125 pg/2ul, 0,25 pg/2ul, 0,5 pg/2ul)

dozlarmin genotoksisite analizlerinde uygun dozlar olduguna karar verildi (Tablo 3.3).
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Tablo 3. 3. Farkli dozlarda venom uygulanan G. mellonella pupal evresinde lethal dozlar (LDx)

Lethal Doz Seviyesi (ug/pup(2ul))

%95 Giiven Arahgr*
(CL)
Venom Uygulama Yapilan Olen Pupa Probit ..
Lethal Dozlar (LD) Alt Simir Ust Simir
Dozlar1 Pupa Sayisi Sayisi Dozlar
LDy
ISB 40 3 0,04 0,09 0,13
(%95 CL)
LDy
0,125 40 7 0,17 0,14 0,24
(%95 CL)
0,25 40 12 0,27 0,20 0,34
(%95 CL)
LDy
0,5 40 21 0,36 0,29 0,43
(%95 CL)
LDso
1 40 39 0,44 0,37 0,52
(%95 CL)
LDys
2 40 40 0,96 0,82 1,18
(%95 CL)
LDy
4 40 40 1,17 0,99 1,46
(%95 CL)

*9%095 alt ve Uist giiven sinirlar ile birlikte gosterildi

Lethal dozlarin belirlenmesinin ardindan, uygulanan venom dozlarmin pupal
lethal zamanlarinin belirlenmesi i¢in de probit analizi yapildi. LDso konsantrasyonunun
altinda kalan dozlarda MUC oranlarma (Tablo 3.4) bakildiginda 2, 4, 6, 8 ve 24.
saatlerde onemli azalmalar tespit edildi. Bu nedenle 1. 2. ve 4. saat enzim aktivitesi
deneylerinde kullanildi. Genotoksik hasarin belirlenmesinde kullanilan saatlere karar
verilirken ise genotoksik hasarm gdzlemlenebilmesi icin hiicrelerin en az bir hiicre
dongiisii gecirmesi gerektigi diisiiniildiiginden 2. 4. ve 24 saatlik bekleme siireleri

kullanildi.
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Tablo 3. 4. Venom dozuna bagh pupal MUC, ergin olma siiresi ve orani

% MUC Oram
22| 23 (Gegen siireye gore %) sz = =
e =S| =4 EsS| E | S
= s 00 —_ pp| = o E fowr
= < (=N =} E & o
E 5| T szl 25| 8 §
- -] O s | o9
Sl =~ = e =
L o0 = eb = o
> 2| A& E =T = =
in = 2| 5| 3| 8| g| %
— N o — Q o < 3
7,79 -
ISB 99,77 + 1,68 100 100 100 100 100 100 100 100 + 92,5
0,15
8,29 4,48
0,125 | 98,49+ 1,37 100 100 100 | 97,5 80 75 70 60 + 82,5
0,16
7,73 3,9
0,25 100,L22 100 100 100 | 97,5 | 72,5 65 60 50 + 70
1,37
0,2
7,33 3,24
0,5 99,7 +£1,32 100 100 97,5 95 62,5 55 52,5 40 + 47,5
0,43
2,62
1 '0?’3'2 * 100 | 100 | 95 | 825 |525| 45 | 425 | 30 Soi 25
2 1011’218 * 100 97,5 90 67,5 | 37,5 | 27,5 25 10 - 0 1,46
4 loll’i;t = 97,5 95 87,5 | 52,5 | 22,5 | 12,5 7,5 0 - 0 0,68

3.2.2. COMET Assay (Tek Hiicre Jel Elektroforezi (SCGE) Yontemi)

Venomun belirlenen dozlarmin konak G. mellonella’nin hiicresel immiin
savunmasinda onemli fonksiyonlar1 olan hemositleri iizerindeki genotoksik etkisini
belirlemek amaciyla yapilan COMET (tek hiicre jel elektroforezi) analizinde (Gorsel
3.1, Gorsel 3.2 ) yaygm olarak kullanilan 4 farkli parametredeki degisiklikler tespit
edildi. Bu parametrelerden kuyruk boyunun (um) kontrol hemositlerine kiyasla biitiin
venom dozlarinda 6nemli bir artis gosterdigi saptanirken (x*(Kontrol)= 957,555
x2(0,125) = 1465,502 x*(0,25)= 1258,991 x%(0,5) = 1562,159; df =2; p =0,00), bu artisin
venom uygulama siiresine gore de devam ettigi belirlenmistir. Venom uygulamasi
olmayan kontrol grubunda 4 ve 24 saat sonra kuyruk boyunda degisiklik olmazken, en
yiikksek dozda kuyruk yogunlugunun yaklasik olarak 3,5 kat kadar arttigi belirlendi
(Tablo 3.5).
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Gorsel 3. 1. COMET analizine ait SYBR Green ile boyanmis G. mellonella pupal hemositlerinin floresans
mikroskobu gériintiileri: DNA hasart olmayan hemositler

Gorsel 3. 2. COMET analizine ait SYBR Green ile boyanmis G. mellonella pupal hemositlerinin floresans
mikroskobu gériintiileri: DNA hasari olan kiigiik bas ve yelpaze kuyruga sahip hemositler.
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Tablo 3. 5. Kuyruk boyundaki doz ve saatlere bagl degisimler

Kuyruk Boyu (Tail Lenght) (um)

ORT + SH*
Venom Doz (ng/2pul) 2. saat 4. saat 24. saat
Kontrol (ISB) 12,75+ 0,15 ax 22,66 + 0,23 ay 19,92 £ 0,17 ay
0,125 16,77 £ 0,13 bx 19,94 +£ 0,21 by 39,96 = 0,50 bz
0,25 20,84 £ 0,23 cx 29,13 £ 0,35 ¢y 50,04 + 0,50 cz
0,5 23,51+0,19 dx 41,54 + 0,34 dy 69,67 £0,85 cz

*Aym stitunda farkly harfle (a-d) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p < 0,05 Kruskal-Wallis, Mann Whitney ).ORT: Ortalama; SH:Standart Hata.

# Aym satirda farkli harfle (x-z) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p < 0,05, Kruskal-Wallis, Mann Whitney).ORT: Ortalama; SH:Standart Hata.

Diger bir COMET parametresi olan Kuyruk Yogunlugu (% DNA Tail) verilerinin
de venom uygulanan ve uygulanmayan pupal hemositlerde 6nemli farkliliklar gosterdigi
belirlendi. Kuyruk yogunlugu hem doza hem de venom uygulama siiresine bagli olarak
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis gosterdi (x*>(Konrol)= 294,463 x(0,125) =
1329,489 x%(0,25) = 128,192 x*(0,5) = 348,741 df =2 p =0,00). Kuyruk yogunlugu
venom uygulanmayan pupal hemositlerde %5 civarmdayken, en yiiksek venom dozuna
24 saat siliresince maruz kalan pupal hemositlerde yaklasik olarak % 62 oranina

yiikseldigi tespit edildi (p < 0,05, Tablo 3.6).
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Tablo 3. 6. Kuyruk yogunlugundaki doz ve saatlere bagli degisimler

Kuyruk Yogunlugu (% DNA Tail)

ORT + SH*
Venom Doz (ng/2pul) 2. saat 4. saat 24. saat
Kontrol (ISB) 5,73+0,21 ax 4,00 £+ 0,09 ax 4,53+0,13 ax
0,125 17,81 £ 0,35 bx 32,62 + 0,45 by 45,51+0,72 bz
0,25 39,01 + 0,55 cx 44,89 + 0,75 cy 48,67+ 0,74 cz
0,5 40,69 + 0,66 dx 53,54 +£ 0,84 dy 62,88 + 0,84 dz

*Aym stitunda farkly harfle (a-d) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
bulunmaktadir (p < 0,05 Kruskal-Wallis, Mann Whitney ).ORT: Ortalama; SH:Standart Hata.

#Aym satirda farkli harfle (x-z) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
bulunmaktadir (p < 0,05, Kruskal-Wallis, Mann Whitney).ORT: Ortalama; SH:Standart Hata.

COMET analizinde elde edilen parametrelerden kuyruk uzunlugunun,
kuyruktaki floresan yogunlugu veya go¢ bolgesindeki DNA yiizdesi ile ¢carpimui ile elde
edilen Kuyruk momenti verileri de venom uygulanan ve uygulanmayan pupal
hemositlerde 6nemli farklhiliklar gostermistir. Kuyruk momenti hem doza hem de venom
uygulama siiresine bagli olarak kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis gosterdi
(x*(Konrol)= 240,347 x*(0,125) = 844,851 x*(0,25) = 702,763 x*(0,5) = 902,6; df =2; p
=0,00). Kuyruk momentindeki degisiklikler 2. saatte kontrole kiyasla en yiiksek doz
olan 0,5 pg/2ul’de yaklasik 10 kat artarken bu fark ayni1 dozlar arasinda 4. saatte 18 kat
ve 24.saatte ise 36 kat artis gosterdi (Tablo 3.7).
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Tablo 3. 7. Kuyruk momentindeki doz ve saatlere bagli degisimler

Kuyruk Momenti (Tail Moment )(urbiturary unit)

ORT + SH*
Venom Doz (ng/2pl)# 2. saat 4. saat 24. saat
Kontrol (ISB) 0,45 £ 0,02 ax 0,46 £ 0,01 ax 0,56 £ 0,02 ax
0,125 1,46 + 0,03 bx 2,91 £0,05 by 8,82 +0,23 bz
0,25 3,49 £ 0,06 cx 6,66 + 0,15 cy 11,16 £0,23 cz
0,5 4,43 +0,10 dx 8,42 £ 0,20 dy 20,37 + 0,40 dz

*Aym stitunda farkly harfle (a-d) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p < 0,05 Kruskal-Wallis, Mann Whitney ) ORT: Ortalama; SH:Standart Hata.

# Aym satirda farkli harfle (x-z) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p < 0,05, Kruskal-Wallis, Mann Whitney) ORT: Ortalama; SH:Standart Hata.

COMET analizindeki en 6nemli paramatrelerden biri olan Kuyruk goc¢ii (um)
ise, diger genotoksisite indikatorlerinde oldugu gibi benzer degisimler gostermektedir.
Kuyruk gé¢ii hem doza hem de venom uygulama stiresine bagli olarak kontrol grubuna
kiyasla anlaml1 bir artis gdsterdi (x*(Konrol)= 222,778 x%(0,125) = 1466,183 x*(0,25) =
1083,527 x*(0,5) = 1226,616; df =2; p =0,00). Kuyruk gociindeki degisiklikler 2. saatte
kontrole kiyasla en yiiksek doz olan 0,5 pg/2ul’de yaklasik 13 kat artarken bu fark ayni
dozlar arasinda 4. saatte neredeyse 27 katina kadar ulasirken 24. saatte ise 20 kat artis

gosterdi (Tablo 3.8).
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Tablo 3. 8. Kuyruk géciindeki doz ve saatlere bagh degisimler

Kuyruk Gécii (Tail Migration) (jum)

ORT + SH*
Venom Doz (ng/2pl) 2. saat 4. saat 24. saat
Kontrol (ISB) 0,96 £ 0,5 ax 2,00 £ 0,09 ax 2,53+0,12 ax
0,125 4,40+ 0,10 bx 32,62 + 0,45 by 30,97 £ 0,47 bz
0,25 10,72 £ 0,19 cx 48,89 £0,75 cy 33,40 £ 0,46 cz
0,5 13,30 + 0,24 dx 53,54 +£ 0,84 dy 51,67 +£0,79 dz

*Aymi stitunda farkly harfle (a-d) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p < 0,05 Kruskal-Wallis, Mann Whitney) ORT: Ortalama; SH: Standart Hata.

# Aym satirda farkli harfle (x-z) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
bulunmaktadir (p < 0,05, Kruskal-Wallis, Mann Whitney) ORT: Ortalama; SH:Standart Hata.

3.2.3. Mikronukleus Assay

Belirlenen dozlarda venom uygulamasima maruz kalan G. mellonella puplarindan
elde edilen hemositlerde mikronukleus (Gorsel 3.3) indeksinin doza bagl olarak artis
gosterdigi tespit edildi (x*(2.saat) = 49,591 x*(4.saat) =54,458 x*(24.saat) = 55,819; df=
3; p= 0,00). Venom uygulanmasindan 2 saat sonra kontrol grubunda %o 2,67 + 1,18
olarak bulunan MN indeksi, 0,125, 0,25, 0,5 pg/2ul’lik venom dozlarinda sirasiyla
%020,00 £ 2,00, %026,67 £ 2,32 %048,00 £ 2,23 %098,16 £ 2,45, %o 132,44 + 2,37 ve %o
139,45 + 2,71 olarak belirlendi. Kontroliin saatlere gore degisimine bakildiginda MN
oranlarinda bir degisim goriilmedi. Ancak 0,125pg/2pul venom dozunda uygulamadan
24 saat sonra MN indeksi yaklasik 5 kat ytlikseldi. Saatlere bagli bu yiikselis 0,25 pg/2pl
ve en yiiksek doz olan 0,5 pg/2ul’de de gozlenmistir (Tablo 3.9).
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Tablo 3. 9. G. mellonella puplarina farklhi dozlarda uygulanan venoma bagh olarak hemositlerde
mikronukleus olusumunda gériilen degisimler

Mikronukleus %o
ORT + SH*
Venom pg/2pl* 2.Saat 4.Saat 24.Saat
Kontrol 2,67+ 1,18 ax 2,67+ 1,18 ax 2,67+ 1,53 ax
0,125 20,00 £ 2,00 bx 29,33 £ 2,06 by 112,67 +4,83 bz
0,25 26,67 +2,32 bx 50,00 £2,18 cy 174,00 £4,0 cz
0,5 48,00 £+ 2,23 cx 76,00 +2,90 dy 278,00 £9,01 dz

*Aym siitunda farklt harfle (a-d) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p <0,05, Kruskal-Wallis, Mann Whitney )

*Ayni satirda farkl harfle (x-z) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
bulunmaktadir (p <0,05, Kruskal-Wallis, Mann Whitney )

Gorsel 3. 3. Hemositlerin ve mikronukleuslarin Giemsa boyama yontemi ile elde edilen mikroskobik
goriintiisii (100X objektif)

52




3.3. P.turionellae Venom Dozlarinin Konak G. mellonella Hemolenfinde

Antioksidan Enzim Aktivitelerine Etkisinin Belirlenmesi

3.3.1. Pupal Hemolenfte Total Protein Miktarinin Belirlenmesi

Konak G. mellonella puplarindan elde edilen hemolenf 6rneklerindeki toplam
protein miktar1 lizerinde hem uygulanan venom dozlarina hem de uygulama stirelerine
gore istatistiksel olarak anlamli degisimler saptandi (F (1.saat) = 1724,879, F (2.saat)=
419,868, F (4.saat) = 192,340; df=3, 20; p=0,000)). Uygulanan venom dozu yiikseldikce
hemolenfteki total protein miktar1 kontrole kiyasla anlamli bir artis gosterdi. Ancak

venom uygulama siiresi arttik¢a protein miktarmin diistiigii tespit edildi (Tablo 3.10).

Tablo 3. 10. P. turionellae venomunun G. mellonella’nin pupal hemolenf protein miktarina etkileri

PROTEIN (mg/ml)

ORT + SH*
Dozlar 1. Saat 2. Saat 4. Saat
Kontrol 24,09 + 0,23 ax 25,40 £ 0,19ay 24,48 £ 0,27ax
0,125 pg/2pl 32,65 + 0,16 bx 31,59 + 0,30by 28,57 +0,19bz
0,25 pg/2nl 36,34 + 0,05 cx 32,99 +0,05¢cy 29,32 +0,16¢cz
0,5 pg/2pl 37,33 +£0,08 dx 33,77 £0,12dy 31,08 = 0,16dxz

*Aym siitunda farkly harfle (a-d) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD).

**Aym satirda farkli harfle (x-z) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD).

*Deney 6 tekrarli olmak iizere her bir tekrar 10 bireyden toplanarak olusturulan hemolenf kullanilarak
yapilmigtir.

3.3.2. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

G. mellonella pup hemolenfinde analiz edilen KAT enzim aktivitesinde dozlar ve
saatler arasinda istatistiksel olarak anlamli degisiklikler oldugu gdzlenmistir (F
(1.saat)=1248,792, F (2.saat)= 817,324, F (4.saat)= 682,656; df=3,20; p=0,000; Tablo
3.11). Kontrol grubunda 1. saatte 17,56 + 0,17 U/mg protein olarak belirlenen KAT
aktivitesinin en yiliksek doz olan 0,5 pug’lik venom dozunda azalarak 3,08 + 0,17

U/dak/mg protein oldugu belirlendi. En yliksek venom dozunun 4 saatlik uygulamasina
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bakildiginda ise katalaz enzim aktivitesindeki azalmanin devam ettigi ancak 1. saatlik

uygulamaya gore katalaz aktivitesinin daha yiiksek oldugu tespit edildi.

Tablo 3. 11. P. turionellae venomunun G. mellonella’'nin pupal hemolenfindeki KAT aktivitesine etkileri

KATALAZ U/dak/mg protein

ORT + SH*
:*enom doz(ne/2uh 1. Saat 2. Saat 4. Saat
Kontrol (ISB) 17,56 £ 0,17 ax 19,39+ 0,19 ay 24,40+ 0,17 az
0,125 10,88 +£ 0,17 bx 13,29 +0,22 by 17,83 £ 0,41 bz
0,25 5,31 +£0,22 cx 8,21 £0,23 cy 11,31+0,24 cz
0,5 3,08+0,17 dx 5,21 +£0,23 dy 8,27+0,21 dz

*Aym siitunda farkly harfle (a-d) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD). Analizler 6 tekrarli olmak tizere her bir tekrarda 10 adet pup
kullanild:.

**Aym satirda farkli harfle (x-z) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD).

3.3.3. Glutatyon-S-Transferaz Aktivitesi

Venom uygulamasina bagl olarak konak bocek G. mellonella pupal hemolenfinde
GST enzim aktivitesinin hem doza baghh hem de venom uygulma siiresine bagh olarak
anlaml degisiklikler gosterdigi belirlendi (F(1.saat) = 290,965, F(2.saat) = 372,641,
F(4.saat) = 73,640; df=3,20; p=0,000; Tablo 3.12).

Kontrol grubunda 1. saatte 10,65 + 0,27 U/mg protein olarak belirlenen GST
enzim aktivitesinin en yiiksek doz olan 0,5 pg’lik venom dozunda azalarak 3,93 + 0,08
U/mg protein oldugu belirlendi. En yiiksek venom dozunun 4 saatlik uygulamasina
bakildiginda katalaz enzim aktivitesindeki azalmanin devam ettigi ancak 1. saatlik

uygulamaya gore daha yliksek oldugu tespit edildi.
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Tablo 3. 12. P. turionellae venomunun G. mellonella’'nin pupal hemolenfindeki GST aktivitesine etkileri

GST nmol/dak/mg protein
ORT + SH*
Venom doz (ng/2pl) 1. Saat 2. Saat 4. Saat
Kontrol (ISB) 10,65 £ 0,27 ax 11,98 £ 0,11 ay 14,70 £ 0,67 ay

0,125 6,58 £0,11 bx 8,44 £ 0,20 by 10,45+ 0,18 bz
0,25 5,03 +0,17 cx 6,87 £ 0,15 cy 9,06+ 0,23 cz
0,5 3,93 £ 0,08 dx 5,55 +£ 0,09 dxy 7,09+ 0,17 dy

*Aym stitunda farkli harfle (a-d) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD). Analizler 6 tekrarli olmak iizere her bir tekrarda 10 adet pup
kullanild:.

**Aym satirda farkli harfle (x-z) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD).

3.3.4. Siiperoksitdismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Venom uygulanan ve uygulanmayan G. mellonella pupal hemolenfinde SOD
enzim aktivitesinde venom uygulama dozuna ve siiresine bagli olarak anlamli
farkliliklar belirlendi (F(1.saat)= 166,851 F(2.saat)= 175,834 F(4.saat) = 244,683, df=3,
20; p=0,000, Tablo 3.13). SOD enzim aktivitesinin en yliksek dozda venom
uygulamasma 1 saat maruz kalan puplarda kontrole goére %54 oraninda azaldig1 tespit

edildi. 2. saatte ise bu azalma oranmin yaklasik olarak %59 oraninda oldugu, 4. saattin

sonunda ise bu oranin %45 oranina kadar diistiigli saptandu.

Tablo 3. 13. P. turionellae venomunun G. mellonella 'nin pupal hemolenfindeki SOD aktivitesine etkileri

SOD nmol/mg protein
ORT + SH*

Venom doz (ug/2ul) 1. Saat 2. Saat 4. Saat
Kontrol (ISB) 2,74 £ 0,08 ax 2,40+ 0,03 ay 2,92 + 0,047az
0,125 2,04 + 0,04 bx 1,63 £ 0,04 by 2,29+ 0,03 bz
0,25 1,45+ 0,02 cx 1,44 £ 0,04 cy 1,93 +£0,05 cz
0,5 1,49 £ 0,02 cx 1,43 £ 0,03 cxy 1,34 £ 0,04 dy

*Aym stitunda farklt harfle (a-d) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD). Analizler 6 tekrarli olmak tizere her bir tekrarda 10 adet pup
kullanild.

**Aynmi satirda farklt harfle (x-z) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD,).
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3.3.5. Malondialdehit Miktarinin Belirlenmesi

Venom uygulamasma bagli olarak G. mellonella pupal hemolenfinde goriilen,
lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA miktarinin uygulanan biitiin dozlara ve saatlere
bagli olarak farkli seviyelerde oldugu belirlendi (F(1.saat)= 247,765 F(2.saat)= 158,946
F(4.saat) = 469,914 df=3,20 p=0,000). 1. saatte kontrol grubunda 44,06 + 0,66 U/ml
olarak belirlenen MDA miktarinin kontrole kiyasla venom uygulamasina bagli olarak
azaldig1 belirlendi. Bu azalma en yliksek venom dozunda yaklasik %46 oranlarinda
tespit edildi (Tablo 3.14). Venom uygulmasina maruz kalan puplardaki MDA miktar1

diger inkiibasyon siirelerinde de benzer olarak azalmistir.

Tablo 3. 14. P. turionellae venomunun G. mellonella’nin pupal hemolenfinde MDA aktivitesine etkileri

MDA U/ml
ORT + SH*
Venom doz (ng/2pl) 1. Saat 2. Saat 4. Saat
Kontrol (ISB) 44,06 + 0,66 ax 40,20 £ 1,16ay 36,05 + 0,44az
0,125 31,24 £ 0,65 bx 29,32 +0,32by 24,96 + 0,36bz
0,25 26,76 0,81 cx 24,26 +0,54cy 19,51 £0,38¢cz
0,5 20,15 +0,37 dx 18,74 + 0,60dy 15,60 +0,45dz

*Aym siitunda farklt harfle (a-d) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD). Analizler 6 tekrarli olmak iizere her bir tekrarda 10 adet pup
kullanild:.

**Aym satirda farkli harfle (x-z) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD).

3.4. Parazitlemenin Konak Pup Hemolenf Protein Miktari1 ve Enzim Aktivitelerine
Etkisi

Parazitlemenin konak bdcek hemolenfinde etkisinin belirlenmesi amaciyla,
parazitleme i¢in disilere maruz kalan puplardan 1., 2. ve 24. saatlerin sonunda toplanan
hemolenf 6rnekleri analiz edildi. Elde edilen verilerde kontrol ile parazitlenmis konak
pup hemolenf protein miktar1 arasinda anlamli bir fark bulundu (F(1.saat)= 787,070
F(2.saat)= 500,797 F(4.saat) = 301,413; df=1,10, p=0,000). Parazitlenmis pupal
hemolenf Orneklerinde oOlglilen protein miktarmnin parazitleme siiresine bagli olarak

kontrollere kiyasla giderek arttig1 belirlendi (Tablo 3.15).
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Tablo 3. 15. Parazitlemenin G. mellonella nin pupal hemolenfindeki Protein miktarina etkileri

Protein pg/pl

ORT + SH*
Uygulama 1. Saat 2. Saat 4. Saat
Kontrol 24,75 £ 0,35 ax 24,29 + 0,26 ay 2494 +0,31az
Parazitleme 46,99 + 0,71 bx 50,06 + 1,12 by 61,13 +2,06 bz

*Aym stitunda farklt harfle (a-b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD). Analizler 6 tekrarli olmak iizere her bir tekrarda 10 adet pup
kullanild:.

**Aymi satirda farkli harfle (x-z) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD).

Parazitlemenin KAT aktivitesine etkisine bakildiginda anlaml degisimler oldugu
saptand1 (F(1.saat)= 253,628 F(2.saat)= 2562,129 F(4.saat) = 7480,426; df=1, 10;
p=0,000). Kontrol grubuna kiyasla parazitlemenin 1. saatte enzim aktivitesini oraninda
%50’lik bir azalma goézlendi. 2. saatte bu azalma %28 oraninda seyrederken 4. saatin

sonunda %10 oranina kadar azalmistir. (Tablo 3.16).

Tablo 3. 16. Parazitlemenin G. mellonella nin pupal hemolenfindeki Katalaz aktivitesine etkileri

KATALAZ U/dak/mg/protein

ORT + SH*
Uygulama 1. Saat 2. Saat 4, Saat
Kontrol 13,26 £ 0,13 ax 14,64 + 0,14 ay 18,42 +£0,12 az
Parazitleme 6,49 + 0,41 bx 4,09 £ 0,15 by 1,94+ 0,14 bz

*Aym stitunda farklt harfle (a-b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD). Analizler 6 tekrarli olmak iizere her bir tekrarda 10 adet pup
kullanildh.

**Ayni satirda farklt harfle (x-z) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD,).

Konagm pupal hemolenfindeki GST aktivitesi 6lglimii sonuglari, saatlere gore
parazitleme ve kontrol gurubunun arasinda anlamli degisimler oldugunu goéstermistir
(F(1.saat)= 101,818 F(2.saat)= 100,846 F(4.saat) = 13,857; df=1, 10; p =0,000, Tablo
3.17). Parazitlenmis puplarda olgiilen GST aktivitesi 1. ve 2. saatlerde kendi kontrol
gruplar ile kiyaslandiginda artig gosterdi, ancak 4.saatin sonunda parazitlenmis pupal

GST aktivitesi hem kontrole gore hemde diger saatlere gore dnemli oranda azald.
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Tablo 3. 17. Parazitlemenin G. mellonella’nin pupal hemolenfindeki MDA aktivitesine etkileri

GST nmol/dak/mg protein
ORT= SH*
Uygulama 1.Saat 2.Saat 4.Saat
Kontrol 2,13 +£0,05 ax 2,40 £0,02 ay 294 +0,14 az
Parazitleme 7,43 £ 0,52 bx 4,61 0,22 by 2,39+ 0,06 bz

*Aym stitunda farklt harfle (a-b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD). Analizler 6 tekrarli olmak iizere her bir tekrarda 10 adet pup
kullanild:.

**Aym satirda farkli harfle (x-z) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD).

Parazitlemenin SOD enzim aktivitesine bakildiginda saatlere gore anlamh
degisimler saptandi (F(l.saat)= 780,614F(2.saat)= 2863,368 F(4.saat) = 2906,056;
df=1,10; p=0,000). Kontrol grubuna kiyasla SOD aktivitesi parazitlemenin 1.saatinde
%20 oraninda azaldig1, 2. saatte bu azalmanin %18 oraninda oldugu, 4. saatin sonunda

ise bu oranin %10 oranima kadar diistiigii belirlendi (Tablo 3.18).

Tablo 3. 18. Parazitlemenin G. mellonella ' nin pupal hemolenfindeki SOD aktivitesine etkileri

SOD nmol/mg protein
ORT=+ SH*
Uygulama 1. Saat 2. Saat 4, Saat
Kontrol 2,74 + 0,08 ax 2,81 £0,03 ay 2,92+ 0,05 az
Parazitleme 0,57 £ 0,01 bx 0,53 £0,01 by 0,35+0,01 bz

*Aym stitunda farklt harfle (a-b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD). Analizler 6 tekrarli olmak iizere her bir tekrarda 10 adet pup
kullanildh.

**Ayni satirda farklt harfle (x-z) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD,).

Parazitlemenin konak pupal hemolenfindeki MDA miktarmmda saatlere gore
anlamli farkliliklara neden oldugu tespit edildi (F(1.saat)= 703,686 F(2.saat)= 636,308
F(4.saat)= 4130,761; df=1,10; p=0,000). 1. saatte parazitlemenin kontrol grubuna
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kiyasla %45 oraninda azaldigi 2.saatte bu degisim oranin %25 civarinda seyrederken

4.saatin sonunda bu oranin %15’¢ kadar diistiigli belirlendi (Tablo 3.19).

Tablo 3. 19. Parazitlemenin G. mellonella’ nin pupal hemolenfinde MDA miktarmna etkileri

MDA U/ml

ORT + SH*
Uygulama 1. Saat 2. Saat 4., Saat
Kontrol 44,06 £ 0,66 ax 40,20 £ 1,16 ax 36,05 +£ 0,44 az
Parazitleme 19,87 + 0,63 by 10,24 + 0,26 by 5,38+0,17cz

*Aym siitunda farklt harfle (a-b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD). Analizler 6 tekrarli olmak tizere her bir tekrarda 10 adet pup

kullanildh.

**Aym satirda farkli harfle (x-z) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05, ANOVA, LSD).
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4. TARTISMA VE SONUC

Parazitoit yaban arisi tiirlerinin venom bezlerinde iiretilen peptid ve proteinler,
seviye ve c¢esitlilik agisindan dikkat ¢ekici 6zellikler tagimaktadir. Bu proteinlerin ¢ogu,
konaginin immiin yanit olusumunu durdurma ve gelisimini engelleme/inhibe etme gibi,
konak viicudunda cesitli fizyolojik degisikliklere neden olmaktadir. Boylece kendi
yavrularinin konaktaki gelisimini kolaylagtrmak icin gerekli evrimsel fizyolojik
adaptasyonlar1 kazanmiglardir. Parazitoit tiirlerin venom keselerinde bulunan bu
toksinler zararli bdceklerle kontrol stratejileri tasarlarken cevre dostu bilesiklerin
iretiminde degerli olabilecegi gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde farmasotik 6zellikleri

bakimindan da dikkat ¢ekmektedir.

Son yillarda ¢esitli hayvanlarin venomlari ile yapilan ¢caligmalarda, venom veya
tiirevinin in vitro olarak bir¢ok farkli kanser hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik etkisi oldugu
belirlenmistir (Shanbhag, 2015; Sarfo-Poku vd., 2016; Rady vd., 2017; Sisakht vd.,
2017; Khamis vd., 2018; Liana vd., 2018). Sarfo-Poku vd., (2016) tarafindan akrep
venomunun, meme kanserinin tedavisinde yararli olabilecek bazi antibakteriyel
Ozelliklere sahip oldugu belirtilmistir. Son zamanlarda oriimcek tiirlerinden biri olan
Haplopelma hainanum venomu ile yapilan bir ¢alismada, venomun kaspaz aktivasyonu
ile apoptozisi indiikledigi ve hepatik kanser hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigi
bulunmustur (Liana vd., 2018). Bir baska calismada ise yilan venomunun diisiik
dozlarda uygulandiginda umut verici bir anti-malign 6zellik gosterdigi bildirilmistir
(Kerkkampa vd., 2018). Ayrica, Khamis vd., (2018) MCF7 ve T47D meme kanseri
hiicre hatlarinda ar1 venomunu in vitro test ederek, venomun sitotoksik etki gosterdigini
belirlemislerdir. Ozellikle, Rady vd., (2017) ar1 venomundan izole edilen konjugatlarin
ve melittinin kanser tedavisi i¢in potansiyel olusturdugunu o6ne siirmiislerdir. Yakin
zamanda gerceklestirilen bir ¢calisma da ise, P. turionellae venomu ile benzer 6zellikler
gosteren bal aris1 venomunun, 24 ve 48 saatlik uygulanmasma baglh olarak insan
glioblastoma hiicre canliligmin doza baghh bir sekilde Onemli o6lgiide azaldigi
belirlenmistir (Sisakht vd., 2017). Daha dnce yapilan bu ¢aligmalara benzer olarak, bu
calismada da, endoparazitoit P. turionellae venomunun, kisa siireli maruz kalma
stirelerinde bile sigan glioblastoma hiicreleri lizerinde, doza baglh olarak, sitotoksik etki

ettigi belirlendi.
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Ayni zamanda, bu c¢aligmada elde edilen veriler, endoparazitoit venomunun
glioma hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin inkiibasyon siiresi arttik¢a
degismedigini gostermektedir. Bu durum daha Once venomlar {izerinde yapilan
caligmalarda da bahsedildigi gibi toksin igerigi yiiksek olan venomun etkinliginin 24
saat icerisinde azaldigina isaret etmektedir. Ciinkii uygulamadan 24 saat sonra venomun
en yiksek dozunda bile hiicre proliferasyonunda degisiklik saptanmadi. Bu nedenle
gelecekte venom iligkili tasarlanacak farmakolojik ajanlarin diagnostik ozelliklerinin
belirlenmesinde etkinlik sliresinin mutlaka belirlenmesi gerekmektedir. Ayni zamanda
venom etki siiresinin kisith olmasi, giinlimiizde kullanilan kimyasal igerikli
kemoteropatik ilaglara gore saglikli hiicrelerde goriilen toksisiteninde daha az olmasini

saglayabilir.

P. turionellae venomu ile yapilan bir caligmada, venomun 20 ila 106 kDa
arasinda molekiiler agirliga sahip, melittin, noradrenalin, serotonin, peptit I, peptit II,
fosfolipaz B, histamin ve apamin gibi biyomolekiiller belirlenmistir (Ergin vd., 2006).
Ergin vd., (2006) P. turionellae venomunun, lahana miihendisi tirtili 7. ni embriyo
hiicreleri (BTI-TN-5B1-4) ve sarthumma sivrisinegi A. aegypti larvalarindan kiiltiire
edilmis bdcek hiicreleri (Aag-2) lizerinde morfolojik degisimlere neden oldugunu
saptamiglardir. Hiicredeki bu morfolojik degisiklikler venom igeriginde bulunan melittin
ile iliskili olabilir. Ciinki{i, venom bilesigindeki diger norotoksik aktif peptidler ve
proteinlerin aksine, melittin, hiicre zarinda spesifik bir reseptore sahip degildir ve bu
nedenle hiicre zar1 ile dogrudan etkilesime girmektedir (Terwilliger vd 1982; Gerristen,
2001). Bu nedenle fosfolipaz Ax'yi aktive ederek sitotoksik etki gosteren melittin, ar1
venomunun kanser tedavisinde Onemli bir role sahip oldugu bildirilmistir (Son vd.,
2007). Bu nedenler ve ¢alismamizda belirlenen bulgular endoparazitioid venomunun,
sican glioma hiicre canlilig1 iizerindeki inhibitdr etkisinin melittin ile iliskili
olabilecegine isaret etmektedir. Ek olarak, P. turionellae venomunda paralitik bir faktor
olarak da bulunan apamin (Ergin vd., 2006), kan-beyin bariyerlerinden gecerek
(Gottlieb, 1988) memelilerin merkezi ve g¢evresel sinir sisteminde noradrenerjik ve
GABA (gama-aminobiitrik asit)’erjik yollarla postsinaptik hiicrelerde Ca®* ile aktif hale
gecen K* kanallarin1 bloke etmektedir (Piek, 1972, Endstrom, 1992, Ikonen ve
Riekkinen, 1999). Diisiik dozlarda apaminin (0,1 uM) disaridan uygulanmasiyla

gerceklestirilen voltaj ve akim prob deneylerinde, kiiltiire edilmis néroblastoma ve sican
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kas hiicrelerinin, Ca** bagimli yavas K* kanallarinda iletkenlik blokajmi saglayarak
uzun siireli hiperpolarizasyona neden oldugu daha once belirlenmistir (Banks vd.,
1979). Apaminin bu yapisal ve farmakolojik ozellikleri nedeniyle P. turionellae
venomunun glioblastoma hiicrelerindeki sitotoksik etkisinin, venomda varligi

belirlenmis olan melittin ve apamin ile iligkili olabilecegi kanisindayiz.

Sonug olarak, glioblastoma hiicre proliferasyonu ve hiicre ¢liimiiniin lizerinde
her bir venom bileseninin hangi mekanizmalarla etki gdsterdigini belirlemek i¢in daha
fazla ¢alisma yapmak gerektigini 6nermekteyiz. Caligmanin bu bolimii géstermistir ki,
P. turionellae venomu cesitli kanser hastaliklarinin tedavisi i¢in gelistirilecek yeni

farmakolojik ajanlar i¢in bir potansiyele sahiptir.

Endoparazitoit ve konak arasindaki iliskide konagin immiin savunma sistemi,
onemli bir rol {iistlenmektedir. Parazitoit tiirler yavru gelisimi i¢in uygun ortam
saglamak amaciyla konagmn hormonal ve immiin sistemini, gelisimini ve metabolik
faaliyetlerini diizenleyebilecek ¢esitli mekanizmalara sahiptirler (Beckage ve Gelman,
2004). Konak regiilasyonu olarak adlandirilan bu mekanizmalar i¢inde (Vinson ve
Iwantsch, 1980), onemli bir basamak olan konak bagisiklik sisteminden kaginma;
immiinolojik olarak taninmayi engelleme veya konagin hemositik savunma
reaksiyonlarin1 baskilama seklinde ortaya cikmaktadir (Lavine ve Beckage, 1995;
Hoffmann, 2003; Kanost vd., 2004; Zhang, 2006; Strand, 2006). Parazitoitdin etki
edemedigi konaklar ¢ogu zaman, parazitoitin ilireme amaciyla yumurta ile birlikte
konaga verdigi cesitli etmenleri, tirettikleri sitolitik proteinler, hemolenfin pihtilasmasi,
melanizasyon, fagasitoz, nodiilasyon ve enkapsiilasyon gibi ¢esitli yollarla ortadan
kaldirmaktadirlar. Bu nedenle evrimsel siirecte parazitoitler konak immiin yanitlarinin
istesinden gelmek i¢in cesitli stratejiler gelistirmistir. Baz1 parazitoitler pasif olarak,
hemositleri barindiramayacak yerlerde veya bir bagisiklik tepkisine yol agmayan ylizey
ozelliklerine sahip olarak geliserek ortadan kaldirilmay1 6nlemislerdir. Diger tiirler ise,
konaga spesifik olarak faktorlerini yumurtlamada enjekte ederek konak bagisiklik
sistemini aktif olarak bozmaktadirlar. Ozellikle, birgok parazitoit taksonunda simbiyotik
olarak yasayan polidnaviriisler, hemositleri ldiirerek veya yabanci yiizeylere yapisma
yeteneklerini degistirerek enkapsiilasyon olusumunu bozmaktadirlar.

Polidnaviriis bulundurmayan, sadece venomu ile konak bagisiklik sistemi

tizerinde kontrol saglayan P. turionellae tiirli ise, genis bir konak yelpazesine sahiptir

62



(Kansu ve Ugur, 1984). P. turionellae disilerinin sahip oldugu venom igeriginin konak
G. mellonella’nin farkli evreleri lizerinde toksik ve felg edici etkilere neden oldugu
bilinmektedir (Ortel ve Vogel, 1989). Bu ¢alismada uygulanan venom dozlar1 kese es
deger venom (KEZ) olarak daha 6nce belirlenen igerik yerine, disilere ait keselerden
izole edilerek elde edilen venomun protein miktarmma bagl olarak belirlenmistir. 15
giinliik 10 adet disiden elde edilen venom karigimim konak puplar1 tizerindeki lethal
dozu (LDgo) 1,17 pg/2ul olarak, ortalama lethal doz (LDso) ise 0,44 ng/2ul olarak
belirlenmistir. Ayrica uygulanan venom lethal dozlarina maruz kalinan siire arttikca
konak puplarmim MUC oranlarida giderek azaldi ve 4. saatin sonunda yiiksek dozlarda
erginlesme gerceklesmedi. Bu sonuglar konak bocekte ortaya ¢ikan venom
toksisitesinin hem zamana hem de doza baglh olarak Onemli oranda arttigim
gostermektedir. Elde ettigimiz verilerin, parazitoit venomunun konak bdcekteki
sublethal etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilacak calismalarda kullanilacak olan dozlarmn
ve uygulama siirelerinin belirlenmesi ag¢isindan 6nemli katkilar saglayacagini
diisiinmekteyiz.

Daha o6nce yapilan calismalarda Hymenopter parazitoitlerinin, konaklarinin
fizyolojik faaliyetleri iizerine etkili olduklar1 hemolenf kompozisyonlarinda degisiklik
meydana getirdigi belirlenmistir. Bir calismada, Glyptapanteles liparidis tarafindan
parazitlenen Lymantria dispar larvalarmin hemolenfinde parazitlemenin total lipit ve
total protein oranlarinda azalmaya neden oldugu bulunmustur (Bischof ve Ortel, 1996).
Yakin zamanda ise, parazitoit koinobiont Bracon nigricans venomunun konagi
Spodoptera littoralis hemolenfinde protein ve karbonhidrat miktarmi arttirdigi tespit
edilmistir (Becchimanzi vd., 2017). Bu c¢alismada ise P. turionellae tiriinden elde
edilen venom dozlarindaki artism, konak hemolenfindeki total protein miktarmin
artmasina neden oldugu belirlendi. Doza bagl bu artis venomun proteince zengin bir
bilesik olmasi ve dogrudan konaga enjekte edilmesinden kaynaklanmis olabilecegini
gostermektedir. Venom uygulamasi {izerinden belirli bir stire gectiginde (1., 2. ve 4.
saat) ise konak hemolenfindeki protein miktarmin distiigii tespit edildi. Caligmamiza
benzer olarak Kaleli, (1998) tarafindan yapilan bir caliymada, endoparazitiod P.
turionellae (Hymenoptera: Ichneumonidae)’nin konak G. mellonella puplarinin
hemolenf protein bilesimi {izerinde parazitlenmenin etkileri arastirilmistir. Bu
caligmada, parazitlenmis konagin hemolenf protein seviyesi parazitlenmemise gore

saatlere baglh sekilde azalmistir. Bu durumun nedeni ise daha dnce yapilan ¢aligmalarda
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da belirtildigi gibi endoparazitiodin, yumurtalarin1 birakirken konagmin immiin
sistemini baskilayacak ¢esitli proteazlar enjekte etmesi olabilir.

Konak regiilasyonunun saglanmasida onemli bir diger mekanizma ise konagin
antioksidan savunma sisteminin baskilanmasi olabilir. Bilindigi lizere endojen ve
ekzojen kokenli stres faktorleri canlilarin biyolojik sistemlerinde siirekli olarak serbest
oksit radikallerin (SOR) ve diger oksijen kokenli tiirlerin iretilmesine neden
olmaktadirlar. Bu hiicreler ise bu stres faktorlerine maruz kalmay1 smirlamak i¢in giicli,
kompleks, molekiiler ve enzimatik 6zellikler tasiyan antioksidan savunma sistemleri
gelistirmiglerdir. Bu SOR’ler; katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon S transferaz,
glutatyon peroksidaz gibi enzimler ve A, E ve C vitaminleri, glutatyon, ubikinon, lipoik
asit ve flavonoidler dahil olmak iizere enzimatik 6zellik gostermeyen antioksidan sistem
tarafindan etkisiz hale getirilmektedir (Urso ve Clarkson, 2003; Greathouse vd., 2005;
Ozkaya, 2007). Diger tiim canlhlarda oldugu gibi boceklerde de reaktif oksijen
tiirevlerinin zararll etkilerinin ortadan kaldirilmasi i¢in 6zellesmis, kiiclik molekiiler
agirhiga sahip bilesikler ve enzimler bulunmaktadir (Grubor-Lajsic vd., 1997). Bu
sistem Ozellikle herbivor boceklerde bitkisel allelokimyasallarin detoksifikasyonu i¢in
yogunlukla kullanilmaktadir (Felton vd., 1989; Felton ve Duffey, 1991; Thiboldeaux
vd., 1998; Kaur vd., 2014). G. mellonella konak tiiriiniinde bu allelokimyasallara enzim
aktivitelerini yiikselterek yanit olusturdugu bilinmektedir (Biiyiikgiizel, 2006; 2009).
Ancak bu c¢alismada uygulanan P. turionella venomu konak pupundaki hemolenfe ait
antioksidan enzim aktivitelerinin azalmasina neden olmustur. Bu durum ise parazitoitin
konak regiilasyonunda, konagin antioksidan savunmasini da baskilandig1 hipotezimizi

dogrulamaktadir.

SOD antioksidan faz I enzimlerden birisi olup, reaktif oksijen tiirlerine karsi
gelistirilen antioksidan savunmada 6nemli rol oynamaktadir (Zenkov vd., 2001; Gaeta
vd., 2002). Normal kosullarda SOD, hiicrenin oksidatif strese girmesini engelleyerek
aerobik reaksiyonlarda ortaya ¢ikan siiperoksit anyonunun hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniismesini katalizlemektedir (Sun vd., 1988; Sankarapandi ve
Zweier, 1999). Bununla birlikte, boceklerin ¢evresel ajanlar ve bitkisel metabolitlere
maruz kaldiginda SOD enzim aktivitesinde artislar oldugu bilinmektedir (Krishnan ve
Kodrik, 2006; Altuntas, 2015a; 2015b). SOD enzim aktivitesi sonucunda ikinci
kademede gorev yapan KAT enzimi (Gaeta vd., 2002) ise, hidrojen peroksit radikalinin
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artiy gosterdigi durumlarda aktivite gosterir ve hiicrede bulunan hidrojen peroksit
molekiillerinin detoksifikasyonundan sorumludur (Tekcan, 2009). Cesitli bitkisel
iiriinlerin veya gevresel kimyasallarin boceklerde oksidatif strese neden oldugu ve buna
bagli olarak da canlida antioksidan savunma mekanizmasinin daha yiliksek oranlarda
calisarak direncliligin saglandig1 bilinmektedir (Krishnan ve Kodrik, 2006; Aslantiirk
vd., 2011; Biyiikgiizel vd., 2013; Altuntag, 2015a; 2015b). Goriildiigi iizere bocekler
iizerinde yapilan caligmalar genellikle pestisit etkisinin mekanizmasmi agiklamaya
yoneliktir. Venom ¢esitlerinin  boceklerin antioksidan sistemi iizerine etkilerini
belirlemeye yonelik c¢alismalara ise literatiirde rastlanilmamistir. Ancak hayvansal
kokenli ham venomun veya bilesenlerinin memeli deney hayvanlar1 ya da hiicre hatlar1
iizerindeki etkilerini belirleyen caligmalar literatiirde mevcuttur. Bu calismalardan
birisinde akrep (Leiurus quinquestriatus) ham venomunun farelerin karaciger
dokularinda KAT, SOD ve Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesini onemli Olglide
digirdiigli  saptanmistir (Salman ve Hammad, 2017). Baska bir caligmada,
Odontobuthus doriae tiiriine ait akrep venomu insan meme kanseri MCF-7 hiicre hattina
uygulandiginda hiicrelerdeki GSH ve katalaz aktivitesinin kontrole gore giiclii bir
sekilde azaldig1 belirlenmistir (Zargan vd., 2011). Bir bagka akrep tiirii olan
Androctonus australis hector (Aah) venomunun ise, fare karaciger ve bdbrek
dokularindaki katalaz ve glutatyon rediiktaz aktivitelerinde azalmaya neden oldugu daha
once yapilan bir ¢aligmada tespit edilmistir (Saidoune-Malek vd., 2018). Daha 6nce
yapilan bu calismalara benzer olarak, P. turionellae venomuna maruz kalan konak
puplarinin hemolenfinde hem SOD hem de KAT aktivitelerinin azaldig1 ¢calismamizda
belirlenmistir. SOD ve KAT aktivitelerinde goriilen bu inhibisyon durumu, daha 6nceki
yapilan ¢alismalarda da (Er vd., 2010; Er vd., 2011a; Uckan vd., 2010) bildirildigi gibi
P. turionella venomunun hedef konak G. mellonella hemositlerinin hiicre canliligmi
azaltmasi ve venom iceriginde bulunan aktif molekiillerin hemolenfte bulunan serbest
enzimlerin caligmasini baskilamasindan kaynaklanmig olabilir. Ayrica, bu aktivite
diistisleri G. mellonella puplarinda diisiik venom dozlarinda bile fizyolojik bir direncin

olusturulamadigini gostermektedir.

GST, faz II detoksifikasyon enzimlerinden biri olan ve bdceklerde de stres
kosullar1  altinda  hiicresel  detoksifikasyonun saglanmasinda rol oynayan

multifonksiyonel bir enzimdir (Hyrsl vd., 2007; Orug, 2011; Altuntas, 2015a). Daha
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once G. mellonella ve baska tiirler lizerinde yapilan calismalarda, eksojen kaynakli
kimyasallara maruziyetin canlidaki GST aktivitesinde artisa ya da azalmaya neden
oldugu bildirilmistir (Yu ve Abo-Elghar, 2000; Biiyiikgiizel vd., 2013; Altuntas, 2015a,
2015b). Ancak bu enzimle ve venom uygulmasiyla iligkili literatiirde baska bir ¢aligma
tespit edilememistir. Bu caligmada venom uygulamasma bagli olarak puplarin
hemolenfinde GST aktivitesinin azaldig1 belirlenmistir. Bu azalma ise venom igeriginde
konak G. mellonella puplarmnm primer detoksifikasyon metabolizmalarinda rol oynayan
GST enzimini inhibe eden proteazlarin varligmma isaret etmektedir. MDA, lipid
peroksidasyonunun son Uriiniidiir ve ¢esitli ksenobiyotiklere maruz kalan bdceklerde
MDA miktarmin arttig1 bilinmektedir (Igen vd., 2005; Biiyiikgiizel, 2006; 2009; Yu vd.,
2011). Bu artis ise hiicre membranlarinin stabilitesinin ve yapisal biitiinliigiiniin
bozulmasi gibi 6nemli toksik etkilere neden olmaktadir (Tiiliice, 2005). Daha o6nce
yapilan bir ¢calismada bir akrep tiirii olan A. australis hector (Aah) venomunun farkl
dozlarinm, fare karaciger ve bobrek dokularindaki lipid peroksidasyonunun azalmasina
neden olarak oksidatif stresi azalttig1 tespit edilmistir (Lamraoui vd., 2015). Baska bir
calismada ise kanser hiicreleri iizerinde ar1 venomunun c¢esitli etkileri arastirilmis
venom uygulanan hiicrelerde kontrole gore lipid peroksidasyonunun diistiigii
bildirilmistir (Sobral vd., 2016). Memelilerle yapilan ¢alismalara benzer olarak, bu
calismada da model organizma ve konak bdcek olan G. mellonella puplarinin
hemolenfinde belirlenen MDA miktarinin venom uygulamasina bagli 6nemli oranda
azaldig1 tespit edildi. Konaktaki lipit peroksidasyonun venom uygulama dozuna ve
stiresine bagli olarak azalmasi, parazitoit ogul ddllerinin saglikli bir ortamda gelismesi

icin oksidatif stresin onlenmesi yoniinde ortaya ¢ikan bir regiilasyon mekanizmasi ile

iliskili olabilir.

P. turionellae’nin  sublethal venom dozlarinin konak bdcegin pupal
hemolenfindeki antioksidan savunma sistemini baskiladigi ve lipit preoksidasyonunu
azaltarak oksidatif stresi engelledigini belirledigimiz bu ¢alisma sonuglar1 ile daha 6nce
memeliler lizerinde yapilan ¢aligmalarin benzerlik gostermesi ise dnemli bir bulgudur.
Bu sonuglar parazitoit venomlarinin diger ar1 tiirleri ve akrep venomlari ile benzer etki
mekanizmasina sahip oldugunu ve G. mellonella tiiriiniin venom etki mekanizmalarinin
aragtirilmasinda model organizma olarak memeli hayvanlar yerine kullanilabilecegini

gostermektedir.
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Tez calismast kapsaminda hedeflenen bir diger ama¢ ise endoparazitoit
venomunun immiin sistemi baskilanmasinin yanisira bocek hemositlerinde sitogenetik
hasara neden olup olmadigini belirlemektir. Daha 6nce bdceklerle iligkili yapilan
calismalarda, hemositlerin sitogenetik hasar1 gosterebilmek icin oldukga elverisli
bilgiler sundugu belirlenmistir. Ozellikle hemositlerde gdzlemlenen yapisal
anormalliklerden MN olusumu siklikla kullanilmistir (Yeh vd., 2005; Wessel vd.,
2007). Ayn1 zamanda MN analizinin, genotoksik etkileri degerlendirmek i¢in uygun ve
hizlt bir teknik oldugu bilinmektedir (Swu vd., 2004a; Bolognesi vd., 2011; Kurt ve
Kayis, 2015). Tosun vd., (2001)’leri hemositlerdeki kromozomal delesyon ve
anormalliklerin, mutasyonlara ve mikronukleus olusumuna neden oldugunu
bildirmislerdir. Bu nedenle toksik, mutajenik ve kanserojen bilesiklerin mikronukleus
sayisint arttirmasit Onemli bir gostergedir (Rencuzogullar1 ve Topaktas, 2000;
Sekeroglu-Atlh ve Sekeroglu, 2011). Daha 6nce yapilan bazi ¢alismalarda da gesitli
ksenobiyotiklerin canli organizmalarda MN olusumuna neden oldugu gosterilmistir
(Rencuzogullar ve Topaktas, 2000; Celik vd., 2005; Ugkan ve Sak, 2010; Kurt ve
Kayis, 2015). Bu nedenle, kimyasal maruziyetine bagli ortaya ¢ikan MN indeksindeki
degisimler, kromozom diizensizliklerini ve somatik hiicrelerdeki genomik hasari
indirekt olarak ile degerlendirilebilir hale getirmektedir. Yapilan bir ¢alismada Bothrops
pauloensis yilan tiirliniin venomunda bulunan Lys-49 fosfolipaz A> (PLA2) homologu
BnSP-6'nin, MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde MN sayisin1 arttirarak
genotoksisiteye neden oldugu belirlenmistir (Silva vd., 2018). Benzer olarak bu
calismada ise, konagin pupal hemositlerinde tespit edilen MN frekansinin uygulanan P.
turionellae venom dozlar1 ve maruziyet siiresi arttikga Onemli oranda arttigi
belirlenmistir. Buradan elde edilen sonuglar endoparazitoit venomunun konak
hemositleri tizerinde sitogenetik hasara neden oldugunu gostermekte ve genotoksik bir
ajan olarak zararli bdcek kontrol programlarinda kullanilabilir olduguna isaret

etmektedir.

Molekiiler epidemiyoloji, ekotoksikoloji, biyoizleme ve genotoksisite
calismalarinda canli DNA’sindaki hasarin belirlenmesi amaciyla siklikla kullanilan
standart metodlardan birisi Tek hiicre jel elektrofrozi (COMET) analizidir (Packiam
vd., 2015). Bununla birlikte ¢esitli ajanlarm genotoksik etkilerinin belirlenmesinde

Mikronukleus testi (MN) ve COMET analizinin birlikte kullanilmas1 gittikce popiiler
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hale gelmektedir (Andrade vd., 2004; Ateeq vd., 2005; Cavas ve Ergene-Goziikara,
2003a, 2003b, 2005). Literatiirdeki c¢esitli arastirmalarda bu yontemlerin birlikte
kullanilmasina yonelik bircok c¢alisma yer almaktadir. Daha Once yapilan bu
calismalarda, g¢esitli genotoksik ajanlarin hayvansal organizmalarda MN frekansinda ve
onemli COMET indikatorleri olan kuyruk uzunlugu, kuyruk yiizdesi, Olive kuyruk
momenti gibi parametrelerde artiglara neden oldugu tespit edilmistir. Bu durum ise
genotoksik ajanlarm DNA hasarinda artisa neden olarak canlinin genomu {izerinde
olumsuz etkilere neden oldugu yoniinde yorumlanmistir (Siu vd., 2004a; Woznicki vd.,
2004; Cavas ve Konen, 2007; Yilayaz, 2008; Muranli-Gokalp ve Giiner, 2011;
Muangphra ve Gooneratne, 2011; Eskandari vd., 2012). Yapilan bu calismalar
genotoksik etkinin belirlenmesinde COMET analizi ve mikronukleus testinin birlikte
degerlendirilmesi gerektigine isaret etmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada venomun
konak hemositleri tizerindeki genetoksisitesinin belirlenebilmesi icin COMET ve MN
analizleri gerceklestirilmistir. Farkli dozlarda venoma maruz kalan G. mellonella
puplarindan elde edilen hemositlerdeki COMET bulgularinin degerlendirilmesi igin
literatiirde de siklikla kullanilan kuyruk boyu, kuyruk yogunlugu (% DNA Tail, Tail
Intensity) ve kuyruk momenti (Tail Moment) parametreleri kullanildi (Kumaravel ve
Jha, 2006). Bununla birlikte kuyruk momenti ile kuyruk go¢ii arasindaki paralel iliski
g6z Oniine alinarak kuyruk gociinde meydana gelen degisimler de analiz edildi. Yapilan
literatiir ¢aligmalarinda parazitoit venomlarmin bdcekler veya memeli hayvanlar
iizerinde genotoksik hasara neden olup olmadigmi gosteren bir caligmaya
rastlanilmamistir. Bu nedenle bu ¢alismada ilk kez bir endoparazitoit venomunun konak
bocek iizerindeki genotoksik etkileri belirlenmistir. Ancak literatiirde ¢esitli hayvansal
kaynakli venom bilesenlerinin memeliler iizerinde genotoksik etkiye neden oldugunu
gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Marcussi vd., 2011; Marcussi vd., 2012a;
Marcussi vd., 2012b; Galvani vd., 2017; Gajski ve Garaj-Vrhovac, 2008). Bir yilan tiirii
olan cukur engerek Crotalus durissus terrificus venomundan izole edilen c¢esitli
toksinlerin (crotoxin, crotapotin ve CB PLA2) MN ve COMET analizi ile genotoksik
etkisinin test edildigi caligmada, 3 pg/ml'den daha yiiksek venom dozlarmna maruz kalan
insan lenfositlerinde DNA hasarmin arttig1 bildirilmistir (Marcussi vd., 2011). Bir diger
calismada ise, Bothrops jararacussu, B. brazili ve B. atrox venomlarindan izole edilen
BthTX-I, BthTX-II, BjussuMP-II ve BatxLAAO toksinlerin 5 mg/ml’den yiiksek olan

dozlarmda insan lenfositlerinin DNA'sinda kirilmaya neden oldugu gdsterilmistir.
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Marcussi vd., (2012a, 2012b)’nin farkli yilan tiirleri ile yapilan ¢aligmalarinda ise,
Bothrops jararaca ve Micrurus corallinus venomlarinin insan lenfositlerinde MN
frekansm1 ve  COMET parametrelerini arttirarak DNA  hasarma neden oldugu
belirlenmistir. Bagka bir ¢alismada ise, Tityus serrulatus akrep tiirliniin venomuna
maruz kalan farelerin korteks, striatum, hipokampus, karaciger, akciger, bobrek, kan ve
kalp gibi organlarda tespit edilen genotoksisitenin oranlarinin organdan organa farklilik
gosterdigi tespit edilmistir (Galvani vd., 2017). Hymenoptera takiminda bulunan ari
venomunun insan lenfositlerindeki genotoksik etkisini belirlemeye yonelik yapilan bir
calismada ise COMET analizi sonucunda, kontrol hiicrelerine kiyasla ar1 venomu
uygulanan lenfositlerin kuyruk boyunda ve kuyruk momentinde DNA hasari
belirlenmistir (Gajski ve Garaj-Vrhovac, 2008). Bir yaban arisi1 tiirii olan Polybia
paulista venomunun hepatoselliiler karsinom hiicre hatt1 olan HepG2 hiicreleri
iizerindeki uygulamalarinda ise diisiik venom dozlarmin sitotoksisiteye neden olmadigi,
ancak doz yiikseldik¢e genotoksik etkilerinin oldugu comet analizi ile tespit edilmistir
(Hoshina vd., 2013). Cesitli hayvansal venom izolatlarinin memelilerde ve insan
lenfositlerinde uygulanmasina bagli goriilen genotoksik etkilere benzer olarak, bu
calismada da P. turionellae venom dozu ve uygulama siiresi arttikca konak puplarinin
hemositlerinde kontrol grubuna kiyasla tiim COMET parametrelerinde (kuyruk
yogunlugunda, kuyruk momentinde, kuyruk boyunda ve kuyruk gogiinde) Onemli
artiglar belirlendi. BoOylece elde ettigimiz bulgular daha Once yapilan caligmalari
destekler niteliktedir. Ayni zamanda sonug¢larimiz hayvansal venom bilesenlerinin bir
toksin kaynagi olarak hem memelilerde hem de boceklerde genotoksisiteye neden

oldugunu gostermektedir.

DNA hasari, bir hiicrede yiiksek miktarda gerceklestiginde hiicre kontrol
noktalarindan gecemez ve c¢esitli yolaklarla apoptoza siirliklenir ya da degisiklige
ugramis bir genomla hayatta kalir. Tice vd., (2010) tarafindan gergeklestirilen bir
caligmada apoptotik ve nekrotik hiicrelerin COMET analizinde ayirt edilebilecegi ileri
stirilmiigtiir. Arastirmacilara gore, apoptotik hiicreler kiigiik bas ve biiyiik yelpaze
benzeri kuyruklar bulundururken, nekrotik hiicreler ise nispeten biiylik bas ve degisken
uzunluklardaki dar kuyruklar olusturmaktadir (Tice vd., 2000). Ayrica bazi
caligmalarda, apoptik hiicrelerin sayisindaki artis ile mikronukleus testi ile tespit edilen

kromozom hasarindaki artigin dogru orantili oldugu vurgulanmistir (Simké vd., 1998;

69



Meintieres vd., 2001). Daha oOnce P. turionella’dan izole edilen venom kese
esdegerlerinin konak G. mellonella puplarina enjekte edildigi ¢aligmalarda, venomun
konak hemositlerinde hiicre canliligin1 ve mitotik aktiviteyi azaltarak enkapsiilasyon
davranisint engelledigi ve konak hemositlerindeki apoptozu tesvik ettigi belirlenmistir
(Er vd., 2010; Er vd., 2011a; 2011b; Ugkan vd., 2010). Calismamizda ise yiiksek venom
dozlarinda kiigiik bas ve biiyilik yelpaze benzeri kuyruklara sahip COMET lerin varlig1
ile MN frekansinin ylikselmesine ait bulgular, venomun konak hemositlerinde apoptotik
mekanizma ile hiicresel 6liime neden oldugunu destekler niteliktedir. Bu nedenle
COMET ve MN analizlerinden elde edilen bulgularimiz endoparazitoit P. turionellae
venomunun konak hemositlerinde genomik hasara neden olarak apoptozu tesvik ettigine

isaret etmektedir.

Sonug olarak, tez calismasi kapsaminda sunulan bulgular venomun, model bécek
ve depo zararlist olan konak G. mellonella lizerinde antioksidan savunma sistemini
baskilayarak, genomik hasara neden oldugunu gostermektedir. Bunun yanisira P.
turionellae venomunun dogal hedefi olmayan glioblastoma hiicreleri {izerinde sitotoksik
etkilerinin oldugu da calisma kapsaminda tespit edilmistir. Boylece, P. turionellae
venomu, konagm savunma sistemini gli¢li bir sekilde baskilamasmin yani sira
giinimiizde tedavisi olduk¢ca zor olan bir kanser tiirii i¢inde biliyiilk umutlar
bulundurmaktadir. Ayni1 zamanda G. mellonella gibi Onemli depo =zararlhilarinin
miicadelesi icin gelecekte yapilacak olan entegre miicadelede calismalarinda bir
biyopestisit olarak venomun kullanilabilecegine iliskin veriler ¢calisma sonuglarimiz ile

giiclendirilmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen bulgulardan teknolojik olarak yararlanilabilmesi
icin Oncelikli olarak parazitiot P. furionellae’nin genomik caligmalar1 tamamlanmali ve
venom iceriginin, rekombinant gen teknolojisi ile uzun ugraslara gerek kalmadan
iretilmesi gerekmektedir. Bunun ardindan tiire ait venomun detayli olarak
saflagtirilmas1 saglanmali ve icindeki peptid ve/veya proteinlerin fonksiyonlar1
aydinlatilmalidir. Ayrica endoparazitoit venomunun farmostatik veya pestisit olarak
kullanilabilmesi i¢in aktivite temelli venom igerik c¢alismalarinin yapilmasi
gerekmektedir. Ozellikle saflastirilan venom preperatlarinin bdcek sindirim sisteminden
zarar gdrmeden dolagim sistemine aktarilmasini saglayacak nanoteknolojik partikiillerin

gelisitirilmesini 0nermekteyiz. Boylece zararli bocek ile miicadelede insanlart minimum
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diizeyde etkileyecek ve c¢evre kirliligine neden olmayacak alternatif ¢oziimler

bulunarak, iilke ve diinya ekonomisine katki saglanabilir.
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Bilimsel Kazanimlar

Depo ve bitki zararlis1 boceklerin kiiltiire edilmesi ve kiiltiir ortamui i¢in gereken ortam
kosullarinin  olusturulmast konusunda tecriibelidir. Ozellikle zararhilar ile
miicadelede model organizma olarak kullanilan bal mumu giivesi Galleria

mellonella’nin kiiltiire edilmesinde 5 yillik tecriibesi bulunmaktadir.



Zararli boceklerde dogal diisman olarak etki eden parazitoit boceklerin kiiltiire edilmesi
ve kiiltiir ortami ig¢in gereken ortam kosullarmin olusturulmas: konusunda
tecriibelidir. Ozellikle zararlilar ile miicadelede model organizma olarak kullanilan
bal mumu giivesi Galleria mellonella’ya karst biyolojik diisman olan Pimpla
turionellae’nin kiiltiire edilmesinde 5 yillik tecriibesi bulunmaktadir.

Canh kiiltiiriin yetistirilmesinde canliya uygun ortam kosullarinin saglandigi IKLIM
ODASI’'nin kurulmasinda; sicaklik, nem ve fotoperiyot kosullarmin takibinde
kullanilan elektrikli kontrol panolarinin ayarlanmasinda; kontrol panellerinin
bilgisayarli ortamda uzaktan takip edilmesi ve kayit altma alimmasinda kullanilan
OPIK sisteminin egitiminde tecriibesi bulunmaktadir.

Ekolojik ya da biyolojik olarak Onemli bir ajanin model organizma {izerinde
biyokimyasal ve molekiiler -etkilerinin belirlenmesi konusunda deneylerin
tasarlanmasi; deney siiresince canliya ait biyolojik verilerin elde edilmesi; elde
edilen veriler ile lethal 6liim dozu ve lethal 6liim zamanlarinin istatistiki yontemler
(SPSS; Probit Analizi) ile belirlenmesi konusunda tecriibelidir. 82

Model organizma iizerinde oksidatif stres markerlarimin belirlenmesinde antioksidan
enzim analizlerinin gergeklestirilmesi konusunda deneysel siireglerde kullanilan
cihazlar (Spectra Max M2, BIO-TEK Marka EPOCH Elisa Okuyucu ve Gen5
Programi, Shimadzu UV), uygulanan metodlar, deney sonuclarinin istatistiksel
analizlerinin yapilmasi (SPSS; T- testi, One-Way ANOVA, Two-Way ANOVA) ile
elde edilen sonuglarin biyolojik ve fizyolojik olarak yorumlanmasi konusunda
tecriibelidir.

Cesitli zenobiyotiklerin bocek hiicresel bagisikhik sistemi {izerindeki etkisinin
belirlenmesinde kullanilan toplam hemosit sayisi, farkli hemosit sayisi, hiicre
yayilmasi, apoptoz/nekroz, nodiilasyon, enkapsiilasyon deneylerinin yapilmasi ve
sonuglarin yorumlanmasi konusunda tecriibelidir.

DNA hasar tespitinin belirlenmesinde kullanilan COMET (Tek Hiicre Jel
Elektroforezi) yontemi ile Mikronukleus testinin yapilmasi1 konusunda
tecriibelidir.

Molekiiler ¢alismalarda siklikla kullanilan DNA/protein izolasyonu, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ve gen cogaltilmasi, Agaroz Jel Elektroforezi, Akrilamid Jel
Elektroforezi, Proteinlerin kalitatif ve kantitatif incelenmesi, SDS- PAGE, 2D-
Jel Elektroforezi, Western Blot, Kromotografik analizler (HPLC, FPLC),



MALDI-TOF ile bocek ve memeli hiicre kiiltiirii, MTT, Alamar Blue, Galaksidaz,
Luciferaz, COMET assay, CB-MN Flourosans/ Faz kontrast mikroskop kullanmi

gibi konularda tecribelidir.

Laboratuvar c¢aligmalarinda deney ortaminin hazirlanmasi, deneysel ¢aligmalar igin

gerekli olan makine-techizat, kimyasal ve sarf malzemelerinin proje biitce

kapsaminda belirlenerek alinmasi konusunda tecriibelidir.

Bilimsel arastirma projesinin yazilabilmesi i¢in, hipotez olusturma, amag¢ ve hedeflerin

belirlenmesi, gerekli litaretiir kaynaginin olusturulmasi, deneysel yontemlerin
belirlenmesi, biitce ve insan kaynagi agisindan projenin yapilabilirliginin
degerlendirilmesi ~ konusunda;  projenin  gerekli  zaman  ¢izelgesinde
gerceklestirilmesi, verilen is paketlerine uygun hareket edilmesi ile ara rapor ve
kapanis raporlarinin hazirlanmas: konusunda; proje ¢iktilarinin ulusal ve
uluslararas1 kongrelerde sunumu ile bilimsel ¢ikti (makale) olarak hazirlanmasi

konusunda tecribelidir.

Anadolu Universitesi’nde verilmekte olan zorunlu ders BI¥341 Hayvan Fizyolojisi

Laboratuvart dersi kapsaminda uygulamalarda kullanilan BIOPAC Egitim Seti ve

uygulanan fizyoloji deneyleri konusunda 4 yillik tecriibelidir.

18-27/04/2017 tarihlerinde Belcika, Ghent Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler

Entomoloji ve An Patolojisi (Ghent University, Laboratory of Molecular
Entomology and Bee pathology) Laboratuvarinda yiliksek lisans projesi
aracilifiyla yapmis oldugu bilimsel ziyaret sonucunda, laboratuvarda yapilan
memeli ve bocek hiicre kiiltlirii, parazitoit zehrinin antienflamatuar etkisinin
belirlenmesine  yonelik  deneysel analizlerde, zehrin HPLC cihazinda
fraksiyonlanmasinda ve proteomiks konusunda yapilan calismalara da goniillii

olarak katilmis ve bu deneysel yontemler ile ilgili yeni tecriibeler edinmistir.

MESLEKIi BECERILER

Canli bocek kiiltiirii yetistirilmesi ve bakimi

Bocek hemolenf metabolitlerin (protein, lipit, karbonhidrat) analizi
Antioksidan enzim analizleri

Elektoroforez deneyleri (SDS-PAGE, Agaroz Jel Elektroforezi)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Genotoksitite testleri (Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET), Mikronukleus)



Proteomiks analizi (2D Elektroforez, Western Blot, MALDI-TOF)

HPLC ve FPLC kullanarak protein saflagtirma

Bocek ve memeli kiiltiiri

Fizyoloji deneyleri (Elektromiyografi, Elektrokardiyografi, Sinir Fizyoljisi,
Solunum ve Sindirim Deneyleri)

Toplam hemosit sayisi, Farkli hemosit sayisi, Hiicre yayilmasi (Cell-spreading)

Apoptoz/Nekroz, Nodiilasyon, Enkapsiilasyon



