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Yapilan calismada, G. mellonella L. Bliylik bal mumu giivesi (Lepidoptera:
Pyralidae) larvalarinin, aliiminyum oksit(Al,Os)’in farkli konsantrasyonlarina ( 10
ppm , 50 ppm ve 100 ppm) ve siirelere(2 , 4 ve 8 saatlik) maruz birakildiginda
orta barsak ve yag dokudaki SOD, CAT, GPx enzim aktiviteleri iizerine olan
etkileri incelenmistir. A1203 uygulama gruplarinda, G. mellonella larvalarinin orta
barsak ve yag dokudaki enzim aktivitelerinde istatiksel olarak belirgin degisimler
gozlenmistir.

10 ppm uygulama grubunda her iki dokuda da SOD ve GPx aktiviteleri 2
saatlik silire sonunda kontrole gore azalmistir. 4 saatlik siire sonunda ise kontrole
gore istatiksel bir farklilik goriilmemistir. 50 ppm konsantrasyonda orta barsaktaki
SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri 2 ve 8 saatlik siirelerde kontrole gore artig
gostermistir. Yag dokuda ise 2 saatlik uygulama siiresinde ii¢ enzim aktivitesinde
azalirken 8 saatlik siire sonunda SOD ve CAT aktivitesinde azalma goriilmiistiir.
100 ppm uygulama grubunda 4 saatlik siire sonunda SOD CAT ve GPx aktiviteleri
her iki dokuda da kontrole gore artig gostermistir. 2 saatlik siire sonunda ise orta
barsakta incelenen tiim enzim aktivitelerinde azalma goriiliirken, yag dokuda SOD
ve GPx aktivitelerinde azalma go6zlenmistir. Elde edilen sonuglara gore Al,O;
¢oOzeltisinin G. mellonella larvalarmin orta barsak ve yag dokusunda oksidatif
strese neden oldugu gozlenmistir.

Anahtar kelimeler : Aliminyum oksit, Galleria mellonella, Antioksidan
enzimler
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In this study, the effects of aluminum oxide at different concentration (10
ppm, 50 ppm and 100 ppm) and period of time (2, 4 and 8 hours) were investigated
G. mellonella L. Great wax moth (Lepidoptera: Pyralidae) on SOD, CAT, GPx
enzyme activities in the midgut and fat body of the larvae. In A1203 applications,
significant changes were statistically observed in the antioxidant enzyme activities
of the midgut and fat body of G. mellonella larvae. SOD and GPx activities in both
tissues in the 10 ppm application groups decreased at the end of the 2-hour period
compared to the control and there is no statistical difference compared to the
control at the end of the 4 hour period. SOD, CAT and GPx enzyme activities in
the midgut at 50 ppm concentration increased at the 2nd and 8th hours compared to
the control. While three enzyme activities decreased in fat body in the 2-hour
application period, a decrease in SOD and CAT activity was observed at the end of
the 8-hour period. At the end of the 4-hour period in the 100 ppm application
group, there was an increase in SOD CAT and GPx activities in both tissues
compared to the control. In the 2-hour period, a decrease in all enzyme activities
in the midgut, and a decrease in SOD and GPx activities in fat body were observed.
According to the results, it was observed that Al,O; solution induced oxidative
stress in the midgut and fat body of G. mellonella larvae.

Keywords: Aluminum oxide, Galleria mellonella, Antoxidant enzymes
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GENISLETILMIS OZET

Endiistriyel devrim ile baglayan sanayilesmenin bir sonucu olarak metal
kirliligi glinlimiizde gelisen birgok iilkenin 6nemli ¢evresel sorunlarindan biridir.
Temel kaynagini agir sanayi kuruluslari, fosil yakitlarin kullanimi, madencilik ve
(Florea ve Biisselberg, 2006) toksik metallerin biyolojik faaliyetlerinin ortadan
kaldirilamamasi neticesinde organizmada birikmelerinden dolay1 bir¢cok canli i¢in
tehlike olusturmaktadir (Linde ve ark., 1996).

Dogada cesitli ortamlarda yasayan bocekler, kuslar ve memeliler gibi
bircok organizma i¢in dnemli protein kaynagi oldugundan ekosistemdeki besin
zincirinde Onemli rol oynarlar (Zhang ve ark., 2009). Bdceklerin fizyolojik
toksisite sonucu ¢ok miktarda metalleri viicudunda biriktirdikleri gdsterilmistir
(Hsu ve ark., 2006). Ayrica besin zinciri yoluyla bu metallerin boceklerden diger
canli organizmalara transfer edildigi bilinmektedir (Zheng ve ark., 2008). Cevresel
metal kirliliginde bazi predatdr bdcekler yiiksek miktarda metal biriktirebilme
yeteneklerinden dolay1 agir metal kirliliginde biyoindikatdr tiir olarak
kullanilmaktadir (Nummelin ve ark., 2007). Bu nedenle bocekler de dahil olmak
lizere birgok omurgasiz hayvan, metallerin toksisitesini incelemek ve ¢evre kirliligi
diizeylerini degerlendirmek igin iyi bir model organizma olarak kabul edilmistir.
(Wu & Yi, 2015).

Galleria mellonella (L.) larvalar;, Cukurova Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hayvan Fizyolojisi Laboratuvar ortaminda kitle {iretimi
yapilan 28 + 2°C sicaklik ve %7045 bagil neme sahip ortam kosullarinda Bronksill
(1961) tarafindan belirlenmis olan yar1 sentetik besin ile beslenen stok kiiltiirlinden
elde edilmistir. Stok kiiltiiriin devamlilig1, besin konulan kavanozlarin igerisine
birakilan G. mellonella ergin disi ve erkek bdceklerin ciftlesmesi sonucunda
disilerin biraktig1 yumurtalarin agilmasiyla saglanmistir.

G. mellonella (L.)’ nin son donem larvalarina, alimiinyum oksitin farkli

konsantrasyonlar1 enjeksiyon ile uygulanmistir. Larvalar %95°lik etanol ile steril
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edildikten sonra arka bacaga Hamilton enjektorii ile 10 ppm, 50 ppm ve 100
ppm’lik  Al,O4 coOzeltisi enjekte edilmistir. Al,O3; ¢ozeltisinin  farkl
konsantrasyonlar1 (10 ppm ,50 ppm ve 100 ppm) larvalara enjeksiyondan sonra
2, 4 ve 8 saatlik stirelere maruz birakilmistir. Kontrol grubundaki larvalara ise
sadece distile su enjekte edilmistir. Kontrol ve uygulama gruplari belirtilen siireler
sonunda disekte edilerek barsak ve yag dokular1 alinip incelenmistir.

Yapilan ¢alisma ile Al,O; karisimlarinin (10,50 ve 100 ppm) larvalarda
oksidatif strese neden oldugu, oksidatif stresin belirteci olan CAT, SOD ve GPx
enzim aktivitelerindeki belirgin degisimler ile tespit edilmistir.

Siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit anyon radikalleri ve reaktif oksijen
tiirlerine karst 6dnemli bir antioksidan savunma sistemidir. SOD bir siiperoksit
radikalini O, molekiiliine yiikseltgeyip, diger bir siiperoksit radikalini ise daha az
reaktif bir molekdil olan hidrojen perokside (H,0O,) indirgenmesini katalize etmesini
saglayan bir enzimdir(Sanyal ve ark., 2009). SOD enziminin etkisi ile olusan ve
hiicre i¢in toksik olan hidrojen peroksit (H,O,) CAT enzimi sayesinde oksijen ve
suya doniistiiriilmektedir (Valko, vd.,2007;Singh, vd.,2009).

Yapilan ¢aligsmada, aliiminyum oksitin G. mellonella larvalarina enjeksiyon
yontemiyle farklt derisim ve siirelerde uygulanmasi, oksidatif stresin birer
gostergesi olan SOD, CAT ve GPx antioksidan enzim aktivitelerinde belirgin artig
ve azaliglara neden olmustur. Aliiminyum oksitin yiiksek derisimlerinde genelde
orta barsak ve yag dokuda SOD enzim aktivitesi azalig gostermistir. Metallerin
organizmada fazla birikmesi siiperoksit radikallerinin ve hidrojen peroksitin (H,0O,)
olusumunu arttirir. Béylece SOD aktivitesi artan radikallere paralel olarak azalmig
olabilir. Yiiksek dozdaki toksisiteye maruz kalan organizmanin artan oksitatif stres
karsisinda enzim akivitesinin inhibe edildiginin gostergesi olabilir. Aliiminyum
oksitin diisiik derisimlerinde SOD aktivitesi yardimu ile bir siiperoksit radikalini O,
molekiiliine yiikseltgeyip, diger siiperoksit radikalini ise daha az reaktif bir molekiil
olan hidrojen perokside (H,O,) indirgenmesini saglar. Boylece CAT aktivitesi

artan hidrojen peroksite bagli olarak aliiminyum oksitin daha diigiik derisimlerde
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orta barsak ve yag dokuda aktivitesi artmistir. Her iki dokunun GPx enzim
aktiviteleri genelde kontrole gore azalma gostermistir.

Laboratuvar ortaminda kolay ve hizli yetistirilmesi nedeniyle G. mellonella
toksiloji, fizyoloji gibi pek ¢ok calisma alani icin model organizma haline
gelmektedir. Bu sebeplerle birlikte dogal bagisiklik sisteminin memeliler ile benzer
olmas1 ve parazit bir tir olan G. mellonella’ nn ve diger zararhi tiirlerle
miicadelede ekosisteme en az olumsuz etkisi olan ydntemlerin gelistirilmesine

yardimec1 olacaktir.
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1. GIRIS

Gilinlimiizde diinya niifusundaki hizli artis ve bunun sonucunda ortaya
cikan pek ¢ok sorunun basinda gevre kirliligi gelmektedir. Cevre kirliligini artiran
ve ekolojik dengenin bozulmasinda rol oynayan endiistri kuruluslari, agir metallari
islemekte ve bu metallerin gaz halleri atmosfere, hidrosfere ve pedosfere kadar
ulagmaktadir. Metal kontaminasyonu diinya genelinde 6nemli problemlerden
biridir (Cetinkaya ve ark., 1999). Dogada toksik ozellige sahip pek ¢ok metal,
cesitli kaynaklardan ekosisteme yayilmakta ve glinlimiizde ¢evre kirliliginin 6nemli
nedenlerinden biri haline gelmektedir (Goyer, 1991).

Suya veya topraga karigabilen bazi zararli maddeler, uzaklastirabildikleri
veya biyolojik olarak ayristilabildikleri halde, metaller uzaklastirilamazlar ve
yiiksek miktarlarda birikmeleri sebebiyle kimyasal ve biyolojik siirecleri olumsuz

bir sekilde etkilemektedir ( Artan ve Keskinkan , 2008).

1.1. Agir Metaller

Krom, kursun, kadmiyum, demir, nikel, kobalt, ¢inko, bakir ve civa
metalleri gibi yiiksek yogunluga ve diisiik konsantrasyona sahip toksik metaller
‘agir metal’ olarak bilinmektedir. Metal elementler dogalari geregi yer kiirede
genelde karbonat, silikat ve siilfiir halde veya silikatlara bagli olarak bulunurlar
(Kahvecioglu ve ark., 2007).

Biyolojik olarak metaller 3 gruba ayrilir (Clark, 1992;Tuncay, 2007):

1. Temel elementler :Sodyum, potasyum, kalsiyum gibi elementler sivi
ortamda katyonlar hareketli olarak taginirlar.

2. Yan elementler :Diisiik konstrasyonda temel olan fakat yiiksek
konstrasyonlarda  zararli etki gosteren elementlerdir. Demir, kobalt,

mangan, bakir, vb.
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3. iz elementler :Metabolizma faaliyetleri i¢in zorunlu olmayan fakat
oldukga diisiik derigimlerde, hiicre iginde zararli  etki  gosteren

elementlerdir. Civa, selenyum, kursun, arsenik, kalay vb.

Bunlara ek olarak Domingo(1998) tarafindan Farmakoloji ile ilgili metaller
Aliiminyum (Al), Lityum (Li) ,Kalsiyum (Ca) seklinde siniflandirma yapmustir.
Tipta tedavi amaciyla kullanilan bir¢ok ilacin yapisinda aliiminyum bulunmaktadir
(Garbossa ve ark.,1996). En ¢ok kullanilan nanopartikiillerden biri olan Al,O;
(aluminyum oksit) katalizor olarak (Hanemann ve Szabo, 2010) ve farklh
malzemelerin mekanik 6zelliklerini gelistirmek i¢in malzeme bilimlerinde yaygin
bir kullanima sahiptir (Nazari ve ark., 2010).

Aliiminyum, litosferde metalik halde bulunmaz. Flor ve oksijen diger
elementlerle birlesmis sekillerde topraklarda ve kayalarda bulunur. Yer kabugunun
% 8’ini teskil eder (Campbell ve ark., 1957). Yer kabugunda oksijen ve ve
silikondan sonra en ¢ok miktarlarda bulunan ii¢iincii element olan Aliiminyum (Al)
yiikksek yansitma ozelligi, hafif agirhigi, islenebilirligi, esnekligi , oksidasyona
dayanikliligi, 1s1 ve elektrik iletkenligi ve {istiin bariyer kalitesi nedeniyle
paketleme malzemesi, tasima, ev esyalar1 ve ilaglar basta olmak lizere sanayide
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Miiller ve ark.,1998 ;Joshi ve ark.,2003).

Tim canli organizmalar yagsamlarini devam ettirebilmek i¢in Sn,Co, Cd,
Zn,Cu,Cr, Mo, Mn, Ni,Se ve Fe gibi metallere gereksinim duyarlar. Bu metaller
proteinlerle ve organik molekiiller birleserek metal-protein komplekslerini
meydana getirirler. Hemosiyanin ve hemoglobin gibi oksijen tasiyicilari
metaloproteinler olup Fe ve Cu barindirirlar. Bununla birlikte agir metaller bir ¢ok
enzim yapisinda bulunurlar (Johnston, 1976; Gerlach, 1981). Agir metallerden
bazilar1 insan ve hayvanlar i¢in esansiyel iken bazilari ise belli miktarlarin {izerinde
viicuda alindig1 zaman cesitli saglik problemlerini meydana getirmektedir (Yazgan,

2001).
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Metallerin zehirleyici etkileri; metalin kimyasal formuna, biyolojik
bulunurluguna, alinim sekline, metalin metabolizmasina ve aksiyon etkisine,
metalin akut ve kronik etkisine, toksik etkisini gosterecegi hedef bolgeye, diger
metallerle etkilesimine, genetik adaptasyonlara diger metallerle etkilesimine ve
hiicre i¢i fizyolojik siireglere(solunum, fotosentez gibi) baghdir (Patra ve ark.,
2004). Agir metallerin bu toksisite =~ mekanizmalart 6nemli molekiillerin
fonksiyonel gruplarint engelleyerek, hiicresel bolgelerdeki gerekli iyonlar
cikartarak ya da onlarla yer degistirerek, enzimleri denatiire ya da inaktive ederek,
hiicre ve organellerin membran biitiinliiglinii bozarak toksik etkilerini
gostermektedirler. Ayn1 zamanda bu metaller, serbest radikal olusumuna neden
olarak da toksik etkilerini gostermektedirler (Mallick, 2004). Degisik habitatlarda
yasamini siirdiiren bocekler; memeliler ve kuslar gibi bir¢cok hayvan igin dnemli bir
Boceklerin  fizyolojik toksisite sonucu ¢ok miktarda metalleri viicudunda
biriktirdikleri gosterilmistir (Hsu ve ark., 2006). Dahasi besin zinciri yoluyla bu
metallerin boceklerden diger canli organizmalara transfer edilebilmektedir (Zheng
ve ark., 2008). Biyolojik birikime neden olan maddelerin suda degil de yagda
protein kaynagi oldugundan dolay1 ekosistemdeki besin zincirinde 6nemli bir yere
sahiptir (Zhang ve ark., 2009).

Boceklerin  fizyolojik toksisite sonucu c¢ok fazla miktarda metalleri
viicudunda biriktirdikleri belirtilmistir (Hsu ve ark., 2006). Ayrica besin zincirinde
bu metallerin bdceklerden diger canli organizmalara transfer edilebilmektedir
(Zheng ve ark., 2008). Biyolojik birikime neden olan maddelerin suda degil de
yagda ¢Oziinliyor olmasi birgogunun hayvansal yag dokularinda birikmesiyle pek
¢ok maddenin biyolojik ya da kimyasal pargalanmanin olmamasi veya geg
olmasiyla, besin zincirine enerji 2 dongiisiiniin bu agir metal toksitesini disari
atmakta yetersiz kalmasiyla canli dokularda istenmeyen birikime neden olur. Besin
zinciri yoluyla iist kademelere ¢ikildik¢a bu birikimin arttig1 goriilmektedir (Uysal
ve Taner, 2010).
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Biyolojik c¢esitligin en dnemli faktorlerden birisi olan boceklerin ekolojik
alanlarda biiylimelerini ve gelisimlerini etkileyen biyolojik ve biyolojik olmayan
farkli etkenlerin oldugu bilinmektedir. Boceklerin gelisim déneminde maruz
kaldiklar1 6nemli faktorlerden birisini de ksenobiyotikler teskil etmektedir(Wu vd.,
2004). Ksenobiyotik terimi viicuda yabanci olan bilesik anlamindadir. Boceklerin
ksenobiyotiklere maruz kalmalari, serbest oksijen radikallerinin olusumuna ve
dolayli olarak metabolik olaylarin bozulmasina sebep olmaktadir. Serbest oksijen
radikalleri, sahip olduklar1 paylasilmamis elektronlar1 sebebiyle yiiksek aktiviteye
sahip olan atom ve molekiillerdir. Bu radikaller hiicre zarinin doymamis yag
asitleri ile protein bilesimi iizerine zarar vermektedir (Halliwell ve Gutteridge,
2007). Hedef organizmalarda, normal metabolizma faaliyetlerinin disinda viicuda
disaridan alinan kimyasallar, enfeksiyon etkeni mikroorganizmalar (viriis,bakteri
parazit vb.), radyasyon ve cevresel stres (su kirliligi, mevsimsel farkliliklar vb.)
faktorleri viicutta serbest oksijen radikallerinin artmasina bagli olarak oksidatif
strese neden olmaktadir. Bunun sonucunda, hiicrede DNA, karbonhidrat , lipid,
protein ve enzimler zarar gorebilir (Sies, 1985; 1991; 1997; Halliwell ve
Gutteridge, 1999; Sorg, 2004). Serbest oksijen radikalerinin neden oldugu protein
enzim, lipid peroksidasyonu ve DNA oksidasyonu ve glutatyon deplesyonu,
boceklerin  dokularinda oksidatif diizeyde hasara neden olur (Ahmad, 1995).
Boceklerde, reaktif oksijen tiirevlerinin fazla iiretilmesi, mideye alman besinlerin
absorbsiyonuna zarar vermekte ve orta barsak hiicrelerinde de oksidatif zarara

neden olabilmektedir (Bi ve Felton, 1995).

1.2. Serbest Radikaller(Oksidanlar)

D1s yoriingelerinden birinde eslesmemis elektron igeren bilesiklere serbest
radikal denir. Kisa ve reaktif Omiirliidiir. Serbest radikaller, normal bir
metabolizmanin devami olarak veya hiicrede enerji iiretimi igin gerekli olan bir¢cok

reaksiyon tarafindan tiretilmektedir.
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Serbest radikaller 3 basamakta olugmaktadir (Kiling ve Kiling, 2002).

I.  Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir pargasinda ortak
elektronlardan birisinin kalarak homolitik boliinmesi,
II. ~ Normal bir molekiiliin bir elektronun kaybina ugramasi,

111. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi .

Uretilen bu radikaller =~ membran lipitlerine, hiicre ici proteinlere ve
niikleik asitlere etki ederek bu  molekiillerin yap1 ve islevleri {izerinde
degisikliklere yol agtig1 ve hiicresel hasar olusturdugu iyi bilinmektedir.

Organizmadaki serbest radikaller hem eksojen hem de endojen kaynaklar
tarafindan olusmaktadir . Serbest radikaller hiicrede ve c¢evrede  devamli
uretilmektedir (Ali ve ark., 1996; Bagchi ve Puri, 1998; Cadenas, 1989;
Nagendrappa, 2005; Pham-Huy ve ark., 2008; Sarma ve ark., 2010; Sen ve ark.,
2010).

Serbest radikal, molekiiler ya da atomik yapilarda ¢iftlesmemis bir ya da
birden fazla tek elektron tasiyan ve genellikle bir elektronunu kaybetmis olan
oksijen atomu bulunduran kararsiz molekiillerdir. Yiiksek enerjiye sahip olan bu
molekiiller diger molekiillerle elektron alisverisi yapabilirler. Bu molekiillere
reaktif oksijen tiirleri (ROT) adi verilmektedir (Cavdar ve Sifil, 1997). Oksidatif
stres; reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve bozunmasi arasindaki dengesizlige
dayanan fizyolojik ya da patofizyolojik siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Staerck ve
ark., 2017). Oksidatif stresin en onemli nedenlerinden biri serbest radikallerin
olusumudur (Babior, 2000).Serbest radikaller oksijen (Tablo 1) ve nitrojen
kaynakl1 olabilir (Tablo 2). Oksijen kaynakli olanlar reaktif oksijen tiirleri (ROT)
ve nitrojen kaynakli olanlar reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak adlandirilmaktadir

(Halliwell ve Gutteridge, 1999; Valko ve ark., 2007).
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Cizelge 1.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROT)

Radikaller Nonradikaller
Siiperoksit (o Hidrojen peroksit H;0;
Hidroksil OH- Hipoklordz asit HOCI
Peroksil ROO- Hipobromoz asit HOBr
Alkoksil RO- Singlet oksijen "0z
Hidroperoksil ~ HOZ2 - Ozon Oz

Lipid peroksil LOO-

Cizelge 1.2. Reaktif nitrojen tiirleri (RNT)

Radikaller Nonradikaller

Mitrik oksit N Dinitrojen tetroksid MO,

Mitrojen dicksit NO; - Peroksinitrit ONOO
Dinitrojen trioksid M.05
Nitrosil katyonu MO+
Mitroksil anyonu MO

Peroksinitrik asit ONOOH
Mitronyum katyonu MO; *
Mitril klorid MO, Cl

Mitrik asit HNO;

Atmosferde bulunan oksijen, molekiiler oksijen (O, ) veya dioksijen olarak
isimlendirilir. Normal oksijenin az bir kismu baglica mitokondri olmak {izere
hiicresel kompartimanlardaki metabolizma sirasinda indirgenerek reaktif oksijen
tirlerine (ROT) doniistir. Temel reaktif oksijen tiirleri Hidroksil radikali (OH" )
,Stiperoksit radikali (O, ) ve Hidrojen peroksit (H,O, ) ‘dir. Bunlardan ilk ikisi

serbest radikal olup hidrojen peroksit ise prooksidandir (Navarro and
Boveris,2004).
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1.2.1. Siiperoksid radikali (O,")

Hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu, serbest siiperoksit radikal anyonu meydana gelmektedir .
Stiiperoksid radikali, baz1 oksidaz reaksiyonlarinda ve elektron tasinim
reaksiyonlar1 sirasinda olugmaktadir. Siiperoksid radikali, SOD ile katalizlenen

enzimatik dismutasyon reaksiyonu ile detoksifiye edilmektedir (Halliwel ve ark,

1992).

02+ e-— 02 -

1.2.2. Hidrojen peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin, ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksit radikalinin bir elektron almasi sonucu peroksiti meydana getirmektedir.
Peroksit molekiilii iki hidrojen atomuyla birleserek hidrojen peroksiti (H,O,)
olusturmaktadir . H,O, uzun Omiirlii, membranlardan gegebilen bir oksidandir.
Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil {iretimi, siiperoksit radikalinin

dismutasyonu ile olmaktadir (Halliwel ve ark., 1992).

202 “+2H'— H202 + 02

1.2.3. Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikali, hidrojen peroksidin geg¢is metallerinin varliginda
indirgenmesiyle olusmaktadir. Son derece reaktif bir oksidan molekiili olup
yartlanma Omrii ¢ok kisadir. Olustugu yerde biiyiik hasarlara neden olmaktadir.
Tioller ve yag asitleri gibi cesitli molekiillerden bir proton kopararak yeni

radikallerin olusmasina yol agmaktadir (Halliwel ve ark, 1992).

Fe + H,0,— Fe™+ OH + OH™
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1.3. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tilirlerinin olusumunu engelleyerek , bu maddelerin
meydana getirdigi hasarlar1 6nleyerek ve detoksifikasyon olusumunu saglamak
iizere viicutta gdrev yapan savunma sistemlerine “antioksidan savunma sistemleri”
ya da “antioksidanlar” denir (Sener ve Yegen, 2009). Antioksidanlar, radikallerle
oldukca hizli bir sekilde reaksiyona girerek otooksidasyon/peroksidasyonun
ilerlemesini 6nleyen maddeler olarak bilinmektedir (Diindar ve Aslan,1999).
Antioksidanlarin  goérevleri arasinda serbest radikallerin fazlasii etkisiz  hale
getirmek toksik etkilere karsi hiicreleri korumak ve hastaliklar1 6nlemede katki

sagladigi bilinmektedir (Pham-Huy ve ark., 2008).

1.3.1. Antioksidanlarin Stmiflandirilmasi
Antioksidanlar, eksojen ve endojen olmak {izere iki grup altinda

toplanabilir.
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ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR NONENZIMATIK
ANTIOKSIDANLAR
Siperoksit dismutaz Glutatyon Koenzim @ 10
(S0D)
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz Urk asit a-lipoik asit
(GPx)
Glutatyon rediiktaz Bilirubin Transferrin
(GR)
Albimin Seruloplazmin
EKZOJEN ANTIOKSIDANLAR
VITAMIN EKSOJEMN ILAC OLARAK KULLAMILAN EKSOJEN
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDAMLAR
a-Tokoferal (\Vitamin E) Ksantin oksidaz

inhibitareri(allopirnol.oksipdringl. pterin
aldehit, tungsten)
[-karoten (Witamin A) MNADPH oksidaz inhibitarlen (adenozin, lokal
anestezikler, kal- siyum kanal blokerlen,
nonsteroid antiinflamatuvar ilaclar)
Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siperoksit dismutaz

Folik asit (Vitamin B9) Trolox-C {vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar
(GPx aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein)

Monenzimatik serbest radikal toplayicilar
(mannitol, albimin)

Demir redoks dbngiisi inhibitérlen
{desferroksamin)

Motrofil adezyon inhibitérer

Sitokinler (TNF ve IL-1)
Barbitiratlar

Sekil 1.1. Endojen ve ekzojen antioksidanlar (Aydemir ve Karadag, 2009; Sen,
2011)

1.3.2. Enzimatik Antioksidanlar
1.3.3. Siiperoksit dismutaz (SOD)
SOD’lar yuksek katalitik aktivitiye sahip metalloproteinlerdir (Fridovich,

1986). Siiperoksit dismutaz (SOD), ROT’lara kars1 onciil antioksidan enzimdir.

9
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SOD, siiperoksit molekiiliiniin molekiiler oksijene ve hidrojen peroksite karsi
dismustasyonunu katalizler. Siiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalini (O, ~)
hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler oksijene (O, ) katalizleyen enzimatik bir
antioksidan olarak bilinmektedir. Hidrojen peroksit daha sonra, GPx ya da CAT ile
ortamdan uzaklastirilir(Young ve Woodside, 2001).

0, +0, +2H+ SOD H,0,; + O,

SOD ve CAT enzimlerinin birlikte bulunmasi oksidatif stresin etkilerini
azaltmaktadir. Clinkii SOD enzimi O, - ’in diger bir reaktif aract olan hidrojen
peroksite (H202) doniistiiriilmesinde rol alirken, CAT enzimi, H,O,’in suya ve
oksijene doniismesini saglar (Kono ve Fridovich, 1983; Liszkay, vd.,2004). SOD,
aeorobik canlilarda bulunmaktadir ve memelilerde ii¢ ayri tipi vardir. Bunlar
extraselular etki gosteren ECSOD , sitozolde bulunan dimerik Cu ve Zn igeren Cu-
Zn SOD ve mitokondride tetramerik Mn i¢eren Mn-SOD izomerlerdir. SOD’un Fe
iceren izomeri Fe-SOD ise sadece mikroorganizmalarda ve bazi bitkilerde
bulunmaktadir. SOD’un  biitiin tipleri  siiperoksit dismutasyon reaksiyonunu

katalizleyebilirler (Buettner ve ark, 2006).

1.3.4. Katalaz (CAT)

Her aerobik hiicrede CAT enzimi , %80 oraninda hiicrenin
peroksizomlarinda bulunurken %20 sitozolde bulunur. CAT enzimi dort alt
iiniteden meydana gelmektedir. Her bir alt {initesi de bir hem Fe (III) grubu
bulunduran 240 000 dalton molekiil agirhiginda bir proteinden olusur. SOD
enziminin etkisiyle meydana gelen ve hiicre igin toksik olan hidrojen peroksit
(H,0,) CAT enzimi sayesinde su ve oksijene doniistiiriilmektedir (Valko, vd.,2007;
Singh, vd.,2009). Ancak CAT enziminin aktivite gdstermemesi durumunda SOD
enzim aktivitesinin artmasi sonucu H,0, miktar1 da artmaktadir ve bunun

sonucunda da OH radikalleri olusmaktadir (Caylak, 2011). CAT enziminin
10
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reaksiyon hizi oldukca yiiksektir ve optimum sartlar altinda bir mol CAT enzimi
bir dakika igerisinde 500 bin hidrojen peroksidi ayristirabilir (Antunes, vd.,2002).
Hidrojen peroksit bir radikal olmamasina ve biyolojik énemi olan molekiillerin
cogu ile reaksiyona girmemesine ragmen, Fe ve Cu iyonlarin katalizorliiglinde
Fenton reaksiyonu ile en reaktif oksijen tiirii olan hidroksil radikali (OH" )
olusumunda bir 6n madde olarak rol oynamaktadir (Cheung,vd.,2001;

Larson,1988).

2H,0, CAT > 2H,0 + O,

H202 + Cu+/Fe+2 Fenton Redoksiyonu =OH.+ OH.+Cu+2+Fe+3

1.3.5. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunup H,O, ’den
kaynaklanan oksidatif hasara kars1 hiicreleri koruyan bir enzimdir . Béylece H,O,
’den OH' ’nin olugsmasim1 engeller. Glutatyon peroksidaz, doért protein alt
biriminden olusur. Her bir alt birim bir selenyum atomu igerir(Sen, 2011). Bu
nedenle siklikla selenosistein peroksidaz olarak da bilinmektedir  (Ighodaro ve
Akinloye ,2018).

Glutatyon peroksidaz, elektron kaynagi olarak glutatyonu (GSH)
kullanarak H,0,’yi ve organik hidroperoksitleri (lipit hidroperoksitler, DNA
hidroperoksitler) metabolize eden bir enzimdir. Glutatyon peroksidaz enziminin iki
ana tipi saptanmistir. Bunlardan biri aktif bolgesinde selenyum iceren selenyuma
bagimli glutatyon peroksidaz (Se-GPx)’dir. Selenyuma bagimli glutatyon
peroksidaz, H,O, ve organik hiperoksitlere karsi etkilidir. Selenyuma bagimli
olmayan glutatyon peroksidaz (GST) ise daha g¢ok organik hidroperoksitlerin
metabolize edilmesinde faaliyet gosterir(Cnubben, vd., 2001; Reiter,vd., 1995).
Selenyuma bagiml1 glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi Lepidoptera takimina ait

tiirlerde nispeten diistiktiir (Tungsoy, 2016).

11
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Bu metabolize etme raksiyonlar1 sirasinda GSH, hidrojen verici olarak
hareket ettiginden dolay1 H,O, ve hidroperoksitler indirgenirken GSH okside olur
(Reiter, vd., 1995). Okside glutatyon, glutatyon disiilfittir (GSSG). GSH dokularda
birbiriyle denge halinde, okside glutatyon (GSSG) ve indirgenmis glutatyon
(GSH) olarak iki sekilde bulunur (Halliwell ve Gutteridge, 1999). GSH, GSH
peroksidaz enzimi tarafindan okside glutatyona (GSSG) doniistiiriilmektedir. Hiicre
de bulunan glutatyon’un %95’i GSH olustururken, geri kalan az bir kismini da

okside glutatyon (GSSG) olusturmaktadir (Reed, 2000).

H,0; +2GSH GPx » GSSG+2H,0

Calismada kullanilan Galleria mellonella L.  Lepidoptera takimi,
Pyralidae familyasina ait holometabol bir bocek olup yumurta, larva, pupa ve ergin

yasam evresine sahiptir (Kwadha ve ark, 2017).

] V.

Sekil 1.2. G. mellonella yasam evresi; Yumurta, Larva, Pupa, Ergin

Aricilik sektoriine ekonomik agidan biiylik zarar veren bir bocektir (Ozer,
1961). G. mellonella erginleri, yumurtalarim1 kovanlarda ahsap kisimlardaki
catlaklara birakirlar. Yumurtadan ¢ikan gen¢ larvalar petekler icinde tiineller
seklinde oyuklar acarak  polen ve bal ile beslenirler. ilerleyen evrelerdeki
larvalar ise Ordikleri ipeksi aglarla petekleri birbirine yapistirarak ve onlar

tamamiyla yemek suretiyle zarar verirler (Ozer, 1961, Ali ve ark., 1973).

12
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Laboratuvar kosullarinda kolayca yetistirilebilmesi sebebiyle, deneysel ¢aligmalar
icin olduk¢a uygun bir model organizmadir (Altingigek ve ark., 2007; Junqueira,
2012).

G. mellonella larvalarinin diger omurgasizlara gbre bazi1 avantajlar
vardir. Bu larvalar hizli bir ireme dongiisiine sahiptir. Yetistirilmesi agisindan
kolaydir ve maliyeti de diisiiktiir. Boyutlarinin biiylik olmasi (~2-4 cm) farkl
enfeksiyon etkenlerinin ve ¢esitli antimikrobiyal ajanlarin enjeksiyonuna olanak
saglar. Ayrica immiin savunma sistemi memeliler ile benzerlik gosterir ve bu
durum enfeksiyon siirecinin izlenmesinde avantaj saglayabilir(Junqueira,2012).

Calismamizda G. mellonella’nin son evre larvalar1 kullanilarak, Al,O5’in
farkli derisimlerinin boceklerin 6nemli detoksifikasyon enzimlerinden olan katalaz
(CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), aktivitelerine olan

etkilerinin laboratuvar ortaminda arastirilmasi amaglanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Ortel (1995), G. mellonella larvalariin besinlerine kursun(Pb) ve
kadmiyum(Cd) eklemis, larvalarin gelisimine ve parazitoidi Pimpla turionellae’ya
(Hymenoptera: Ichneumonidae) etkilerini arastirmistir. Yiiksek dozlarda pup
olusumunun olumsuz etkilendigini ve mortalitenin arttigini gézlemlemistir.

Mese (2019), yaptig1 calismada, G. mellonella larvalarinin, bakir ve
cinkonun farkli konsantrasyonlariyla tek baslarina ve karisim halinde beslenmeleri
durumunda orta barsak ve yag dokusundaki antioksidan enzim aktivitelerindeki
degisimleri belirlemistir. Bakir ve c¢inkonun tek basina ve karisim halinde
kullanilmasi, oksidatif stresin birer gostergesi olan SOD, CAT ve GPx antioksidan
enzim aktivitelerinde belirgin artis ve azalislara neden olmustur. Bakira maruz
kalan larvalarda SOD ve CAT enzim aktiviteleri her iki dokuda ayni oranda artmus,
bu durum hiicrede serbest radikallere karsi ilk savunma basamagi olan bu iki
enzimin birlikte uyumlu ¢alistigini gostermistir.

Wu ve Yi (2015), Cr ve Pb’nin G. mellonella larvalarinin bagisiklik ve
antioksidan sistemine etkisi Uzerine c¢aligmislar, Cr ve Pb’nin artan
konsantrasyonlarinda kontrole gére CAT ve SOD enzim aktivitesinde artisa neden
oldugunu belirtmislerdir.

Canli (2017), Model deney hayvant G. mellonella’y1 kullanarak yaptigi
calismada, TiO, nanopartikiiliiniin hiicresel diizeyde toksik etki yarattigini ortaya
koymustur. Caligma sonuglarina gore TiO, naopartikiil dozlar1 uygulanan gruplarda
canli hiicre sayisimin Onemli oranda azaldigmi , bu baglamda TiO,
nanopartikiiliiniin hiicrelere etki ederek DNA hasar1 olusturdugunu diisiinmekte ve
hiicrelerdeki bu DNA hasar1 apoptozu tetikleyerek, hemolenfteki canli hiicre
sayisin1 azaltabilecegini belirtmistir. TiO, ( titanyumoksit) nanopartikiiliiniin G.
mellonella larvalarinin  bagisiklik sistemini olumsuz yonde etkiledigini ve

hiicrelerde genotoksik etkilere neden oldugunu belirtmistir.
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Gongqging ve Yunhong (2015), G. mellonella larvalarinda yaptiklar
caligmada, artan Pb ve Cr konsantrasayonlarmin kontrole gore karsilagtirildiginda
CAT ve SOD enzim aktivitesinde artigsa neden oldugunu bulmuslardir.

Calik ve ark. (2015), antihelmintik bir ilag olan mebendazoliin dort farkl
konsantrasyonunu (% 0,005, 0,05, 0,5 ve 1 g) kullanarak G. mellonella nin yasama,
gelisme, ergin Omiir uzunlugu, yumurta verimi, yumurta acilimi {izerine etkisini
arastirmiglardir. Bu maddenin bocegin 7. evre larvalarinda, pup ve ergin
evrelerinde yasama oranini 6nemli derecede diislirdiigii, 1 g’lik konsantrasyonun
ise bocegin tiim evrelerinde gelisme siirelerini kisalttigini tespit etmislerdir. Ayrica
bu besin (1 g’lik) ile beslenmis disilerden hi¢ yumurta elde edilemedigini
belirtmislerdir.

Yilmaz (2013), G. mellonella’min aliminyum kloriir uygulamasima bagl
olarak, larval ve pupal gelisim siireleri ve ergin yasam siiresinin kisaldigini, 6lim
oranlarinda, yas agirliklarinda ve hemosit sayilarinda kontrol gruplarina gore fark
olmadigini bulmus ve uygulamaya bagh olarak morfolojik anormallik oraninda da
onemli bir artis olmadigini belirlemistir. Gelisim ve ergin yasam siirelerinin
kisalmasi, bocegin stres kosulunda olumsuzluklari yonetebilmesi agisindan bir
avantaj olarak degerlendirilebilecegini ve elde ettigi sonuglara gore ; aliiminyum
Kloriirlin G. mellonella igin toksik olmadigin1 ve bu tiiriin aliminyum stresinin
meydana getirebilecegi olumsuzluklari ¢ok iyi diizenleyebildigini belirtmistir.

Zorlu ve ark., (2015), galismasinda 100, 500, 1000, 3000 ve 5000 ppm
dozlarinda TiO, nanopartikiilii, G. mellonella larvalarinin beslendigi peteklere
eklenmis ve toplam hemosit sayisindaki degisimleri incelemigler ve elde edilen
sonucglara gore 100 ppm dozunda toplam hemosit sayisinin 6nemli miktarda
arttigini belirtmislerdir.

Dere (2015), AZA molekiiliiniin bitkilerden elde edilen sekonder bir
metabolit ve allelokimyasal Ozellikte bir molekiil oldugu ve belirtilen biitiin

sonuglar 15181nda, G. mellonella lizerinde larval ve pupal oldiiriicii etki ile toksik
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etkilere sahip oldugu ve ozellikle lipid peroksidasyonu ile antioksidan savunma
sistemi lizerinde 6nemli degisikliklere yol agtigini sdylemistir.

Sezer Tungsoy (2017), calismasinda kullandigi  Pyriproxyfen ve Bacillus
thuringiensis gibi insektisitlerin G. mellonella larvalalarinin hemolenf, orta barsak
ve yag doku hiicrelerinde membran lipidlerinin oksidatif hasar1 sonucunda lipid
preoksidasyonuna ve buna bagli olarak serbest radikallerin olusumuna neden
oldugunu diisiinmekte ve SOD, CAT ve GPx aktivitelerinin olusan bu artisin,
serbest radikalleri yok etmek amaciyla meydana geldigini sylemistir.

Biiyiikgiizel ve Kalender (2007, 2008, 2009), bdcek beslenmesinde yapay
besinlere ¢ok uzun yillar antimikrobiyal kontaminasyonlar1 6nlemek amacryla ilave
edilen eski kusak antibiyotiklerin G. mellonella tizerinde oksidatif etkileri
calisilmistir. Deneyde kullanilan penisilin, streptomisin ve flukonazol gibi
antimikrobiyal antibiyotikler larvalarin orta bagirsaginda Snemli oksidatif stres
gostergesi olan malondialdehit (MDA) gibi lipit peroksidasyon iiriinlerinin
miktarini ve antioksidan enzimlerden siiperokist dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon S-transferaz (GST) ve glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerini
artirdigini belirtmislerdir.

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

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

Durmus ( 2007), Sodyum tetraboratin G.mellonella ’ nin antioksidan

enzimlerine olan etkilerini incelemis ve sodyum tetraboratin, G. mellonella’daki
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MDA miktarindaki artma ile birlikte geligim siiresinin uzamasini ve hayatta
kalabilme oraninin diistiiglini gézlemlemistir. Bunun sebebi olarak da larvalarin
yag dokularinda olusan oksidatif stres sonucuna bagli antioksidan savunma
mekanizmalarini bozdugunu sdylemistir.

Altuntag (2015), G. mellonella larvalar ile yaptigi bir calismada bitki
biiylime diizenleyicisi olan giberillik asitin SOD, CAT ve GST aktiviteleri iizerine
etkilerini incelemistir. Diisiik dozlarda SOD ve GST aktivitelerinde belirgin bir
artig tespit edilmistir. Son evre larvalarin hemolenfinde CAT aktivitesinde biitiin
dozlarda(2.000 ve 5.000 ppm) artis gézlenmistir.

Regan ve Sumen (2010), aliiminyumun Vanessa cardui (Lepidoptera:
Nymphalidae) {izerindeki etkilerini incelemislerdir. Larvalarin besinlerine farkli
konsantrasyonlarda aliiminyum kloriir hekzahidrat eklemisler ve tiim gelisme
stirecinde biyolojilerini ve meydana gelen erginlerin yumurta iiretimini
arastirmuglardir. Yiiksek dozlarda, larvalarda mutasyon ve 6liim orani artmis, ergin
¢ikist azalirken, erginlesen bireylerde mutasyon artisi bulunmus ve yumurta verimi
onemli derecede diigmiistiir. Tiim bu olumsuz etkiler dozun yiikselmesine paralel
olarak artis gostermistir.

Suganya ve ark. (2016), yaptiklar1 ¢alismada Spodoptera litura larvalarina
farkli konsantrasyonlara sahip Cd ve Pb metalleri besin ortamina konularak 24-48
saat sonra antioksidan enzimlerinin etki parametrelerini incelemislerdir. Larvalar,
48 saatte Cd 0.3, 0.44 ve 0.50 mg veya Pb 0.48 , 4.8 ve 9.6 mg konsantrasyonlari
iceren besinlere uygulandiktan sonra antioksidan enzimlerin aktivitesinde
degisiklikler yapildigini tespit etmislerdir. Elde edilen veriler sonucunda enzim
aktivitelerinin sonuclar kontrol ile karsilagtirildiginda SOD, CAT, GST gibi enzim
aktivitelerinin artan konstrasyonlarda arttigini sdylemislerdir.

Vuori ve Kukkonen (1996), aliiminyum, kadmiyum, bakir, kursun ve ¢inko
gibi agir metallerin sucul bir bdcek tiri olan Hydropsyche pellucidula

(Trichoptera: Hydropsychiade) larvalarinda viicut ylizeyindeki dokular tarafindan
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absorblandig1 ve ekzokiitikiila olusumunu etkileyerek morfolojik anormalliklere
neden oldugu tespit edilmistir.

Garcia-Medina vd. ( 2010),Aliiminyumun farkli derisimlerine 96 saat siire
ile maruz birakilan C. carpio’da lenfosit antioksidan enzim aktivitelerini
incelemisler. SOD aktivitesi kontrole gore azalma gosteritken, CAT ve GPx
aktiviteleri  diizeyinde aliiminyum konsantrasyonuna bagli olarak artiglarin
oldugunu belirtmislerdir.

Pettersson ve ark. (1985), Anabaena cylindrica’da pH degeri 6 olan bir
ortamda 3.7 uM’ lik aliiminyum uygulamasinin biiyiime ve nitrogenaz aktivitesini
inhibe ettigini, ayn1 pH degerinde 180 uM’lik aliiminyum konsantrasyonunun 120
saat sonra biiyiimeyi % 50 oraninda azalttigini rapor etmislerdir.

Omurgalilarla yapilan benzer ¢aligmalarda , Benavides ve ark. (2016), 7,
14 ve 21 giin boyunca ZnO ve Al,0O; NP maruz birakilan Carassius auratus ile
yaptiklar1 ¢caligmada, SOD ve CAT aktivitesi tiim NP konsantrasyonlarinda hem
solungag¢ hem de karacigerde 7-14 giin arasinda belirgin artig gosterirken 14-21 giin
arasinda belirgin azalig gosterdigini tespit etmislerdir.

Shrivastava ve ark. (2013), yaptiklart ¢aligmada Al,O;, TiO, ve ZnO
nanopartikiillerine maruz birakilan farelerin beyin, karacigerde ve eritrositlerinde
olusan etkileri gozlemlemislerdir. Arastirma sonucunda Al,Os;, TiO, ve ZnO
nanopartikiillerinin ROS seviyelerini artirmasina neden olarak antioksidan enzim
aktivitelerinde anlamli degisimlere neden olduklarini bulmuslardir. Aragtirma
sonucunda Al,O;, TiO, ve ZnO nanopartikiillerinin beyin, karacigerde ve
eritrositlerinde oksidatif strese neden olma bakimindan énemli etkilerinin oldugunu
belirtmislerdir. Aynm1 zamanda, Al,Os;, TiO, ve ZnO nanopartikiillerin beyinde de
ciddi etkilerinin olabilecegini, 6zellikle norotoksik etkiler goriilebilecegi hakkinda
yorumlar yapmuglardir. Bir siralama yapildiginda en fazla etki ZnO tarafindan
olusturulurken, bunu Al,O3 ve TiO; izlemistir.

Kim ve ark. (2009), Al,O3 nanopartikiiliiniin genotoksisitesini belirlemek

icin uygulama sonrasi fare lenfoma hiicrelerine canlilik testi, komet testi ve
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thymidine kinase gen mutasyon testi uygulamiglardir. Sonug¢ olarak; Al,O;
nanopartikiiliiniin sitotoksik oldugu ve DNA hasarina neden oldugu fakat mutagen

etki gostermedigi ortaya ¢ikmugtir.
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3. MATERYAL VE METOD

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

Calismada materyal olarak kullanilan Galleria mellonella L. larvalari, C.U.
Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hayvan Fizyolojisi Laboratuvar
ortaminda kitle {iretimi yapilan 28 + 2°C sicaklik ve %70+5 bagil neme sahip
ortam kosullarinda Bronksil (1961) tarafindan belirlenmis olan yar1 sentetik besin
ile beslenen stok kiiltiiriinden elde edildi. Sentetik besinin hazirlanmasi icin 5
litrelik cam kavanozlara, 2000 ml kepek, 250 ml gliserin, 350 ml petek, 100 ml bal
ve 100 ml saf sudan olusan besin bilesenleri konularak genis bir kap igerisinde el
yardimi ile iyice karstirildi. Hazirlanan besin, bes litrelik cam kavanozlarin

yaklasik 2/3’ne kadar dolduruldu.

Sekil 3.1. Cam kavanozda besin ortaminda G.mellonella larvalari
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Igerisinde besin bulunan cam kavanozlarin igine birakilan ergin erkek ve
disi boceklerinin ¢iftlesmesi sonucunda disilerin biraktig1r yumurtalarin agilmasiyla
stok kiiltiiriin devamlilig1 saglandi. Yumurtalardan ¢ikan larvalar gelisimlerini 7

evrede tamamladi.

Sekil 3.2. G.mellonella L. Son dénem larvalar1

3.1.2. Deney Besinlerinin ve Agir Metal Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi
G. mellonella (L.)’ nin son dénem larvalarina, Alimiinyum oksitin farkl

konsantrasyonlar1 enjeksiyon metodu uygulandi. Larvalar %95’lik etanol ile

silindikten sonra, birinci arka bacak iistiinden ince uglu mikromakas ile delinip,

mikropipet ile 10 ppm, 50 ppm ve 100 ppm lik Al,O; ¢dzeltisi enjekte edildi.
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Sekil 3.3. G.mellonella larvalaria Al,O; ¢ozeltisi enjekte uygulamasi

Denemede 180 adet larva kullanildi. AlLO; ¢ozeltisinin  farkl
konsantrasyonlar:1 ( 10 ppm , 50 ppm ve 100 ppm) G.mellonella larvalarina
enjekte edildikten sonra, 2 , 4 ve 8 saatlik siirelere maruz birakildi. Kontrol
grubundaki larvalara ise, sadece distile su enjeksiyonu yapildi. Kontrol ve
uygulama gruplar1 belirtilen siireler sonunda diseksiyon yontemi ile bagirsak ve

yag dokular1 alinip incelendi.
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Sekil 3.4. Agir metal uygulanan deney gruplari ve kontrol gruplart

=

3.2. Metod
3.2.1. Dokularin izolasyonu

Larvalar buz iizerinde 2-3 dakika bekletilip hareketleri yavaslatildiktan
sonra, %95 etil alkol ile dezenfekte edildi. Larvalar sirt kismi strafora gelecek
sekilde igneler ile sabitlendi ve arka bacaklarinin Oniinden orta eksen boyunca
alkol ile dezenfekte edilmis mikro makas ile kesilerek diseksiyonu yapildi. Ilk
olarak yag doku bir pens yardimiyla izole edildi ve daha sonra orta bagirsak kismi
alind1. izole edilen yag doku ve orta bagirsak, igerisinde homojenizasyon tamponu

(20 mM; pH 7,6) bulunan ependorf tiiplere aktarildi.
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Sekil 3.6.  G. mellonella larvasindan alman orta bagirsak ve yag dokunun
ependorf tiiplere aktarimi

Homojenizasyon Tamponu;

Tris (hidroksimetil) aminometan 24228 g
EDTA 0,2923 ¢
Sakkaroz 1712 ¢
KCl 112 ¢g
Dithiotreitol (DTT) 0,1543 g
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3.2.2. Dokularin Homojenizasyonu

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

Bagirsak doku &rneklerinin ise, ilk 6nce ultra turrax ile homojenizasyonu
saglandi ve sonrasinda yag doku i¢in uygulanan santrifiij islemleri uygulandi. Her

iki dokudan da Bradford tayini i¢in eppendorflara 100 pl stipernatantlardan ayrildi.

Sekil 3.7. Ultra turrax ve Ultrasonik homejenizator

Tim bu islemler sonunda slizme islemi yapildi. Siizme isleminde diisiik
molekiil agirlikli proteinleri uzaklastirmak icin Sephadex® G-25 jel kolonlar
kullanild1 (Gonzalez-Reya ve ark, 2014). Homojenizasyon tamponu ile kolonlar 5
defa temizlendi ve temizlenen kolonlara 2500 pl 6rnek koyularak tamamen
stiziilmesi beklendi. Siiziilme isleminden sonra, 3500 pl tampon eklenerek siiziilen
ornekler enzim aktivitesi i¢in eppendorf tliplere ayrildi ve ayrilan ornekler, -80

°C’de enzim aktivitelerinin tayini islemlerine kadar derin dondurucuda saklandi.
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Sekil 3.8. Homojenatlarin Sephadex® G-25 jel kolonlarinda stizme islemi

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

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi igin McCord ve Fridovich
(1969), yontemi kullanildi. Siiperoksit dismutaz (SOD: EC: 1.15.1.1) aktivitesinin
tespiti ksantinoksidaz/ hipoksantin sistemi tarafindan sitokrom ¢’ nin azalmasinin
6l¢iilmesine dayanmaktadir. 1 birim SOD, sitokrom ¢ azalisinin %50’ sinin inhibe
edilmesiyle biriken enzim miktar1 ile ifade edilmektedir. SOD aktivitesi, total

protein konsantrasyonunun U mg-1 olarak tanimlanmasiyla elde edilir.
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a-Cozeltiler:

Fosfat Tamponu;

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

Soliisyon A Soliisyon B
KH2PO4 6,8 g KZHPO4 8,7 g
EDTA 0,0292 g EDTA 0,0292 g
Ultra Saf Su 1L Ultra Saf Su 1L
Hipoksantin;
Hipoksantin 204 g
Ultra saf su 100 ml

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

Sitokrom c oksidaz;

Sitokrom ¢

37,5 mg

Fosfat tamponu

20 ml

Ksantin oksidaz (56 Um/ml);

Ksantin

50 pl (38,5 Um/ml)

Fosfat tamponu

2 ml

b- Ksantin oksidaz testi:

Fosfat tamponu 2700 wl
Hipoksantin 100 pl
Sitokrom c oksidaz 100 pl
Ksantin oksidaz 100 pl
Toplam 3000 pl
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Ksantin oksidaz testi drnekler okunmadan énce yapildi. Olgiimler, 550 nm

absorbansta bir dakika boyunca liger kez tekrar edildi.

c- Orneklerin 6l¢iilmesi:

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

Ornekler 550 nm absorbansda 1 dakika boyunca kinetik olarak

spektrofotometrede 6l¢iildi.

3.2.3.2. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Tayini

Katalaz (CAT) enzim aktvitesi i¢in Greenwald (1985) yontemi kullanildi.
Katalaz (CAT: EC: 1.11.1.6) aktivitesi bir dakika boyunca 240 nm absorbansta
H,O,” in parcalanmasiyla aciga ¢ikan azalan absorbansin oOlgiilmesi olaymna
dayanmaktadir. Sabit say1 (¢240= 40 M-1cm-1) kullanilarak birim zaman basina
absorbanstaki degisimler katalaz aktivitesinin Sl¢limii olarak alimmustir. Enzim

aktivitesi nmol min-1 mg-1 protein birimiyle verilmistir.
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a- Cozeltiler:
Fosfat tamponu;
50 ml Sol A+ 250 ml Sol B; pH 7,8 1L ultra saf su ile tamamlanir. pH 7,5 olarak

HCl ile ayarlanir.

Soliisyon A Soliisyon B
KH,PO, 109¢ K,HPO, 1392 ¢
Ultra Saf Su 1L Ultra Saf Su 1L
H202:

Ayr1 bir meziirde %30’ luk H,O, 1,7 ml konulur onun iizerine hazirlanan
fosfat tamponu ile 100 ml’ ye tamamlanir. Hazirlanan bu ¢dzelti ayr1 bir siseye

konur.

b- Orneklerin 6l¢iilmesi:

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

Ornek 100 -
Toplam 3000 3000

Orneklerin, 240 nm absorbansta 10 saniye araliklarla 1 dakika boyunca

kinetik olarak dl¢iimleri spektrofotometrede yapildi.

3.2.3.3. Glutatyon peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesinin Tayini

Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi i¢in Lawrence ve Burk (1976)
yontemleri kullanildi. Total glutatyon peroksidaz (GPx: EC: 1.11.1.9) NADPH’ in
340 nm’ de oksidasyonunu takiben glutatyon reduktaz, rediikte glutatyon ve
substrat olarak kiimen hidroperoksit varliginda 6l¢iilmektedir. GPx aktivitesi, total

protein konsantrasyonun nmol dk-1 mg-1 cinsinden ifade edilmektedir.
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a- Cozeltiler:

Fosfat tamponu;

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

Soliisyon A Soliisyon B
KH,PO, 13.6 g K,HPO, 174 g
Ultra Saf Su 1L Ultra Saf Su 1L
GSH (rediikte glutatyon);
GSH 0,123 g
Fosfat tamponu 10 ml
Kiimen hidroperoksit;
Kiimen (%80) 0,563 ml
Etanol 20 ml

100 ml’ ye kadar ultra saf su ilave edilir.

GR (glutatyon reduktaz);

GR

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

Fosfat tamponu

1,78 ml

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

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

GSH (40 mM) 50

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

Tris tamponu* 300
Kiimen hidroperoksit 100
Toplam 1000

*Ornegin homojenizasyonunda kullanilan Tris HCI tamponu

c- Orneklerin élciilmesi:

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

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

Ornek 300 -
Kiimen hidroperoksit 100 -
Toplam 1000 1000

Ornekler, 340 nm absorbansda 1 dakika boyunca spektrofotometrede
olgtldi.

3.2.3.4. Total Protein Miktarimin Belirlenmesi
Bradford yontemi, proteinlerde bulunan arjinin, triptofan, tirozin, histidin

ve fenilalanin gibi aminoasit rezidiilerinin, Coomassie brillant blue G-250 boyasina
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baglanmasiyla mavi renkli kompleks olusmasi esasina dayanir. Renklendirilmis

¢Ozeltinin absorbansi 595 nm’de 6l¢iiliir (Bradford, 1976).

a- Standart grafigin hazirlanmasi

Stok protein ¢ozeltisi bovin serum albiimin (BSA)’ den 1 mg/mL olarak
hazirlandi. Stok protein ¢ozeltisi 0, 10, 20, 30 ve 50 pg/L derisimlerinde
seyreltilerek ¢ozeltiler hazirlandi. Ornek protein derisimlerinin 6lgiilmesinde
kullanilan yontem ile standartlarin absorbans degerleri tespit edildi ve standart
grafigin olusturulmasinda kullanildi. Cozeltiler hazirlandiktan sonra 5 saniye

vortekste karistirildi.

Standart Protein ¢ozeltileri:

Konsantrasyon (ug/L) | O 10 20 30 50
BSA (ml) 0 0,05 0,1 0,15 0,25
Ultra saf su (ml) 5 4,95 49 4,85 4,75

b- Bradford Reaktifi:

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

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

1/100 oraninda, daha sonra tekrar 1/5 oraninda seyreltildi.

d- Standartlarin ve érneklerin okunmasi
Hazirlanan standart ¢ozeltilerden baska bir tiipe 250 ul eklendi, lizerine 750
ul Bradford reaktifi ilave edildi. Ornekler 595 nm absorbansta spektrofotometrede

okundu. K&r olarak 6rnekle ayni miktarda ultra saf su kullanildi.
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3.2.3.5. Istatistiksel Analizler

Kontrol ve agir metal uygulanmis deney gruplarn arasindaki istatistiksel
veriler SPSS 21.0 bilgisayar programinda SNK testi kullanilarak degerlendirildi.
P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. SOD Enzim Aktivitesi

G. mellonella’nin orta barsak ve yag dokusundaki 10 ppm, 50 ppm ve 100
ppm ALO; cozeltilerinin 2, 4 ve 8 saatlik silire sonundaki SOD enzim
aktivitelerindeki degisiklikler Cizelge 4.1. ile Sekil 4.1. ve 4.2. de verilmistir.
Elde edilen verilere gore; her iki doku icinde SOD enzim aktivitelerinde istatistiki
olarak belirgin farkliliklar gbzlenmektedir.

Orta barsakta SOD aktivitesinde 2 saatlik siire sonunda biitiin
konsantrasyonlarda kontrole gore artis ve azalislar gozlenmis, 6zellikle 50 ppm
AlLO; derisiminde belirgin bir artis olmus ve istatistiksel olarak 6nemli kabul
edilmistir. 4 saatlik silire sonunda artan konsantrasyonlarda kontrole gore ayni
sekilde artig ve azaliglar olmus en fazla artis orani ise 100 ppm lik konsantrasyonda
gozlenmistir. 8 saatlik siire incelendiginde kontrol grubuna gore 10 ppm Al,O;
¢oOzeltisinde onemli bir fark gézlenmezken, 50 ppm Al,O; ¢ozeltisinde artis, 100
ppm Al,O; grubunda ise enzim aktivitelerinde azalis gézlenmistir.

Yag dokusunda SOD aktivitesinde 2 saatlik siire sonunda biitiin
konstrasyonlarda kontrole gore dnemli azalis gézlenmistir. 4 saatlik siire sonunda
artan konstrasyonlarda belirgin olarak artislar gézlenmis ve bu artislar istatistiki
agidan 6nemli bulunmustur (P< 0.05). 8 saatlik siire sonunda kontrole gore 100
ppm Al,O; grubunda belirgin bir fark gézlenmezken 10 ppm Al,O; ¢ozeltisinde

artis ve 50 ppm Al,O; grubunda ise azalig goriilmiistiir.
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Cizelge 4.1. Al,0; Cozeltilerinin G. mellonella’nin orta barsak ve yag doku SOD
enzim aktivitesi {izerine etkileri

SOD AKTIVITESI (U mg-1 protein) (X £ sx )*

ORTA BARSAK YAG DOKU
DERISIM 2 saat 4 saat 8§ saat 2 saat 4 saat 8 saat
(mg/)
Kontrol 0.1405+0,0004 a 0.1732+0.0024 a 0.1311+0,0034 a 0.0279+0,0007 a 0.0065£0,0001 a 0.0161+0,0001 a
10 ppm 0,1034=0,0001 b 0,0849+0,0049 b 0,1206+0,0017 a 0,0147+0,0007 b 0,0104+0,0001 a 0,0203=0,0001 b
50 ppm 0,5049+0,0024 ¢ 0.1329+0.0016 ¢ 0.3331=0.0147 b 0,0104+0,0001 ¢ 0.0416=0.0011 b 0,0132+0.,0001 ¢
100 ppm 0.1370£0.0014 d 0.2367+0,0000 d 0.0810+0,0021 ¢ 0.0172+0,0001 d 0.0860+0,0025 ¢ 0.0167+0,0003 a

*SNK; Kiiciik harfler konstrasyon arasi farki gostermek i¢in kullanilmistir. Ayni harflerle
gosterilen veriler arasinda istatistiki fark yoktur(P< 0.05).
X £ sX : Aritmetik ortalama * Standart hata

SOD Aklivitesi ( U mg! protein)

0.7 -+
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= 100 ppm
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Sekil 4.1. Al,Os ¢ozeltilerinin G. mellonella’nin

orta barsak dokusundaki SOD

enzim aktivitesi tizerine etkileri

36



4. BULGULAR VE TARTISMA Mustafa ONEL
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Sekil 4.2. AlO; ¢ozeltilerinin G. mellonella’nin yag dokusundaki SOD enzim
aktivitesi tizerine etkileri

4.1.2. CAT Enzim Aktivitesi

Cizelge 4.2 ile Sekil 4.3. ve 4.4’de G.mellonella larvalarinin orta barsak ve
yag dokusundaki 10 ppm, 50 ppm ve 100 ppm Al,O; ¢ozeltilerinin 2.4 ve 8 saatlik
siire sonundaki CAT enzim aktivitelerindeki degisiklikler verilmistir.

Elde edilen verilere gore orta barsaktaki CAT aktivitesinde 2 saatlik siire
sonunda kontrole gore tiim gruplarda istatistiksel olarak farkliliklar ortaya
cikmustir. 10 ppm ve 50 ppm Al,O; grubunda kontrole gore enzim aktivitelerinde
artis gozlenmis, 100 ppm de ise azalis olmustur. 4 saatlik siire sonunda kontrole
gore biitiin konstrasyonlarda artislar gézlenmistir. 8 saatlik siire sonunda ise
kontrole gore 10 ppm Al,O; ¢ozeltisinde azalis olurken 50 ppm ve 100 ppm
AlL,O5 ¢ozeltilerinde enzim aktivitesinde belirgin bir artis tespit edilmistir.

Yag dokusundaki CAT aktivitisinde 2 saatlik siire sonunda 10 ppm ve 100
ppm AlO; konsantrasyonlarinda  kontrole goére Onemli derecede artig

gozlenirken, 50 ppm AlL,O;  ¢ozeltisinde kontrole gore azalis goézlenmistir ve
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istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. 4 saatlik siire sonunda kontrole gore 10 ppm
AlO; konsantrasyonunda istatistiki agidan herhangi bir fark gézlenmezken , 50
ppm ve 100 ppm Al,O; enzim aktivitelerinde belirgin bir artis olmustur. 8 saatlik
stire sonunda kontrol grubuna gére 10 ppm AlL,O; cozeltisinde 6nemli derecede

artig tespit edilirken 50 ppm ve 100 ppm Al,O; konsantrasyonunda ise istatistiki

acidan 6nemli bir fark gozlenmemistir( p<0.05).

Cizelge 4.2. ALLO; Cozeltilerinin =~ G. mellonella’nin orta barsak  ve yag
dokusundaki CAT enzim aktivitesi izerine etkileri
CAT AKTIVITESI (U mg-1 protein) (X + sx )*
ORTA BARSAK YAG DOKU

DERISIM 2 saat 4 saat 8§ saat 2 saat 4 saat 8§ saat

(mgT)

Kontrol | 0,164620.0024a | 0.13242 000362 |0,1908£0.0091a | 0.181520.0049a | 0.1265£00026a | 0.240120,0103 a
10ppm | 0.257820,0326b | 02990200006 b | 0,1687=0,0029b | 0330420,0059b | 012762001552 | 04424200142 b
S0ppm | 05118£00337c | 03665+ 00238 ¢ | 1454200084 ¢ | 0,114120.0057¢c | 05284200078 b | 0,2356=0,0030 a
100ppm | 0,0922+0,0039d | 1,.2954=0,0187d |09942:00377d |0,1988:0,0040d | 1,307320,0372¢ | 0,25380,0153 a

*SNK; Kii¢iik harfler konstrasyon arasi farki gostermek i¢in kullanilmistir. Ayni1 harflerle
gosterilen veriler arasinda istatistiki fark yoktur(P< 0.05).
X £ sX : Aritmetik ortalama + Standart hata
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Sekil 4.3. AlL,O; gozeltilerinin G. mellonella’nin orta barsak dokusundaki CAT
enzim aktivitesi lizerine etkileri

YAG DOKU CAT AKTIVITESI
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Sekil 4.4. AL Os; ¢ozeltilerinin G. mellonella’nin yag dokusundaki CAT enzim
tizerine etkileri
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4.1.3. GPx Enzim Aktivitesi

Cizelge 4.3. ile Sekil 4.5. ve 4.6. da G.mellonella’nin orta barsak ve yag
dokusundaki GPx enzim aktivitelerindeki degisimler gosterilmistir. . Elde edilen
verilere gore orta barsaktaki GPx enzim aktivitesinde 2 saatlik siire sonunda
kontrol gruba gore, 10 ppm ve 100 ppm Al,O5 c¢ozeltilerinde azalis olmus, 50 ppm
de ise artis gdzlenmis ve istatistiksel olarak dnemli kabul edilmistir. 4 saatlik siire
sonunda kontrol grubuna gdre 10 ppm ve 50 ppm de enzim aktivitelerinde benzer
yonde azalis gozlenirken 100 ppm Al,Os’de artis tespit edilmistir. 8 saatlik siire
sonunda kontrole gore, 50 ppm Al,O; uygulamasi yapilan grup disinda azalig
gbzlenmis ve istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.

Yag dokusundaki GPx enzim aktivitelerinde 2 saatlik siire sonunda
kontrole gore biitiin konsantrasyonlarda azalis gozlenmis ve istatistiki agidan
onemli bulunmustur. 4 saatlik siire sonunda kontrole gore 10 ppm Al,O3’de
istatistiki agidan bir fark gézlenmezken 50 ppm ve 100 ppm Al,O3’de ise
belirgin olarak artis gdzlenmistir.8 saatlik siire sonunda kontrole gore 10 ppm
Al,Oy’de azalis , 50 ppm ve 100 ppm Al,Os’de ise belirgin olarak artis

gOriilmiigtiir.
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Cizelge 4.3. Al,0; Cozeltilerinin G. mellonella’nin  orta barsak  ve yag
dokusundaki GPx enzim aktivitesi lizerine etkileri
GPx AKTIVITESI (U mg-1 protein) (X * sx )*
ORTA BARSAK YAG DOKU

DERISIM 2 saat 4 saat § saat 2 saat 4 saat 8 saat

(mgM)

Kontrol 0,11960,0005 a 0,1720£0,0022 a 0,1693+0,0005 a 0,0169+0,0004 a 0,0040+0,0003 a 0,0063£0,0000 a

10 ppm 0,0530+£0,0013 b 0,0802+0.0002 b 0,0474+0.0033 b 0,0088+0.0006 b 0.0039+0,0002 a 0,0042+0.0004 b

50 ppm 0.2017+0,0171 ¢ 0,0802+£0,0042 b 0,292740,0109 ¢ 0,0027+0,0006 ¢ 0,0338+0,0018 b 0,01224+0,0002 ¢

100 ppm 0,0776x£0,0034 b 0,24224+0.0080 ¢ 0,0270+0,0040 d 0,0078+0,0001 b 0,1289+0,0093 ¢ 0,0150+0,0003 d

*SNK; Kiigiik harfler konstrasyon arasi farki géstermek igin kullanilmistir. Ayni harflerle gosterilen
veriler arasinda istatistiki fark yoktur(P< 0.05).

X *sX : Aritmetik ortalama + Standart hata
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Sekil 4.5. Al,O; c¢ozeltilerinin G. mellonella’nin

enzim aktivitesi tizerine etkileri
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Sekil 4.6. ALOs ¢ozeltilerinin G. mellonella’nin yag dokusundaki GPx enzim
aktivitesi iizerine etkileri

4.2. Tartisma

Yapilan ¢alismada, Al,O; ¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlar1 ( 10 ppm ,
50 ppm ve 100 ppm) G.mellonella larvalarina enjekte edildikten sonra 2 , 4 ve 8
saatlik siirelere maruz birakildiginda orta barsak ve yag dokusundaki siiperoksit
dismutaz (SOD) , katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) antioksidan
enzim aktivitelerine olan etkileri incelenmistir.

Topraga ya da suya karisan bazi zararli maddeler uzaklastirilabilir veya
biyolojik olarak parcalanabilirler fakat agir metaller uzaklastirilamaz ve bununla
birlikte ortamda cok fazla birikerek kimyasal ve biyolojik prosesleri olumsuz
olarak etkilerler. Bu nedenle gevresel kirleticilerin biiyilik bir kismini agir metal ve
tuzlar1  olusturmaktadir. Aliiminyumun saf hali dogada bulunmakta ve suda
coziinmemektedir. Aliiminyum hidriir (AlH;) , Aliiminyum kloriir ( AlCls) ,
Altiminyum siilfat ( Al,SO,); ve Aliiminyum oksit (Al,O;) gibi aliiminyum tuzlar

giinimiizde pek cok alanda kullanilmaktadir.(Alkan, 2006). Aliiminyum tip
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alaninda birgok ilacin igeriginde kullanilmaktadir(Garbossa ve ark.,1996). En ¢ok
kullanilan nanopartikiillerden biri olan Al,O; (aluminyum oksit) katalizor olarak
(Hanemann ve Szabd, 2010) ve farkli malzemelerin mekanik 6zelliklerini
gelistirmek icin malzeme bilimlerinde yaygin bir kullanima sahiptir (Nazari ve
ark., 2010).

Serbest radikallerin ana kaynagi olan molekiiler oksijen paralel spin
halinde eslenmemis iki elektrona sahiptir Eslenmemis elektrona sahip molekiiler
oksijen, ROT ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynar Organizmada gecis metallerine
sahip enzimler araciligtyla molekiiler oksijene bir elektron transferiyle oksitlenme
reaksiyonlar1 gergeklesir. (Gutteridge , 1994). Superoksit anyon radikalleri,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirleri, oksijen tiiketen
organizmalar tarafindan siirekli olarak iiretilmektedir. Ksenobiyotiklere veya toksik
kirleticilere maruz kalmak bu endojen ve eksojen ROT 'lar arasinda bir dengesizlik
olusturarak, organizmalarda dogrudan oksidatif hasara veya antioksidan savunma
sisteminde bir zayiflamaya neden olabilir (Valavanidis vd., 2006). SOD. CAT ve
GPx gibi antioksidan enzimleri iceren savunma sistemleri ROT olusumlarini
azaltmaya egilimlidir (Van der Oost vd., 2003).

Serbest radikaller viicutta siirekli olusabilir ve olusan bu radikaller
antioksidan savunma sistemleri tarafindan ortadan kaldirilirlar. Antioksidanlar
hiicrede serbest radikalleri temizleyerek hiicrenin hasar gormesini Onler ya da
geciktirir. Antioksidanlar viicutta dogal olarak iretilebilmektedir bununla birlikte
disardan besinlerden de almabilir (Lobo ve ark.,2010). Antioksidan sistem
enzimatik ve enzimatik olmayan karmasik sistemlere sahiptir. Bu nedenle hiicrede
birinci, ikinci ve ii¢lincli antioksidan savunma mekanizmalarindan bahsedebiliriz.
SOD, CAT ve GPx serbest radikallere kars1 ilk savunma basamagini
olugturmaktadir. (Niki , 1993). SOD, ROT ve anyonuna karsi onemli bir
antioksidan enzimdir. SOD bir siiperoksit radikalini O, molekiiliine ytikseltgeyip,
diger bir siiperoksit radikalini ise daha az reaktif bir molekiil olan hidrojen

perokside(H,0,) indirgenmesini katalize eder (Sanyal ve ark., 2009). SOD
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enziminin etkisiyle meydana gelen ve hiicre icin toksik olan hidrojen peroksit
(H,0,) CAT enzimi sayesinde su ve oksijene doniistiiriilmektedir (Valko,
vd.,2007; Singh, vd.,2009).

Yapilan calismadan elde ettigimiz verilere gore, G.mellonella larvalariin
orta barsakta 2, 4, ve 8 saatlik siireler sonunda SOD aktivitesinde kontrole gore
artiy ve azalislar gozlenmistir. Giberellik asit (GAj) ile yapilan bir calismada
yiiksek dozlardaki uygulamaya maruz kalan G. mellonella larvalarinin
hemolenfindeki SOD aktivitesinin azaldig1 belirlenmistir ( Altuntas, 2015). G.
mellonella ile yapilan bir diger ¢calismada ise, larvalarin hemolenfinde krom(Cr) ve
kursunun (Pb) artan konsantrasyonlarinda kontrole gore CAT ve SOD enzim
aktivitesinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Wu ve Yi, 2015). G. mellonella
larvalarindaki antioksidan enzimler tlizerine Bacillus thuringiensis uygulunarak
yapilmig bir ¢aligmada ise SOD aktivitesinin artmis oldugu ifade edilmistir
(Dubovskiy  ve ark, 2008). Yapilan farkli bir calismada ise G.mellanella
larvalarina potasyum nitrat uygulamasi sonucunda SOD aktivitesinde belirgin bir
artis gozlendigi bildirilmistir (Maguire ve ark., 2017). Calismamizda yag
dokusunda 2 ve 8 saatlik uygulama gruplarinda kontrole gore SOD enzim
aktivitelerinde azalig goriilirken 4 saatlik biitiin uygulama gruplarinda artan
konstrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmektedir. Metallerin
organizmada fazla birikmesi siiperoksit radikallerinin ve hidrojenperoksitin (H,O,)
olusumunu arttirir. Béylece SOD aktivitesi artan radikallere paralel olarak azalmis
olabilir. Calismamizda 6zellikle orta barsakta 8 saatlik siire sonunda 100 ppm’ lik
cozeltide yag dokuda ise 2 saatlik siire sonunda kontrole gore gozlenen bu
azaliglar , yiiksek dozdaki toksisiteye maruz kalan organizmanin artan oksitatif
stres karsisinda enzim akivitesinin inhibe edildiginin gostergesi olabilir. Stres
olusumuna sebep olan etkenler siiperoksit radikallerini olusturdugunda SOD enzim
aktivitesi artmaktadir. Ancak SOD enzim aktivitesi baskilanir ve diiserse olusan
radikaller engellenemez ve hiicrelerdeki stres etkenleri altinda lipit peroksidasyonu

ile beraber MDA miktar1 da artar ( Ahmad ve Pardini, 1990). G. mellonella
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larvalarimin hemolenflerine ZEB uygulamasindan sonra SOD enzim aktivitelerinde
gozlenen bu azalmanin larvalarin fazla miktardaki MDA igerigi ile iliskisi
olabilecegi belirtilmistir(Cakir,2019). Yine yapilan benzer bir ¢aligmada larval
hemolenfteki siiperoksit dismutaz aktivitesinin azalma nedeninin Azadiraktin
(AZA) uygulanan larvalarin yiiksek MDA igerigi ile baglantili olabilecegi
sOylenmistir. Stres faktorlerinin siiperoksit radikali tirettiginde SOD aktivitesinin
artt1ig1, eger SOD enzimi inhibe olur veya azalir ise radikaller uzaklastirilmaya ve
stres altinda hiicredeki lipid peroksidasyonunu ve dolayisiyla MDA igeriginin
artacagini ifade etmislerdir (Dere,2015).

Benavides ve ark. (2016) 7, 14 ve 21 giin boyunca ZnO ve Al,0O; NP
maruz birakilan Carassius auratus’da SOD ve CAT aktivitesinde tiim nanopartikiil
konsantrasyonlarinda 7-14 giin arasinda belirgin artis, 14-21 gilin arasinda ise
belirgin bir azalis oldugunu tespit etmislerdir. Bu azaligin kirleticilere maruz
kalindiginda, enzim aktivitesinin yilikselmesine yol agmis olabilecegini, ancak daha
yiiksek seviyelerde veya siirekli maruz kalindiginda, artan oksidatif stresin enzim
aktivitesini  inhibe  ederek  savunma  mekanizmalarim1  azaltmasindan
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

Deniz omurgasizlarinda ve omurgalilarda yapilan bazi c¢alismalar, kisa
stireli diisik seviyeli agir metal maruziyetinden sonra bagisiklik tepkilerinin
artabilecegini, daha uzun maruz kalma veya daha yiiksek konsantrasyonlarin ayni
tepkileri engelleyebilecegini gostermistir (Galloway ve Depledge, 2001).

Yapilan calismada G. mellonella larvalarinin orta barsakta CAT
aktivitesinde 2 saatlik siire sonunda 10 ve 50 ppm c¢dzeltide kontrole gore artis
gozlenmis 100 ppm de ise azalma olmustur. En yiiksek derisim olan 100 ppm
AlO; ¢ozeltisinde CAT enzim aktivitesinin azalmasinin sebebi SOD aktivitesinde
oldugu gibi, H,O, gibi serbest radikallerin enzim aktivitesini inhibe etmis veya
enzim  aktivitesine karst savunma = yapmig olabilecegi  goriisiinii
kuvvetlendirmektedir( Krishnan ve Kodrik,2006; Emre ve ark.,2013; Kono ve

Fridovich, 1982). Yapilan benzer bir calismada G. mellonella larvalarinin
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hemolenfine uygulanan Zebularin‘in  kontrol grubuna goére CAT enzim
aktivitesinde 8 ve 16 ppm‘lik dozlarda artis oldugu gozlense de 32 ppm‘lik en
yiiksek doz seviyelerinde azalma belirlenmistir ( Cakir, 2019). G.mellonella
larvalar1 yag dokusu iizerinde borik asit uygulamasi yapilan bir ¢alismada ise CAT
enzim aktivitesinde azalma gozlenmis, 4 saatlik siire sonunda 10, 50 ve 100 ppm
lik cozeltilerde kontrole gore oOnemli artis olmustur (Hyrsl ve ark., 2007).
Calismamizda orta barsaktaki CAT aktivitesinde 8 saatlik siire sonunda kontrole
gore 10 ppm Al,O; ¢dzeltisinde azalis olurken 50 ppm ve 100 ppm Al,O;
cozeltilerindeki enzim aktivitesinde belirgin bir artis tespit edilmistir. Bu durum
bize metallerin organizmada fazla birikmesi ve siirenin uzamasi durumunda
boceklerin immiin sisteminin artan serbest radikallere karsi daha fazla aktive
edildiginin gostergesidir.

Yag dokusundaki enzim aktiviteleri incelendiginde sadece 2 saatlik 50 ppm
¢oOzeltisinde azalig gézlenmis olup diger 2, 4 ve 8 saatlik biitiin ¢ozeltilerde enzim
aktivitelerinde artiglar goriilmistiir. Yapilan benzer ¢alismalarda G. mellonella
larvalarina uygulanan organofosforlu insektisit fenthion maddesinin CAT enzim
aktivitelerinde denenen tiim doz seviyelerinde artis gosterdigi (Yalginkaya, 2013) ,
bu artiglarin H,O, tiretiminin artmasi nedeniyle olabilecegi belirtilmisdir ( Alves
vd., 2002).

Yapilan bir diger ¢aligmada Azadiractin uygulamasi yapilan G. mellonella
larvalarinin hemolenfinde CAT aktivetesinde 24 ve 72 saat diliminde farkli doz
derigimlerinde artis yasanmigtir. AZA’ya maruz kalan G. mellonella larvalarinin
hemolenfinde SOD’un azaldigi fakat siireye bagli olarak CAT aktivitesinin arttig
goriilmiigtiir. Katalaz aktivitesinin hidrojen peroksitleri ortadan kaldirmak igin
uyarici bir tepki oldugu ve bununla birlikte boceklerin memelilerden daha yiiksek
CAT aktivitesine sahip oldugu ve CAT aktivitesinin H,O, seviyesi azaldiginda
inhibe olabilecegi yorumu yapilmistir. (Dere,2015).

Gongqing ve Yunhong (2015), G. mellonella larvalarmda yaptiklar

calismada, artan Pb ve Cr konsantrasyonlarinin kontrole gore karsilastirildiginda
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CAT ve SOD enzim aktivitesinde artisa neden oldugunu bulmuslardir. Borik asidin
G. mellonella son evre larvalarinda hemolenf SOD, GST ve GPx aktivitelerinin
benzer sekilde arttig1 tespit edilmistir ( Hyrsl et al,2007).

Yapilan ¢alismada tiim uygulama gruplarinda GPx enzim aktivitesi artan
konsantrasyonlarda kontrole gore artis ve azalis gOstermis ve istatistiki olarak
onemli bulunmustur. Yag dokusundaki GPx enzim aktivitelerinde 2 saatlik siire
sonunda kontrole gore biitiin konsantrasyonlarda belirgin derecede gozlenen azalis
dikkat cekicidir. Arastirmalara goére GPx enzim seviyesinin diisiik olmasi
antioksidan sistemin bozulmasina neden olur.Metallerin organizmada fazla
birikmesi siiperoksit radikallerinin ve hidrojen peroksitin (H,O,) olusumunu arttirir
ve bu durum GPx enziminin aktivitesinin diigmesine sebep olabilir. CAT enzim
aktivitesi H,O,’nin yiiksek konsantrasyonlarinda daha etkiliyken, daha diisiik
konsantrasyonlarinda GPx enzimi daha etkilidir (Duthie vd. 1989). Zn ve Cu ile
yapilan bir ¢alismada G. mellonella larvalarinin yag ve barsak dokularindaki GPx
enzim aktivitelerinde kontrole gore belirgin bir disiis gozlenmistir( Mese ,2019).
Farkli tiirlerle yapilan bircok ¢alismada, nanopartikiillerin hem sindirim sistemi
hem de immiin sistem hiicrelerini hedef aldiklar1 bilinmektedir. Ayrica,
nanopartikiiller organizmada kimyasal reaksiyonlar1 baslatabilmekte ve bunun
sonucunda serbest radikaller ortaya ¢ikmaktadir. Metal oksit nanopartikiilleri, genis
kullanim alanlarindan dolay1 birgok organizmada toksik etkilere neden olmaktadir.
Bombyx mori larvalarinda TiO, NP’lerinin etkileri ile ilgili yapilan ¢alismalarda,
TiO, NP ile 6n muamele sonucunda phoxim uygulamasi yapilan larvalarda
mortalitenin, beyin hasarinin ve oksidatif stresin azaldigini bildirmislerdir (Xie ve
ark., 2014). Ayrica Tian ve ark. (2016) ayni tiir ile yaptig1 bir baska calismada,
TiO, NP’ nin larvalarin yag dokusunda insiilin sinyal yolunu aktive ettigi, protein,
yag ve karbohidrat ve beslenme metabolizmalarini arttirdigini tespit etmislerdir.

Metallerin farkli boyut, konsantrasyon, uygulanan siire ve bagka metallerle
birlikte kullanilmasina bagli olarak bu farkliliklarin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ayrica antioksidan enzim aktivitelerinin tiire, gelisme evresine ve dokuya 0zgii
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olarak degistigi de gozlenmistir (Durmus, 2007). Antioksidan enzimlerin aktivitesi,
ksenobiyotiklerin uygulama siiresi ve derisiminin yani sira tiirlerin hassasiyetine
bagl olarak da artis veya azalis gosterebilir. Antioksidan savunma mekanizmasi,
bircok canlida reaktif oksijen tiirevlerinin yol actig1 hiicresel zarardan korunmak
icin bulunur. Katalaz (CAT), GSH-Px, siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon-S-
trasferaz (GST) gibi antioksidan enzimlerle birlikte, askorbik asit (Vitamin C), A,
E vitamini, indirgenmis glutatyon (GSH) gibi enzimatik olmayan antioksidanlar da
reaktif oksijen tiirevlerinin toksik etkisini yok etmektedir (Kale ve ark., 1999).

Sonug olarak aliiminyum oksitin farkli konsantrasyonlarinin enjeksiyon
yontemiyle G.mellonella larvalarina uygulandigi ¢alismamizda, doku farklarina,
uygulanan siireye ve farkli konsantrasyonlara bagl olarak SOD, CAT ve GPx
enzim aktiviteleri degisiklik géstermistir.

Laboratuvar ortaminda kolay ve hizli yetistirilmesi nedeniyle G. mellonella
toksiloji, fizyoloji gibi pek cok calisma alani i¢in model organizma haline
gelmektedir. Bu sebeplerle Dbirlikte dogal bagisiklik sisteminin memeliler ile
benzer olmasi ve parazit bir tiir olan G. mellonella’ nin ve diger zararl tiirlerle
miicadelede ekosisteme en az olumsuz etkisi olan yontemlerin gelistirilmesine

yardimc1 olacaktir.

48



5. SONUC VE ONERILER Mustafa ONEL

5. SONUC VE ONERILER

Endiistriyel devrim ile baglayan hizli sanayilesmenin bir sonucu olarak agir
metal kirliligi glinlimiizde gelismekte olan birgok iilkenin Onemli c¢evresel
sorunlarindan biridir. Boceklerin fizyolojik toksisite sonucu ¢ok miktarda metalleri
viicudunda biriktirdikleri ve besin zinciri yoluyla bu metallerin bdceklerden diger
canli organizmalara transfer edilebildikleri belirlenmistir.

Sunulan ¢alismada, G. mellonella son donem larvalarina Al,O; ¢ozeltisinin
farkli konsantrasyonlariin enjeksiyon metodu ile 2,4 ve 8 saatlik siirelere maruz
birakilarak orta barsak ve yag dokusundaki SOD, CAT ve GPx enzim
aktivitelerindeki degisimler tespit edilmistir.

ALOs’in farkli derisim ve siirelerde uygulanmasi, oksidatif stresin
gostergesi olan SOD, CAT ve GPx antioksidan enzim aktivitelerinde belirgin bir
sekilde artis ve azalislara neden olmustur. Antioksidan enzimlerinin etkinligi,
ksenebiyotiklerin uygulama siiresine, derisimine, tiire, dokuya gore de artis ve
azaliglar gosterebilir.

Metallerin organizmada fazla birikmesi siiperoksit radikallerinin ve
hidrojen peroksitin (H,O,) olusumunu arttirir. Bulunan sonuglara gore yiiksek
dozdaki toksisiteye maruz kalan organizmanin artan oksitatif stres karsisinda enzim
akivitesinin inhibe edildigini gostermistir.

G. mellonella larvalarinin oda sicakliginda {iretiminin kolay ve kisa siirede
yapilabilmesi ve ticari yonden iliretime uygun olmasindan dolayr siklikla tercih
edilen model organizmadir. G. mellonella tiirii gibi boceklerin memeliler ile benzer
dogal bagisiklik sistemine sahip olmasi immiinolojik c¢alismalarda tercih
edilmesine neden olmaktadir. Ayrica dogal ortamlarda karsilasilabilecek diger agir
metallerin toksik etkilerinin belirlenmesiyle ve antioksidan savunma sistemlerinin
aktivelerinin gdzlenmesi bundan sonraki yapilacak fizyolojik ve toksikolojik

alanlardaki ¢aligmalara katki saglayacaktir.
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