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OZET

THiIiACLOPRIDIN Galleria mellonella”’ NIN BAZI BiYOKIMYASAL VE
OKSIDATIF STRES PARAMETRELERINE ETKIiLERIi
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Biyoloji Anabilim Dah
Adiyaman Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii Eyliil 2024, Sayfa: 91
Danmisman: Prof. Dr. Tamer KAYIS

Neonikotinoid insektisit thiaclopridin biiyilk balmumu giivesi (Galleria mellonella)
larvalarinin antioksidan enzim aktiviteleri, malondialdehit (MDA) diizeyleri, hemosit sayisi,
mikroniikleus sayist ve protein, lipid ve karbonhidrat diizeyleri iizerine etkileri
aragtirtlmistir. G. mellonella larvalarina 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 pg thiacloprid dozlar1 enjekte
edilmis ve 24, 48, 72 ve 96 saatlik periyotlar sonunda analizler yapilmistir. Siiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesi, test edilen tiim periyotlarda diisiik thiacloprid dozlarinda (5, 10
ve 15 pug) 6nemli dl¢iide artarken, yiiksek dozlarda (25 ve 30 pg) onemli dlgiide azalmistir.
Katalaz (CAT) aktivitesi baz1 periyotlarda 6zellikle diisiik thiacloprid dozlarinda artislar
gosterirken, yliksek dozlarda kontrol ve negatif kontrollerle karsilastirildiginda énemli
6l¢iide azalmistir. MDA miktarlar1 tiim konsatrasyonlarda kontrol ve negatif kontrole gore
onemli artiglar gostermistir. Lipid ve karbohidrat miktarlar1 6zellikle yiiksek thiacloprid
dozlarinda kontrol ve negatif kontrol gruplarina gore onemli Olgliide azalmistir. Yiiksek
thiacloprid dozlar1 G. mellonella’nin toplam hemosit sayilarinda dnemli azalmalara neden
olurken, hemositlerde mikroniikleus olusumunun kontrol gruplarma gore onemli Olciide
arttrmistir.  Elde edilen sonuglar, olglilen parametrelerin, thiacloprid maruziyetinden
kaynaklanan oksidatif hasar1 gOstermek i¢in giivenilir biyobelirtecler olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Insektisit, Neonikotinoid, Biyobelirtecler, Thiacloprid,
Galleria mellonella



ABSTRACT

EFFECTS OF THIACLOPRID ON SOME BIOCHEMICAL AND
OXIDATIVE STRESS PARAMETERS OF Galleria mellonella

Halil Ugur AYTEKIN
Department of Biyology
Adiyaman University Graduate School of Education September 2024, Pages: 91
Supervisor:Prof.Dr. Tamer KAYIS

The effects of the neonicotinoid insecticide thiacloprid on antioxidant enzyme activities,
malondialdehyde (MDA) levels, hemocyte count, micronucleus count and protein, lipid and
carbohydrate levels of greater wax moth (Galleria mellonella) larvae were investigated. G.
mellonella larvae were injected with doses of 5, 10, 15, 20, 25 and 30 pg thiacloprid and
analyses were performed at the end of 24, 48, 72 and 96 hours. Superoxide dismutase (SOD)
activity increased significantly at low thiacloprid doses (5, 10 and 15 ug) in all tested periods,
while it decreased significantly at high doses (25 and 30 pg). Catalase (CAT) activity showed
increases in some periods especially at low thiacloprid doses, while it decreased significantly
at high doses compared to control and negative controls. MDA amounts showed significant
increases compared to control and negative control at all concentrations. Lipid and
carbohydrate amounts decreased significantly especially at high thiacloprid doses compared
to control and negative control groups. High thiacloprid doses caused significant decreases
in total hemocyte counts of G. mellonella, while micronucleus formation in hemocytes
increased significantly compared to control groups. The obtained results show that the
measured parameters can be used as reliable biomarkers to indicate oxidative damage caused

by thiacloprid exposure.

Keywords: Insecticide, Neonicotinoid, Biomarkers, Thiacloprid, Galleria

mellonella
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zglin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim agamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu g¢alismanin Adiyaman
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve higbir
sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili
yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki

ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRiS

Pestisitler ve kimyasal giibrelerin kullanilmasi tarimsal verimliligi ve kaliteyi 6nemli
Olgiide artirmasinin yanmi sira gida, yem bitkilerinin hastalik ve zararlilara Kkarsi
dayanikliligini da arttirmaktadir. Pestisitler gelismekte olan iilkelerde endemik hastaliklara
kars1 miicadelede de devrim yaratmislardir. Fakat bu yaygin pestisit kullanim1 yiyeceklerde
kalinti meydana getirmesi nedeniyle insanlar ve hayvanlar i¢in potansiyel bir risk
olusturmaktadir (Elbert vd. 2001:186).

Pestisitlerin kullanimindaki artisin gerek saglik gerekse de gevre i¢in 6nemli riskler
olusturdugu belirlenmistir. Bu durumun nedenleri olarak ortaya ¢ikan endiistriyel
emisyonlar, yetersiz sanitasyon, yetersiz atik yonetimi, kirli su kaynaklar1 ve biyokiitle
yakitlarindan kaynaklanan hava kirliligine maruz kalma gibi geleneksel kirlilik kaynaklari
cok sayida insan1 etkilemekte olup, gelismekte olan diinyada ciddi problemler
olusturmaktadir.Gelismis iilkelerde bile ¢evre kirliligi, 6zellikle de toplumun daha yoksul
kesimleri arasinda devam ettigi goriilmiistiir (Sexton ve Adgate, 1999:4; Association,
2001:357).

Kullanilan kimyasallarin bir kism1 endokrin sisteminin yapisini bozarak saglik icin
omiir boyu siirecek risk faktdrlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. insanlarin neden
oldugu c¢evre kirliligi konusu kapsam ve 6l¢gek bakimindan kiiresel hale gelmis olup bu
duruma bagli olarak saglik risklerini tanima ve acil olarak ele alinmasi1 gerekmektedir.Ayrica
etkili eylem, yalnizca sorunun biiyiikliigiiniin degil; nedenlerinin ve altinda yatan siireglerin

de anlagilmasini gerektirir (Jarup, 2003:168).

1.1. Pestisitler

Pestisitler, genel bir tanim olarak ifade edilecek olursa; tarim iiriinlerine zarar veren
(tarlada yada depolama asamasinda) organizmalar1 engellemek, zarar derecelerini kontrol
altina almak ya da zararlarin1 tamamen ortadan kaldirmak amaciyla kullanilan biiyiik bir

cogunlugu kimyasal kokenli maddelerdir (Abdollahi vd. 2004: 142)

Insanlar her giin ¢ok sayida tiiketim iiriiniinde sunulan binlerce kimyasal ile temas
etmekte ve bu triinlerin bazilart pestisit kalintilar1 icermektedir. Maruziyet; cevreye bagl
olarak veya mesleki faaliyetler yoluyla yiyecek ve igceceklerin yoluyla gerceklesir. Bu
maruziyet, tiim toplum ve bu kimyasallara maruz kalan isgiler i¢in 6nemli saglik risklerini
barindirmaktadir (Frenich vd.2007:430).



Pestisitler isyerlerinde, evlerde, okullarda, yiyeceklerde, igme ve ylizey suyunda,
havada, toprakta bulunabilmektedir. Genellikle ¢im spreyleri ve evde tutulan bocek spreyleri
gibi gesitli sekillerde kullanilir ve ¢esitli meyvelerde farkli miktarlarda bulunabilirler (Gilden
vd. 2010:103).

Kiiresel 1sinmaya bagli olarak ortaya c¢ikan bolgesel iklim degisiklikleri tarimsal
tirlinlere talebin artmasina neden olmustur. Ortaya ¢ikan bu durumda tarimda pestisitlerin
yaygin bir sekilde kullanimina neden olmustur. Bunun sonucu olarak topraktaki toksik
madde birikimi artmigstir. Diinya {izerindeki en tehlikeli ve kalici organik kimyasallar
(Aldrin, Klor-dane, Ddt, Dieldrin, Endrin, Heptaklor, Hekzaklo-robenzen, Mireks,
Toksafen, Poliklorlu bifeniller, Dioksinler, Furanlar belirlenmistir (Atuma ve Aune 1999: 8;
Karlaganis vd. 2001:216; Shetty vd. 2008: 457).

Hastaliklar1 kontrol etmek ic¢in pestisitlerin yaygin bir sekilde uygulanmasi, artan
mahsul verimi, yeni tarim arazilerinin agilmasi ve vektdr kaynakli hastaliklarin goriilme
sikliginin azalmast ile iligkilidir. Bununla birlikte, tarim zararlilarinin direncindeki bir artis,
daha diisiik mahsul verimi ve sitma gibi vektor kaynakli hastaliklarin yeniden ortaya ¢ikmasi
ile sonuglandi. Ayrica, yogun pestisit kullaniminin bir¢ok saglik sorununu ve gevresel
maliyetin artmasina neden olmustur (Eddleston vd. 2002:1163; Garrido vd. 2004:1755).

Benzer sekilde pestisitlerin yer alt1 sularina karismasi ise yeralt1 sularinda kirliligin
artmasina neden olmustur. Bundan dolay1 pestisitlerin neden oldugu yeralti suyu kirliliginin
risk degerlendirilmesi de 6nemlidir (Zhao ve Pei, 2012:1739).

Pestisitler adi altinda toplanan herbisitlerin, insektisitlerin ve fungusitlerin genel
kullanimi riskleri artirmis ve hem cevre (toprak, hava ve su) hem de insan sagligi i¢in
dogrudan veya dolayli zararlarla sonuglanmistir. Hedef dis1 organizma maruziyetinin ve saha
dist hareketliligin etkinligi bilyiik bir endise konusu haline gelmistir. Pestisitlerle az bir siire
temasin, bag donmesi, kusma, bas agrilari, uyku sorunu, deri dokiintiileri, kas kramplari, grip
benzeri ates gibi durumlarin ortaya ¢ikmasina neden oldugu gériilmiistiir. Bunun tersine,
pestisitlere uzun siireli maruz kalma, daha ciddi hastaliklara, yani kansere, cocuklarda beyin
hasarina, diisiik zeka sevyesine ve uzun siireli maruziyet nedeniyle kalict bobrek hasarina
neden olabilir. Yiiksek konsantrasyonda pestisitlere maruz kalmak 6liimle sonuglanabilir
(Sharma vd. 2020: 201). Par¢alanamayan pestisit kalintilar1 besin zincirlerine hava, su ve
toprak yoluyla girebilir ve insanlar dahil ekosistemlerdeki canlilarda ¢esitli saglik

sorunlarina neden olabilir. Pestisitler kanserojen veya sitojenik olabilir ve kemik iligi
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hastaliklarina, kisirliga, sinir bozukluklarina, immiinolojik ve solunum hastaliklarina neden
olabilir. Toksikolojik ve epidemiyolojik aragtirmalar, kanserin potansiyel saglik risklerini,
genetik malformasyonlari, néro-gelisimsel bozukluklar1 ve bagisiklik sisteminin hasarini
ortaya koymustur (Skinner vd. 1997: 112; Sanborn vd. 2004:166; McKinlay vd. 2008:117).

Pestisitlere mesleki olarak maruz kalma, orta ve uzun vadede, diger sorunlarin yani
sira ¢esitli norolojik hastaliklar, kanser, tireme bozukluklar1 ve sinir sistemi bozukluklar
dahil olmak iizere ¢ok sayida bozukluga baglanmistir. Maruz kalma genellikle pestisitlerin
uygulama nakliyesi ve karistirilmasiyla ilgilidir (Gangemi vd. 2016: 4475; Sharma vd. 2020:
201). Diinyada pestisitlerden kaynaklanan maruziyetin neden oldugu ti¢ milyonun iizerinde

zehirlenme durumu ve ortalama 300 bin civarinda 6liim bildirilmistir (Usha vd. 2017: 8).

1.2. Pestisitlerin Simiflandirilmasi

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 1975 yilinda pestisitlerin toksisitelerine gore
siniflandirilmasi 28. Diinya Saglik Meclisinde onaylanmis, o zamandan giiniimiize kadar
genis ¢apta kabul gormiistiir (Copplestone, 1988: 545).

Pestisitlerin fiziksel, kimyasal ve 6zdes ozellikleri degerlendirildiginde bir siniftan
digerine farklilik gosterdigi belirlenmstir. Bu nedenle pestisit ¢caligsmalar1 yapilirken kendi
gruplart ve siniflar1 6nemlidir. Sentetik pestisitler insan yapimi kimyasallar olup dogada
olusmazlar (Copplestone, 1988: 545; Drum, 1980).

Drum tarafindan 3 popiiler siniflandirma yontemi onerilmektedir. Pestisitlerin giris
sekline gore siiflandirma, fonksiyonlar1 ve etkili oldugu canli grubuna gore siniflandirma
ve son olarak pestisitin kimyasal bilesimine goére siniflandirma yontemi belirlenmistir
(Drum, 1980).

Pestisitler toksisitelerine gore simiflandirilmasi her pestisitin formiilasyonu ve
toksisitesi dayanmasi agisindan pestisitin az veya ¢ok tehlikeli olmasinin belirlenmesi
acisindan énemli bir kriterdir. Pestisitler bu 6zelliklere bagli olarak hafif, orta, ¢cok tehlikeli
olmak {izere siniflandirilirlar. Bunun yani sira ratlarda yapilan ¢aligmalarda oral toksisite ve
dermal toksisitede onemli bir prosediir olarak kullanilmaktadir. Ayrica kimyasal yap,
maruziyet yolu, kalicilik durumlarina gére herbisitler, insektisitler, fungusitler, fiimigantlar
ve diger kategoriler gibi uygulama yontemi dahil olmak iizere bir dizi parametrelere gore

kategorize edilir (Copplestone, 1988: 545; Ecobichon, 2001: 28).



Pestisitler, hedef canli grubuna gore; zararli boceklere karsi kullanilanlar insektisit,
nematodlara kars1 kullanilan nematisitler, mantarlara kars1 kullanilan fungisitler, yabanci ot
zararhilarina kars1 kullanilan herbisit olarak smiflandirilmistir (Odukkathil ve Vasudevan,
2013:422).

1.3. insektisitler

Insektisitler, zararli bocekleri kontrol eden kimyasal veya biyolojik kékenli ajanlardir.
Bu ajanlar boceklerin tarimsal zararlarini, hayvanlar iizerindeki olumsuz etkilerini ve
yerlesim yerlerindeki olumsuz etkilerinin engellenmesi amaciyla kullanilir. Insektisitler
dogal veya insan yapimi olabilir ve sayisiz formiilasyon ve uygulanma sistemi seklinde
(spreyler, yemler, yavas salinan difiizyon, vb.) zararlilar1 hedef almak i¢in uygulanir (Ware

ve Whitacre, 2004: 6).

Insektisitlerin genel siniflandirilmasi formiile edilis sekilleri ve etken madde igerigine
gore yapilmaktadir ve bu gruplandirmada insektisitler baslica organoklorlu bilesikler,
organofosfat grubu, karbamat grubu, piretroit grubu ve neonikotinoid grubu olmak tizere bes
onemli grup altinda toplanirlar (Kovganko ve Kashkan, 2004:1709).

Organik klor igeren (Organoklorlu) insektisitler, nérolemma {izerinde pozitif yiike
sahip iyonlarin (Na ve Potasyum) zar icerisindeki hareketlerinde inhibisyona yol agarlar.
Dolayisiyla noronlarin giris ve ¢ikislarina engel olarak sinir hiicrelerinde asir1 uyarilmalara
neden olurlar. Bu gruptaki insektisitlerin en taninmis olanlar1 diklorodifeniltrikloroethan
(DDT), aldrin ve dieldrin olup gegmiste yogun olarak kullanilmiglardir (Simpson ve
Schuman, 2002:1560; Smulders vd. 2003:140; Weiss vd. 2004:1030).

Organik fosfat icerenler (Organofosforlu) insektisitler ise néronlarda impuls iletiminin
saglayicisi olan asetilkolinesteraz (AChE) enziminin 6nemli bir inhibitoriidiir. Bu enzimde
olusan inhibisyon neticesinde sinir uclarinda asetilkolin birikimi meydana gelir ve sinir
hiicreleri arasindaki impuls iletimi gerceklesmez. Bu grubun en onemli temsilcileri
malation, paration ve diazinondur (Simpson ve Schuman 2002:1560; Smulders vd.
2003:141; Weiss vd. 2004:1030).

Karbamatli insektisitlerde de etki mekanizmasi organofosforlu insektisitler gibi
asetilkolinesteraz enziminin inhibisyonuna yoneliktir. Yine sonugta merkezi sinir sisteminde
uyarilmalarin siklig1 artar ve sinir hiicreleri arasinda impul gegisleri engellenir (Simpson ve

Schuman 2002:1599; Smulders vd. 2003:140; Weiss vd. 2004:1030).



Bir diger insektisit grubu olan Piretroitler, halk arasinda papatya adi verilen krizantem
bitkisinden sentez edilen ve piretrum ad1 verilen dogal bir bilesige benzer etkideki, insektisit
benzeri aktiviteye sahip kimyasallardir. Sinir zarlarindaki sodyum kanallarina etki ederler
ve norolemmada sodyum gecisini artirarak kontrolsiiz iyon dagilimiyla membranda asir1
uyarilmalara neden olurlar. Bu grupta yaygin olarak bilinen Sipermetrin ve deltametrin gibi
bilesikler yer alir (Ray ve Fry, 2006:174; Shafer vd. 2008:203).

Nikotin tiirevi insektisitler yani neonikotinoidler ise 1970’li yillarda kursun igerikli
bilesiklerle yapilan c¢alismalarda tesadiifi olarak bulunmustur. Daha sonra yapilan
calismalarla sentezi ilk gerceklestirilen nitiazinden sonra imidakloprid {iretilmis ve o
yillardan sonra yaygin olarak kullanilmistir (Mencke ve Jeschke 2002:701; Kollmeyer vd.
1999:71). Organik klorlu ve organik fosforlu insektisitlere gére hedef olmayan canl
gruplaria kars1 vadettigi diisiik toksisite ve segici zararli grubu nedeniyle oldukca popiiler
olmuslardir (Tomizawa ve Casida 2005:247; lhara vd. 2006:35).

Merkezi sinir sistemine ait nikotinik asetilkolin reseptorlerine (nAChR) tizerine olan
asir1 ilgileri ile nikotine benzer sekilde bir uyarim gerceklestirirler ve iyon gecis yollarinda
depolarizasyonu kuvvetli bir sekilde uyarirlar(Tomizawa ve Casida 2005:247).

Calismalar nikotinik asetilkolin reseptorlerinin alt birimlerindeki farkliliklardan
kaynaklanan bir durum nedeniyle bu grup insektisitlerin hedef dist canlilara (memeli ve
kuslar gibi) oranla boceklere daha etkili oldugunu gostermistir (Matsuda vd. 2001:573;
Casida ve Quistad, 2006:81).

Neonikotinoidler, N-nitroguanidinler alt smifina ait iyeleri olan imidacloprid,
thiamethoxam, clothianidin ve N-siyanoaminidler alt sinifina ait acetamiprid ve thiaclopridle
temsil edilmektedir (Costa vd. 2009:40, Jeschke ve Nauen, 2008:1084). Avrupa Birligince
her iki gruba da ait bilesiklerden clothianidine, imidacloprid ve thiamethoxamin Apis
mellifera (bal arisi) iizerine olan toksik etkileri nedeniyle kullanimlari kisitlidir (Laycock
vd. 2014:153; European Commission, 2013).

Tarim iriinlerinin korunmasi amaciyla, evlerde haserelere karsi ve parazitleri kontrol
etmek i¢in evcil hayvanlarda neonikotinoid insektisitler genis 6lgiide kullanilmaktadir
(Bredenberg, 2012; Mencke ve Jeschke, 2002:701).

Suda ¢oziiniirliigli son derece yiiksek olan neonikotinoidler su kaynaklarina kolayca
karisabilmektedir (Wood ve Goulson, 2017:17285). Ayrica koruma amagli uygulanan
bitkiler tarafindan kolayca absorbe edilebilmektedir (Gurur, 2013). Arastirmacilar
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neonikotinoidlerin igme suyu kaynaklarinda bulunabildigini bildirmislerdir (Kathryn vd.
2017:168).

1.4. Thiacloprid

Thiacloprid, bocekleri 6zellikle yaprak bitlerini ve kiigiik sinekleri kontrol etmek igin
tarimsal iriinler iizerinde kullanilmak tizere gelistirilmistir. Meyve agaglari, asmalar,
sebzeler, patatesler ve siis agaglarina zarar veren memelilere kars1 ve bocek zararlilarina
kars1 kullanilan kontakt mide zehiri ve sistemik etkili bir insektisittir (Elbert vd. 2001:185;
Yu vd. 2007:205: Onciier ve Durmusoglu, 2008:464).

Kimyasal Yapis1 /@? \_)—:—O"'

2D 3D
Molekiil Formiilii C10H9CIN4S
Molekiiler Agirlig: 252.72 g/mol

Erime Noktasi 136 ° C (277 ° F; 409 K)
Sudaki Coziintirliik 20°C'de 185 mg/L'
Molar Kiitle 252.72G MOL -1
Goriinlim Sarimsi Kristalli Bir Kat1
Yogunluk 1.46 G CM -3 20° C'DE

Sekil 1.1. Thiaclopridin kimyasal yapist
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Thiacloprid)

Thiaclopridin tozu formu diklorometan, dimetilsiilfoksit ve etanol gibi organik
coziiciiler igerisinde ve suda kolaylikla ¢oziiniir. Thiacloprid 4-9 pH araliginda stabil oldugu
icin ¢ozinlirliik pH'dan etkilenmez. Diisiik bolme katsayisi (logP=1.26) zayif yag
¢oziiniirliigiinii ve viicutta diisiik emilim ve dagilim gosterir (Elbert vd. 2001:185; Onciier
ve Durmusoglu, 2008:464).

Thiacloprid, viicuda yakin temas veya yutma yoluyla girebilen insektisittir. Etki

mekanizmasi, nikotin asetilkolin reseptdriine geri dondiiriilemez baglanma ile kontrollii
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sinaptik iletimin bozulmasina dayanir ve boceklerin sinir sistemine zarar verir (Yu vd.
2007:205). Fizyolojik pH araliginda omurgalilarin nAChR'sine diisiik afiniteye sahiptir;
¢linkii protonlanmamuslardir. Bu nednele memelilerde, baliklarda, kuslarda ve kiimes
hayvanlarinda diisiik akut ve kronik toksisite gosterdigi belirtilmektedir (Singla ve Sandhu,
2015:147). Bunun yaninda son yillarda Thiacloprid'in baliklarda yiiksek seviyelerde akut
toksisite sahip oldugu (Osterauer ve Kohler, 2008: 485; Tomizawa ve Casida 2005:247),
bal arilarinda anten duyarliligini, 6§renme ve hafiza permormansini etkiledigi belirtilmistir
(Siiliik vd. 2023:844) ve kirmiz1 toptak solucanin Eisenia andrei’de biiyiime ve gelismeyi
etkiledigi gosterilmistir (Van loon vd. 2022:1686). Ayrica thiaclopridin beyin ve karaciger
hiicrelerinde ROT olusumunu arttirdigi, lipid peroksidasyona yol actifi ve hiicreleri
apoptoza siiriikledigi, hiicre dongiisiinii durdurmasinin yaninda kromozom aberrasyonlarini,
kardes kromatin degisimini, mikroniikleus olusumunun arttirdigini ve insan hiicrelerinde
DNA hasarlarina neden oldugu belirtilmistir  (Schwarzbacherova vd. 2019: 104654;
Galdikova vd. 2019: 61).

1.5. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki bir dengesizlik, proteinlerin, yaglarin,
niikleik asitlerin ve karbonhidratlarin oksidatif hasarina yol agar. Bu durum oksidatif stres
olarak adlandirilir. Giiniimiizde oksidatif stres {lizerine yapilan ¢aligmalar arastirmacilarin
ilgisini ¢cekmektedir. Atomik orbital {izerinde serbest elektrona sahip molekiiller olarak
tanimlanan serbest radikaller oksidatif strese neden olmaktadir (Prior ve Cao, 1999: 255;
Azab vd. 2017: 235).

Antioksidanlar, viicudu serbest radikallerin zararl etkilerinden koruyarak oksidatif
stres olusumunu engellemektedir (Robinson vd. 1997: 291; Azab vd. 2017: 235).

Diisiik diizeyde ortaya ¢ikan oksifatif stres hiicreler tarafindan etkisiz hale getirilse bile
cogunlukla antioksidan enzim sisteminin aktif hale gegmesini neden olurlar. Eger hiicre i¢i
savunma sistemi zayiflarsa reaktif oksijen molekiilleri ve antioksidanlar arasinda iligki
bozulur. Buna durum lipit, protein, DNA gibi yapilarin hasari ile sonuglanir (Gutteridge,
1994: 133; Berger, 2005: 172; Zadak vd. 2009:13; Wildburger, 2009:189).

Reaktif oksijen tiirlerine kars1 endojen antioksidan savunmasi, onlart gii¢lendiren ve
ROT’u nétralize ederek optimum dengeyi yeniden saglayan dogal antioksidanlarla

giiclendirilir (Al-Mamary vd. 2002: 1041; Azab vd. 2017: 235; Azab ve Albasha 2018:8).
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1.6. Reaktif Oksijen Tiirleri

Dis orbitallerinde bir veya iki tane baglanmamuis elektron i¢eren molekiiller serbest
radikaller olarak adlandirilir. Molekiiler oksijenin kismen indirgenmesi sonucu olusan kisa
Oomiirli oksijen metabolitleridir. Serbest oksijen radikalleri radikal olan veya olmayan
molekiillerle tepkimeye girer. Bunun sonucunda molekiiler diizeyde hiicrede bir¢ok etkiye
neden olurlar. Endojen ve ekzojen radikallerin olusumu engellenemez. Hem gevresel
faktorler (sigara dumani, hava kirliligi gibi) hem de metabolik faktorler(hiicresel solunum)
gibi etmenlere bagli olarak ortaya ¢ikabilir (Sen vd. 2010: 91; Gililland vd. 2013:30).

Reaktif oksijen tiirlerinin ana kaynagi, aerobik solunumda yan tiriinler olarak elektron
tasima zinciri tarafindan mitokondride {retilir. Elektronlarin ¢ogu, elektron tasima
sisteminin t¢ilincii pompasina varsada, yaklasik % 1 ile % 3'li oksijenle erken reaksiyona
girerek stiperoksit radikalini olugturur (Adwas vd. 2019:43).

Serbest radikallerin liretimi viicutta onemli fizyolojik islevlere neden olur. Bu
islevlerden biri de fagositoz siirecine yardimci olan ve bu hiicrelerin bakterileri yok etmesine
yardimci olan noétrofil ve makrofajlarin stiperoksit ve nitrik oksit iiretmesidir. Fagositik
hiicrelerdeki stiperoksit radikalleri, secici olmayan antibiyotikler olarak disiiniilebilir,
enfekte olan bakterileri 6ldiiriir ve belki de ¢cevredeki doku hiicrelerine zarar verir; ¢iinkii bu
radikaller iltihaplanma reaksiyonuna katkida bulunur, bu serbest radikaller ayrica hiicresel
cogalmay1 da tesvik eder. Boylece dokular asir1 sekilde geliserek lenfositlerin ¢ogalmasini
olusturabilir ve uyarabilir (Adwas vd. 2019: 43).

Endojen ve eksojen kaynaklarla reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri
(RNS) iretimi bu tiirlerin iltihaplanma mekanizmalari ve bagisiklik hiicrelerinin
aktivasyonu, siddetli egzersiz islemi, zihinsel aktivite stresi, kanserli ve bulasic1 hastaliklar
ve yaslanma ile endojen tiretimi ile sonuglanir. Dis kaynakli ROT kaynaklari, hava ve su
kirliligi, alkol i¢cme, sigara, bazi ilaglar, agir metaller, bazi ilaglar (takrolimus ve siklosporin),
radyasyonlar, pisirme ve benzen gibi bazi ¢oziiclilerden kaynaklanmaktadir. Bu bilesikler
viicuda girdikten sonra ROT'a ayrisir (Valko, vd. 2007: 44).

Reaktif oksijen tiirlerinin lipidler, proteinler ve niikleik asit gibi hiicresel
makromolekiiller yapisini etkileyerek fonksiyonlarini bozmaktadir. ROT radikallerine bagh
olarak seker hastaligi, kalp hastaliklari, ve kanserler gibi birgok hastaligin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir (Halliwell, 2007: 1147).



Hiicreler arasi1 dogru bir sekilde sinyal iletiminin gergeklesmesi i¢in bir dizi radikal
temizleyici enzimin hiicre i¢cinde bir ROT esik seviyesini muhafaza etmesi muhtemeldir.
Bununla birlikte, ROT seviyesi bu esigi astiginda, ROT {iretimindeki bir artis, sinyal
yollarindaki anahtar bilesenlere dogrudan hasar vermesinin yani sira hiicrede asir1 sinyallere
yol agabilir. Oksidatif stres, ROT olusumu ve detoksifikasyon arasindaki denge, ROT
seviyelerinde bir artis1 desteklediginde ortaya ¢ikar ve bu da hiicresel islevin bozulmasina
yol acar. ROT ayrica kanser olusumunu baslatabilen DNA, protein ve lipidler gibi temel
makromolekiiler hedeflere geri doniisii olmayan bir sekilde zarar verebilir. Bu nedenle ROT
konsantrasyonlari, ayn1 zamanda bir dizi antioksidan ve detoksifiye edici enzimi de igeren
cesitli savunma mekanizmalari tarafindan kontrol edilmelidir (Imlay, 2003: 395).

Atmosferde O molekiiler oksijen veya dioksijenaz halinde bulunup, serbest
radikallerin kaynagi olarak bilinir. Molekiiler oksijen paralel spin durumunda eslenmemis
iki elektrona sahip olup, ROT meydane gelmesinde dnemli rol oynar. Oksijenin az bir kismi
mitokondri ve hiicresel kompartmandaki metabolizma sirasinda indirgenerek reaktif oksijen
tirlerini olugturur. Baslica reaktif oksijen tiirleri Hidroksil radikali (OHe) ve Hidrojen

peroksit (H202) Siiperoksit radikali (O2), dir (Poljsak vd. 2013:11).

1.6.1. Siiperoksit radikaleri (O2)

Siiperoksit radikali hiicrelerde (O2) molekiiniin bir elektron alip indirgenmesi sonucu
olusup, genelikle elektronca zengin i¢ mitokondri zarinda, flavoenzim ve ksantin
oksidazlarca endojen olarak elde edilip, yiiksek derecede reaktif olmayan, direkt olarak zarar
vermeyen radikallerdir.Bu radikallerin esas rolii hidrojen peroksit kaynagi olmasidir.
Memelilerde yasamin kaynagi olarak bilinen mitokonriyal elektron tagima sistemi ATP’nin
esas kaynagini olusturur. Enerji olusumu sirasinda ortaya ¢ikan hatalar Parkinson gibi ¢esitli
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur (Valko vd. 2004: 37; Kovacic vd. 2005: 2601).

1.6.2. Hidrojen peroksit (H202)

Oksijen molekiiliintin iki elektron almasi sonucu peroksit olusur. Buna iki hidrojen
molekiilii eklenirse hidrojen peroksit (H202) olusur. ROT kapsamina giren hidrojen peroksit
aslinda serbest radikal degildir. Fakat ROT molekiilerinin {iretilmesinde énemli rol oynar.
Bunun yani sira bulundugu bolgeden membranlara ve sitozole gegerek burada uzun siire
kalabilir.Siiper oksitle tepkimeye girerek en reaktif ve tehlikeli hidroksi radikalini doniismek
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lizere kolayca yikilabilir.Yine aymi sekilde serbest Fe*2 tepkimeye girerken demir okside olur
ve hidroksil radikali meydana gelir.Buda dokularda damarlarin genislemesi veya oksijen
yetmezligi gibi durumlar ortaya ¢ikabilir (Onat vd. 2002:666; Vincent vd. 2004: 612;
Jomova ve Valko, 2011:65).

1.6.3. Hidroksil radikali (OH")

Yarilanma omrii ¢ok kisa olan son derece reaktif radikal olan hidroksil radikali (OH")
fosfolipitler, sekerler, organik asitler gibi birgok molekiille tepkimeye girme 6zelligine sahip
olan, ROT’lar arasinda hiicrede ciddi hasarlara neden olan radikalerden biridir. Fe*? ve Cu*?
gibi diger gegis elementleri varliginda hidrojen peroksit (H202) indirgenerek hidroksil
radikaline (OH") dondsiir, olusan reaksiyon fenton reaksiyonu olarak adlandirilir. Fenton
reaksiyonu ile siiperoksit radikali tepkimeye girerek elde edilen metal iyonlarinin tekrardan
kullanilmasin1 saglar. Bu iki reaksiyona “Haber-Weiss reaksiyonu” adi verilir. Bu iki
radikalden elde edilen hidroksil radikali reaktif olarak ¢ok gii¢lii olup yag asitleri ve tiyoller
gibi farkli molekiillerden bir proton yiikseltgenerek yeni radikallerin olugsmasini saglayarak
hiicrede ciddi hasara yol acar (Young ve Woodside, 2001:176; Onat vd. 2002: 666; Vincent
vd. 2004: 612; Cherubini vd. 2005: 841).

1.7. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar makromolekiillerin oksidasyonunu engelleme veya geciktirme
ozelligine sahip molekiillerdir. Antioksidanlarin gorevi serbest radikalleri ortadan kaldirmak
veya inhibe olmasini saglayarak bu zincir reaksiyonlarini azaltmasini veya sona ermesini
saglar. Bu yiizden antioksidanlar polifenoller veya tiyoller gibi indirgeyici maddeler olarak
bilinir (Duarte ve Lunec, 2005:671).

Oksidasyon reaksiyonlari hiicreler i¢gin hayati olmasina ragmen, zararli yanlari vardir;
bu nedenle bitkiler ve hayvanlar, C ve E vitaminleri ve glutatyon gibi ¢esitli antioksidanlar
ve farkli enzimatikler molekiiller igerir.

Antioksidanlar hiicre boliinmesinin kontrollii bir sekilde gerceklesmesini saglayarak
ve oksidatif stresi onleyerek DNA’nin hasar gormesine de engel olur ve olusabilecek kansere
kars1 koruyucu rol iistlenir (Ozdem ve Sadan, 1994: 63; Akkus, 1995: 157).

Antioksidan savunmanin ardindan ortaya ¢ikan savunma yanitt sunlardir: 1) Serbest

radikallerin iiretiminin engellenmesi 2) Oksidantlarin uzaklastirilmast 3) Toksik serbest
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radikallerin daha az toksik maddelere déniistiiriilmesi 4) ikincil toksik metabolitlerin ve
inflamasyon aracilarinin iiretiminin engellenmesi 5) Sekonder oksidanlarin zincir yayilimi
6) Yarali molekiillerin onarimi 7) Endojen antioksidan savunma sisteminin baglatilmasi ve
gliclendirilmesi. Tiim bu savunma mekanizmalari, viicudun oksidatif stresten korunmasi i¢in
birlikte hareket eder. Insan viicudundaki antioksidan sistemler, gii¢lii enzimatik olmayan ve
enzimatik antioksidanlardan olusur (Halliwell, 2007:358).

Tim viicut hiicrelerindeki antioksidan enzimler, katalazlar, siiperoksit dismutazlar
(SOD) ve glutatyon peroksidazlar (GPX) olmak tiizere ii¢ ana antioksidan sinifindan olusur
ve bunlarin tiimii hiicrelerde homeostazin korunmasinda ¢ok 6nemli roller oynar. Bu
enzimlerin indiiksiyonu, kirletici oksidatif strese spesifik bir tepkiyi yansitir (Cheung vd.
2001: 189).

1.7.1. Enzimatik antioksidan savunma sistemleri
1.7.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD:EC 1.15.1.1)

SOD'in gorevi, siiperoksit radikallerini ortadan kaldirarak bunlar1t H2O;'ye
dontistirmektir (McCord, 1969: 6069).

Stiperoksit dismutaz, siiperoksit anyonunun oksijen ve hidrojen peroksit olarak
pargalanmasini aktive eder. Bir dismutasyon reaksiyonunu katalize ederek O.'yi uzaklastirir.
Boylece oksidatif streste dnemli bir rol oynar ve tehlikeyi azaltir. Bu enzimin yoklugunda
bu reaksiyon ¢ok yavastir (Nozik-Grayck vd. 2005: 2466). Metal katalizorli reaksiyonlar
yoluyla OH™ olusumu SOD katalizorlii spontan reaksiyonlardan 10.000 kat daha hizlidir
(Bolwer vd. 1992: 83).

Hidroksil radikali, biyomolekiiller ile etkilesime girer ve biyolojik sistemlere diger
ROT’lara gore daha fazla hasara neden olabilir. Sonugta biiyiik hasarlarin ortaya ¢ikmasina
neden olurlar (Halliwell, 1987:358; Betteridge, 2000:3).

Bulunduklar1 yerlere gore 3 ¢esit SOD metaloenzimi mevcuttur.Bunlardan basta gelen
izoenzim, peroksizomla, stroma, sitozol ve kloroplast, apoplastta bulunan Cu/Zn-SOD’dur.
Mn-SOD peroksizomlarda ve mitokondri eksprese edilir, hem apoplast hem de hiicre
duvarinda da tespit edilirken, Fe-SOD daha az miktarda bulunur.Bunun yanisira bu 3 ¢esit
izoenzim bazi bitki tilirlerinin kloroplast stromasi ig¢in sinirlandirilmistir (Mittler vd.

2004:490).
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1.7.1.2.Glutatyon peroksidaz (GPX,EC 1.11.1.9)

GPx her biri selonosistein bulunduran 4 alt iiniten olusur. GPX’in gorevi, hidrojen
peroksit, lipid hidroperoksitler ve diger organik hidroperoksitlerin indirgenmesiyle ilgilidir.
Bu sekilde hemoglobini ve membran lipitlerini serbest radikallerin etkisinden korumus olur
(Tappel vd. 1982: 945).

GPx cogunlukla selenyuma bagli olarak aktive olur. Bundan dolay1 iki ¢esit GPx
vardir. Biri selenyuma bagli olarak c¢alisan, digeri selenyumdan bagimsiz ¢alisan GPx olarak
ikiye ayrilir. GPx en 6nemli gorevi hiicreyi oksidatif strese karsi korumaktir (Cnubben vd.
2001:141).

Tanimlanmis en az 8 tane GPx enzimi mevcut olup; GPx 1-8 genlerinin herbiri
kromozomlarla eslenmistir. GPX1 ¢ogu dokuda selenyuma bagli olarak bulunurken GPx2
gastrointestinal sistemde, GPx3 ekspresyonu bobrekte bulunmasina ragmen farkli dokularda
eksprese edilir. Ayrica glikoprotein yapisinda hiicre disi sivilara salgilanir. Fosfolipid
hiperoksitlerini azaltan GPx4 bu konuda tek enzim olup bunun yani sira sperm
olgunlagmasinda ve oksidatif strese karsi mitokondiryal izofom yapisina sahiptir (Sanyal vd.
2009: 129).

GPx5 ve GPx6 her ikiside selenyum icermez diye bilinsede yapilan insan gen
caligmlarinda GPx6 selenoprotein olarak ifade edilmistir. GPx7 ve GPx8 hidrojen peroksit
temizleyicisi olarak bilinen enzimler olup selenyumdan bagimsiz aktive olurlar.Yapilan
caligmalar gostermis oldugu sonu¢ GPx sevyesinin azalmasi antioksidan yapisinin
bozulmasina yol agmakta olup, buna bagl olarak proteinlerde ve membran yag asiterinin
yapist bozulmakta, sonug olarak norotoksik hasar geliserek antioksidan savunmas sisteminin

yapisinin bozuldugu saptanmigtir (Chabory vd. 2009: 2074).

1.7.1.3. Glutatyon S transferaz (GST; EC 2.5.1.18)

Glutatyon-S-transferazlar (GST’ler), glutatyonun (GSH) ¢ok ¢esitli endojen ve
eksojen elektrofilik bilesiklere konjugasyonunu katalize eden Faz II detoksifikasyon
enzimlerinin bir ailesidir. GSTler, zara bagli mikrozomal ve sitozolik aile tiyeleri tizere iki
farkli gruba ayrilir. Mikrozomal GST’ler, tek bir aktif bolge olusturmak i¢in dimerize olmak
yerine homo ve heterotrimerize olmalar1 nedeniyle sitozolikten yapisal olarak farklidir.
Mikrozomal GST’ler 16kotrienlerin ve prostaglandinlerin endojen metabolizmasinda kilit rol

oynar. Insan sitozolik GST’leri oldukca polimorfiktir ve alt1 sinifa ayrilabilir: a, I, X, p, h ve
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f. GST’lerin p ve 1 siniflari, protein yoluyla hiicresel hayatta kalma ve 6lim sinyallerine
katilan mitojenle aktive olan protein (MAP) kinaz yolunda diizenleyici bir rol oynar.
Hiicresel strese tepki olarakc-Jun N-terminal kinaz 1 ile protein etkilesimleri (JNK1) ve
apoptoz sinyal diizenleyici kinaz (ASK1) hiicresel yanit olarak aktive edilir. GST’ler
kemoterapi ajanlarina karsi direng gelisiminde 6nemli rol oynamistir. GST’lerin, MAP kinaz
yolunun bir inhibitorii olarak hareket etmenin yani sira, dogrudan detoksifikasyon yoluyla
ilag direncinin gelistirilmesinde iki farkli role hizmet etmesi akla yatkindir. GST’ler
gelecekte tedavi edici olarak kullanilmak tizere ortaya ¢ikmustir, ¢iinkii spesifik izoenzimler
farkli timorlerde asir1 eksprese edilir ve Alzheimer, Parkinson, Prion, Motor ndron
hastaliklar1 ve merkezi sinir sistemine bagli hastaliklarin nedenin anlagilmasinda 6nemli rol
oynayabilir. Glutatyon-S-transferazlar (GST), hiicresel detoksifikasyonda yer alan ¢ok
islevli proteinlerin bir ailesini olusturan 6nemli bir detoksifiye edici enzimler grubunu temsil
eder; sitotoksik ve genotoksik bilesiklerin ve dokularin oksidatif hasara kars1 korunmasinda

rol alir (Hayes ve Pulford, 1995:445; Townsend ve Tew, 2003: 7369).

1.7.1.4. Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2)

Glutatyon rediiktaz, adenin, flavin, diniikleotid (FAD) bulunduran flavoprotein olup,
hiicre i¢inde redoks durumunun devam etmesi reaktiflerin ve serbest radikallerin
etkisizlestirilmesinde goérev yapan hiicre i¢in énemli bir enzimdir. Bunun yanisira GSH /
GSSG oraninin korunmasinda hemoglobin yapinda yer alan hemde ki oksijen taginimi gen
diizenlenmesindednemli rol oynamaktadir. Esas olarak glutatyon hiicrede indirgenmis form
olan (GSH) seklinde yer alir. Hiicredeki oksidatif stres durmunda hizl bir sekilde GSSG’ye
oksitlenebilir (Ozkan ve Figkin, 2004: 52; Krauth-Siegel vd. 2005:690; Sen vd. 2010: 91).

1.7.1.5. Katalaz (CAT; EC: 1.11.1.6)

Her bir zincir 500 amino asit uzunlugunda olan dort polipeptit zincirinden olusur ve
enzimin Hz0: ile reaksiyona girmesine izin veren dort porfirin heme (demir) grubu igerir.
H20>’nin ayrismasinda katalazin enzimatik aktivite modlari, katalitik aktivite modu (2H20>
+ 02 + 2H20) ve peroksidatik aktivite (H202 + AH2 A + 2H20) modudur. Katalazin devir
hizi, diger antioksidan enzimler arasinda en yiiksek olanidir. H202’nin katalazin katalitik
aktivitesi ile ayrigmasi, birinci dereceden bir reaksiyon seklini takip eder ve hizi, H20:
konsantrasyonuna baghdir (Stryer vd. 2002:41).
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Katalaz kofaktor, bir hidrojen peroksit molekiilii tarafindan oksitlenir ve bagl oksijeni,
substratin baska bir molekiiliine aktarir (Hiner vd. 2002: 27).

Katalaz enzimi Okaryotik hiicrelerin yani sira bakteri hiicrelerinde de bulunur.
Bunlarin ¢ogu, ¢esitli H2O2 oksidazlarin yaratildigi kirmiz1 kan hiicreleri disinda her tiir
memeli hiicresinin oksidatif partikiillerinde bulunur. H20, biiyiik miktarlarda hidroksil
radikali olusumunu saglayan 6zel bir reaksiyon igin substrat rolii gordiigiinden, hiicresel
antioksidan savunma yanit1 olarak katalazin ilk roliiniin H2O; artisin1 diisiirmek oldugu
sOylenebilir (Ho vd. 2004:32804).

Katalazin hiicreleri ve dokular1 oksidasyon etkisinden koruma gdrevi ayrmtili bir
sekilde arastirilmistir. Katalazin asir1 artisi, hiicreleri H2O> toksisitesine ve oksidatif aracili
hasara daha direngli hale getirir. Genetigi oynanmig farelerde, sicanlara adriamisin
uygulandiktan sonra parafin veya anjiyotensin ile muamele edildikten sonra yiiksek tansiyon
etkisi ve miyokardiyal enfarktiise kars1 agirt miktarda artan katalaz enzimleri tarafindan yanit
verilerek korunur. Streptococcus ve Pneumococcus gibi peroksitler iireten bakterilerin yani
sira bakteriyel bolgelerdeki fagositik hiicrelerden kaynaklanan H20O2’den kaynaklanan doku
hasarina bagli olarak artan oral kangren gelisimi egilimi disinda dogal olarak olusan katalaz

eksikligi olan hastalarda ortaya ¢ikar (Yang vd. 2003:1).

1.7.2. Enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri

Enzimatik olmayan antioksidanlar, serbest radikallerin etkisini kaybetmesini saglayan
veya bunlart toksik olmayan molekiillere doniistiirebilen, endojen (viicutta olusan yangi
durumu veya mitokondride yapilan aerobik solunum sirasinda), olarak meydana gelebilen
melatonin, iiriik asit gibi antioksidanlar yada besinlerde yer alan e vitamini, flavanoidler

olmak tizere iki gruba ayrilir (Durmus, 2005:20; Finaud vd. 2006:327).

1.7.2.1. Glutatyon (GSH)

Dokularda endojen olarak iiretilen ve bircok dokuda ¢ok miktarda mevcut olan, hiicre
icerisinde indirgen fomda (GSH) bulunan oksidatif stresin belirlenmesinde 6énemli belirteg
olarak kullanilan, gen ekspresyonunda, hiicre sinyal mekanizmasinin dogru bir sekilde
islemesinde, detoksifikasyon sisteminin diizglin calismasinda gorev alan Onemli bir
antioksidan olarak gorev yapmaktadir (Onat vd. 2002: 666; Memisogullari vd. 2003:291;
Vincent vd. 2004:612; Cherubini vd. 2005: 841).
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Glutatyonun biiytlik bir kismi stoplazmada yer alsada bazen burda iiretildikten sonra
cekirdek, mitokondri, peroksizom ve endoplazmik retkulumda da goriilmiistir (Green vd.
2006:383; Kalinina vd. 2014: 1562).

Glutatyonun sentezlenmesi iki basamakta gerceklesir. Ilk basmakta glutamin-sistein
ligaz (GCL) tarafindan glutamin ve sisteini birbirine ekler ve y-glutamilsisteini meydana
gelir.ikinci basamakta glutatyon sentetaz (GSS) tarafindan y-glutamilsisteine glisini
birbirine ekler ve GSH molekiiliinii olusur. Glutamin-sistein ligaz, katalitik (GCLC) ve
diizenleyici (GCLM) alt birimlerden meydana gelmektedir. Sistein ve glutaminin birbirine
eklenmesinde glutamin-sistein ligazin katalitik alt birimi tarafindan ger¢eklesmektedir (Pei
vd. 2013:33542; Lagman vd. 2015: e0118436).

1.7.2.2. Melatonin

Melatonin suda ve yagda ¢o6ziinebilme 0Ozelligine sahip olup hiicrenin biitiin
organellerine ulasabilen, genel olarak pineal bezden endojen olarak salgilansada birgok
yerde iiretilebilen ve dolasim sistemine katilan bir antioksidan olarak tanimlanir.Melotonin
serbest radikallerin reaktif tiirlerinden (hidroksil radikali, hidrojen peroksit, singlet oksijen,
nitrik oksit) ve yan formlarindan hiicreleri koruyarak zarar gormesini engeller.Bunun
yanisira SOD, CAT, GPx ve GR igeren antioksidan enzimlerin bazilarini aktif hale gelmesini

saglar (Reiter vd. 2001: 200).

En reaktif radikal olan hidroksil radikali ile tepkimeye girmesi ile indoliil katyon
radikalini olusur. Indoliil katyon radikali siiperoksid radikalinin etkisini kaybetmesini saglar.
Ayrica elektron tagima sisteminim sistemli bir sekilde caligmasini saglayarak elektron
kaybinin Oniine gecer ve serbest radikal {iretimini engellemis olur.Bdylece membran yapisi
oksidatif stresin olusturabilecegi hasardan korunmus olur (Cam vd. 2003:212; Guerrero-
Romero ve Rodriguez-Moran, 2005:250).

1.7.2.3. E Vitamini

Membranlarda ve lipoproteinlerde bulunan yagda ¢oziinebilen yiiksek antioksidan
ozelligine sahip bir proteindir.Membranlarda oksijen radikalinin etkisiz hale getirme, lipit
peroksidasyon zincirinin kiritlmast ve membranlarin lipit peroksidasyonu hasarina karsi
koruma, bunun yanisira norolojik bozukluklar, prostat, gdgiis ve kolon kanserine karsi

koruma gorevleri bulunmaktadir.Bozulan yapilan onarilmasi viicut savunma sisteminin
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giiclendirilimesi aglik kan sekerinin ayarlanmasi gibi ¢ok fonsiyonlu yapiya sahip bir

antioksidan olarak bilinmektedir (Aydin, 2001; Gokkus vd. 2001: 377).

Vitamin E asimetrik bir bilesik olup 8 steizomere sahiptir.Bu formlar a, B, y, o
tokoferol ve a, B, y, 6 tokPotrienol olarak adlandirilmaktadir.Bunlar igerinde a-tokoferol,
antioksidanlar en aktifi olarak bilineni olup, serbest radikallerin etkisiz hale getirerek

membranlari olusabilecek birgok hasardan korumada gorev alir (Pham-Huy vd. 2008: 89).

1.7.2.4. Selenyum

Selenyum aktif olarak selonosisteinlerden olusan hiicre i¢i bagisiklik sisteminin
diizenlenmesinde gorev yapan, bitkiler tarafindan topraktan alindigindan dolay1 bolgeden
bolgeye farklilik gosterebilen, beslenme yoluyla alinan 6nemli bir metobolik enzimdir
(Brown ve Arthur, 2001:593).

Onemli bir antioksidan olan Glutatyon peroksidaz (GPx) énemli bir selenyum kaynagi
olarak bilinir. Selenyum glutatyon peroksidaz enziminin etkisini daha iyi gosterebilmesi igin
eser miktarda gerekli bir elementtir. Bu iki enzim memeli hiicrelerini oksidatif strese karsi
koruyabilmek i¢in birbirine bagli olarak gorev yapar. Selenyum insan hayatini korumak i¢in
onemli olmakla birlikte doza bagli olarak toksik etki gosterebilir (Coskun vd. 2020: 9953;
Sonet vd. 2018:11). Selenyum toksisitesinin en belirgin gostergesi olarak sinirlilik, sag
dokiilmesi, beyaz lekeler, yorgunluk, nefeste sarimsak kokusu sayabiliriz (Spiller ve Pfiefer,
2007: 67).

Son yillarda sagligin korunmasi i¢in yeterli dozlarda selenyum alinmasi gerekliligi
ortaya konulmustur. Tiroid bezlerinin diizgiin ¢alismasi, kanserojen maddelerin etkisinin
azaltilmasi, kalp sagligi, mortalite ve bagisiklik sistemi i¢in son derece 6nemlidir (Roy,

1993: 295).

1.7.2.5.Folik Asit

Suda ¢oziinebilen bir vitamin iiyesi olup, B vitaminin sentetik yapida olan formu olan
folik asit besinlerde dogal olarak folat formunda bulunur. Amino asitlerin birbirine
doniismesinde, canlilarin  viicut islevlerinin yerine getirmesinde, kan hiicrelerinin
yapiminda, sinir sisteminin gelisiminde dnemli rol oynar. Bunun yanisira DNA ve diger

genetik materyallerin sentezlenmesi, erkeklerde {ireme hiicrelerinin gelisimi, hiicre
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boliinmesinde onemli rol oynar (Lucock, 2004:211; Liu vd. 2010: 174; Hussein vd. 2012:
661; Ebaid vd. 2013:1).

Folat eksikligi olan kisilerde depresyona yatkinlik, kendini yorgun hissetme, viicut
direncinde azalma, halsizlik gibi durumlar go6zlenebilir.Bunlarin yanisira Bipolar ve

Sizofrenik bozukluklar, Alzheimer gibi noérolojik bozukluklar gézlenmistir (Ulucan vd.
2013:378)

1.7.2.6. Koenzim Q10

Viicutta sentezlenebilen aynmi zamanda besinlerde bulunan, yagda c¢oziinebilme
ozelligine sahip olan, dokularda Ubikinol-10 veya Ubikinon-10 formunda bulunan kalp,
bobrek, karaciger gibi organlarda bol miktar bulunan 6nemli bir antioksidant kaynagidir.
Koenzim Q10 hiicre membran yapisinin korunmasinda, toksik ROT’larin etkisiz hale
getirimesinde, yiiksek tansiyon ve migren gibi hastaliklarin tedavsinde, elektron tasima
sisteminin diizgiin ¢alismasinda, lipit peroksidasyonun dnlenmesinde, bagisiklik sisteminin

iyilestirilmesinde 6nemli rol oynar (Hughes vd. 2002: 132; Giirkan ve Diindar, 2005: 129).

1.7.2.7. Vitamin C

Askorbik asit olarak adlandirilan Vitamin C, nitrat, sitokrom a, sitokrom ¢, molekiiler
oksijen gibi bilesiklerin indirgenmesine yol agan sulu ortamda serbest radikalerle iligkiye
girebilen, kaslar, kemikler, kikirdak dokulari, kan damarlarinda bulunan, kollojen proteini
olusturmak i¢in ihtiya¢ duyulan vitaminler olarak bilinirler. Vitamin C’ler viicudun
yaralanmalara kars1 onarilmasinda serbest radikal olarak adlandirilan sigara dumani, toksik
maddelere kars1 viicudu korunmasi, LDL kolestoroliiniin oksidasyonunu engelleyerek damar
sertliginin ~ Onlenmesi, safra olusumunda ve pekcok hidroksilasyon reaksiyonunda
indirgeyici ajan olarak gérev yapmalar1 ve siiperoksid ve hidroksil radikalleriyle etkilesime
girip onlarin sebep olacagi hasar1 6nleyen 6nemli bir antioksidan grubu olarak kabul edilirler
(Van Haaften vd. 2001: 23; Chao vd. 2002: 427; Cherubini vd. 2005: 841).

1.8. Malondialdehid (MDA)

Hayvanlarda ve insanlarda in vivo olarak viicut sivilarinda ve farkli dokularda bulunan
MDA lipit peroksidasyonunun bir {iriiniidiir (Pamplona, vd. 2005:21522; Baltacioglu vd.

2007: 1432; Weissman vd. 2011:605).
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Yag asitlerinin pargalanmasi lizerine iiretilen MDA, lipoprotein, protein DNA ve RNA
gruplariyla kolayca tepkimeye girer (Esterbauer ve Cheeseman, 1990:407). Lipit
peroksidasyonu membranda bulunan reaktif oksijen tiirlerinin poliansatiire yag asitlerini
oksidasyona (PUFA) ugramasi sonucu gergeklesir (Gupta vd. 2014: 4405). Yag asitinde
bulunan (-«CH-) ¢ift bag, karbon ile hidrojen arasindaki bagi zayiflatarak (C-H) hidrojen
bag1 bir siire sonra koparak ayrilir (Gutteridge, 1995:1819). Bu yiizden hiicresel membran
lipitlerinin polianstiire yag asiti yapisi peroksidayona karsi oldukca hasastir.Yag asiti
molekiilleri hidrojen kaybederek yeniden sekillenir, olusan bu yap1 konjuge dien yapisi
olarak adlandirilir. Bu yap1 oksijenle birlesir ve lipit peroksil radikalleri (LOO¢) olusturur.
Bu yapt diger yag asitlerinden hidrojen ayrilmasin1 saglayarak peraksidasyon
reaksiyonlarinin baslamasini saglar (Girotti, 1998:1529). Gergeklesen lipit peroksidayon
reaksiyonlar1 sonunda son iriin malondialdehit (MDA), 4-Hidroksinonenal (HNE) ve
hegzenal isimli aldehitlere olusur (Kanner vd. 1987: 317).

Membranlarda devam eden peroksidasyon reaksiyonlari ortama zincir kirict bir
antioksidan eklenene kadar siirer. Eger ortamda antioksidan yoksa membrandaki
peroksidasyon yapist birbirleri ile kovalent bag yapar bu durum membran yapisinin
bozulmasi veya hasar gérmesine neden olur. Sonu¢ olarak membran yapisinin bozulmasi

hiicre hasar1 ve hiicre 6liimil ile sonuglanabilir (Catala, 2006: 1482).

1.9. Serbest Radikallerin Hiicrede Olusturdugu Hasarlar

Oksidatif hasar sonucu olusan serbest radikal tiirevleri, olusan radikallerin miktarina,
radikallerle etkilesen hiicresel bilesenlerin maruziyet siirelerine ve hedef hiicrenin ¢esidine
gore farkli etkiler gosterebilmektedirler. Serbest radikallerin hedefinde oncelikli olarak
membran lipidleri olmakla birlikte proteinler, karbohidratlar ve DNA gibi yapilar serbest
radikallerden 6nemli dl¢iide etkilenirler (Nordberg ve Arner, 2001: 1287).

Lipidler iizerine olan etkilerini membran yapisin1 olusturan kolesterol ve doymamis
yag asitleri ile reaksiyona girerek gosterirler. Serbest radikallerin eslesmemis elektronlari
oldukca aktif bir yapiya sahiptir ve siirekli olarak reaksiyona girme egilimindedirler.
Doymamis yag asitleri ve kolesteroliin bag yapilarinda bozulmalara neden olarak lipid
peroksidasyonu adi verilen bir reaksiyonla membranin gecirgenligi ve akiskanlifinin
bozulmasina yol acarlar. (Halliwell ve Gutteridge, 1999: 936; Valko vd. 2007: 44; Sarma
vd. 2010:185).
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Serbest radikaller proteinlerin yapitagint olusturan aminoasitlerde yapisal
degisikliklere, bag yapilarinda bozulmalara ve proteinlerin kiimeleserek ¢okelmesine yol
acarlar (Erenel vd. 1992). Buna baglh olarak da proteinlerin rol aldig1 enzimatik
reaksiyonlarda, hiicre zarinda bulunan protein yapili kanallarda tasima islemlerinde ve
protein fibrillerinde kasilma islevinde buzulmaya sebep olurlar (Shacter, 2000:428; Sarma
vd. 2010: 185).

Serbest radikaller ayrica monosakkaritlerin otooksidasyonuna yol acarak
karbohidratlar lizerinde etkilere neden olurlar. Bu etkiler sonucu olusan hidrojen peroksit,
peroksit ve okzoaldehid gibi reaktif bilesenler DNA, RNA ve proteinler {izerine olumsuz
etkiler gosterirler (Thornaley ve Vasak, 1985:35; Devasagayam vd. 2004:794). Ozellikle bu
reaksiyon sonucu olusan hidroksil radikalleri  6zellikle DNA {izerinde bazlarin

oksidasyonuna, kirilmalara ve mutasyona neden olurlar (Gimriikgiioglu, 2009; Sarma vd.

2010: 185).

1.10. Mikroniikleus Olusumu

Yapilan arastirmalarda diisiik miktarlarda pestisitlere maruz kalmanin protein veya
DNA da eklenti olusumu veya enzimlerin indiksiyonu, inhibisyonu gibi etkilere neden
oldugu gosterilmistir (Heinzow ve McLean, 1994:1368).

Oksidatif DNA hasarina bagl olarak karsinogenezis olmak iizere bir¢ok hastaligin
ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Genotoksik maddelerin, ajan
kaybolsa bile etkisinin yillarca devam ettigi, hatta bir sonraki nesilde bu etkilerin goriildiigi
tespit edilmistir. Genotoksik etkiler hiicrenin morfolojik yapisinda veya DNA’ nin kimyasal
yapisinda 6nemli degisikliklere neden olmasina ragmen molekiiler biyolojik kirleticilerin ilk
etkisi DNA iizerinde oldugu tespit edilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda gesitli
standartlar in vitro genotoksisite deneyleri ve genotoksik tayinlerde kullanilmistir (Vahl vd.
1997:81; Harvey vd. 1999:103).

Genotoksik toksikolojide kromozomlarda meydana gelen kirilmalar veya hasarlar
mutasyona sebebiyet vermesi bununda kanser ile baglantili olmasindan dolay1r 6nemlidir
(Fenech, 2000: 81).

Genotoksisite tayininde kullanilan mikroniikleiis (MN) testi en giivenilir tekniklerden
biri olup, son yillarda bu test suda ve karada yasayan birgok canli igin organizmalardaki
genetik degisiklikleri belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Dailianis vd. 2003:443; Arslan vd.

2010:165; Tsarpali ve Dailianis, 2012: 58; Arslan vd. 2015: 48).
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Mikroniikleuslar, hiicre boliinmesinin disindaki anafaz asamasinda geride kalan
kromozom pargalarindan veya saglam tam kromozomlardan kaynaklanan kiiciik
cekirdeklerin ortaya c¢ikmasiyla olusan sitoplazmik kromatin kiitleleridir. Hiicrelerdeki
varliklari, mitoz sirasinda ortaya ¢ikan yapisal veya sayisal kromozomal anormalliklerin bir
yansimasidir (Bolognesi vd. 2006:93).

Insektisitlerin farkli hayvan tiirlerinde DNA hasarlarina, kromozomal sapmalara,

kardes kromatid degisimlerine ve mikroniikleus olusumuna neden oldugu gosterilmistir

(Galdikova vd. 2015:698; Kurt ve Kayis, 2015:452).

1.11. Bécek Hemositleri

Boceklerde hiicrelerin boyanma 06zellikleri ve sekilleri géz oniine alinarak hemosit
tipleri baslica bes tipe ayrilmistir. Bunlar prohemosit, graniilosit, plazmatosit, sferiil hiicreler
ve Onositoitler olarak isimlendirilmektedir (Lavine ve Strand, 2002: 1295; Ribeiro ve
Brehelin, 2006: 417; Kurt ve Kayis, 2015: 452).

Prohemositler kiiclik, yliksek mitoz yetenegine sahip dncii hiicrelerdir ve farklilasarak
diger hemosit tiplerinin meydana getirilmesinden sorumludurlar (Levin, 2007; Er,
2011:347).

Plazmatositler hemolenfte en fazla sayida bulunan ve farkli morfolojik yap1 gosteren
hiicrelerdir. Hiicresel savunmada kapsiil ve nodiil olusumunda goérev alirlar ( Lavine ve
Strand, 2002:1295; Er, 2011:347). Graniilositler kiigiik ¢ekirdekli stoplazmik graniil igeren
hiicreler olup fagositoz yapabilen hiicrelerdir. Ayrica hiicresel savunmada nodiil ve kapsiil
olusumunda da yardimci rol oynarlar (Ribeiro ve Brehelin, 2006: 417).

Onositoidler morfolojik olarak hemolenfteki en biiyiih hiicrelerdir. Icerdigi
fenoloksidaz enzimi sayesinde bagisiklik sisteminin Onemli bir reaksiyonu olan
melanizasyonun gergeklestirilmesinde 6nemli rol oynarlar ( Er, 2011:347).

Stertil hiicreler genellikle yuvarlak, bazen oval bir yapiya sahip stoplazmasinda
yuvarlak bosluklu yapilar bulunduran hiicrelerdir. Igerisinde cesitli organeller bulundurur
(Levin, 2007). Melanizasyon ve fagositoz gibi reaksiyonlarda gorev alirlar (Chapman, 1998;
Er, 2011:347).

Bocek hemolenfinde bulunan bu hemositler serbest halde dolasarak hiicresel savunma

mekanizmasinin  temelini  olustururlar. Bunun yaninda besinlerin, hormonlarin,
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detoksifikasyon sonucu olusan metabolitlerin taginmasinda énemli rolleri vardir (Patton,

1983:47).

1.12. Galleria mellonella (Linnaleus, 1758): (Biiyiikk Balmumu Giivesi)

G. mellonella, petek giivesi veya biiyiik balmumu giivesi olarak da adlandirilan,
Lepidopetra takiminin, Pyralidae ailesinin ve Galleriinae alt ailesine ait bir bocek tiiriidiir
(Kwadha vd, 2017: 61). Diinyada hemen hemen aricilik yapilan tiim iilkelerde dogal olarak
ar1 kovanlarinda yasarlar. Ar1 kovanlarinda balmumu ve polenle beslenirler ve kovanlarda
galeri olusumuna neden olduklari i¢in zararli bir bocek tiirli olarak tanimlanirlar (Singkum
vd, 2019: 31). G. mellonella tam tam baskalasim dongiisiine sahip tipik bir holometabol
bocektir ve larva evresinde Onemli bir enfeksiyon modeli olarak son yillarda bilim
diinyasinin ilgisini ¢ekmektedir (Tsai vd., 2016: 214; Kwadha vd., 2017: 61).

Yasam dongiisiinde dort belirgin evre tanimlanmistir. Bunlar yumurta, larva, pupa ve
ergin seklinde ortaya ¢ikmaktadir . Genel olaral 29-39°C sicaklik ve yiiksek nemde yaklasik
8 haftalik tam bir yasam dongii siiresine sahiptir (Ellis vd., 2013: 1). Bununla birlikte bu
metamorfoz siireci gida icin rekabet, diyet kalitesi, yamyamlik, sicaklik ve bagil nem dahil
olmak iizere hem biyotik hem de abiyotik faktorlerden etkilenir (Kwadha vd., 2017: 61).
Baslangicta, yumurtlama sirasinda disiler 50-150 kiimelenmis yumurta birakir ve bunlarin
yumurtadan ¢ikmasi sicakliga gore degisir (Ellis vd., 2013: 1). Yumurtalar kiiresel bir sekle
sahiptirler ve beyazdan agik pembe renge sahiptirler (Gorsel 1.1).

Gorsel 1.1. Galleria mellonella yumurta

Yumurtadan larva olusum siireci 6nemli dl¢tlide sicakliga baglhdir ve 3 ila 30 giin siirer
(Charriére ve Imdorf, 1999: 627). Larvalar lila 23 mm 6lgiilerindedir, kirmizimsi bir bas ile
kremsi beyazdir ve biiylidiikge koyulasir (Gorsel 1.2.). Yaklasik 8-10 tiiy dokme asamasi
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gecirirler. Larva, 3 anatomik boliime ayrilmis bir dizi segmentten olusur bunlar bas, gégiis
ve karin olarak adlandirilir. Anatomik olarak, larval integumenter sistem, altinda ince bir
epitel tabakasi bulunan kiitikiil ad1 verilen kalin bir kaplamadan olusur. I¢ bosluk, yag
govdesi ve hemolenften, yani larval dolasim sisteminden olusur. Sindirim sistemi ve ipek

bezi yag govdesinde bulunur (Wojda vd., 2020: 57).

Gorsel 1.2. Galleria mellonella larva

Bagisiklik tepkisinin olusturulmasinda kritik oldugu diistiniilen sirt bolgesi, “yeni
bagisiklik dokusu” olarak adlandirilir (Pereira vd., 2015: 387; Hillyer ve Pass, 2020: 121).
Ventral bolge, sinir sistemine karsilik gelir ve birka¢ gangliyondan olusur (Singkum vd.,
2019: 31; Durieux vd., 2021: 818). Larvalar son evrede koza olusturmak i¢in ipek iiretir
(Singkum vd., 2019: 31). Bu evrede, 6n pupa asamasinda olan larvalar yemeyi birakir ve
hareketlerini minimuma indirirler. Pupalar kozalarda hareketsiz hale gelir ve bu siire
boyunca yemek yemezler. Baslangicta beyazdan sariya donerler, sonra kahverengiye

doénerler ve sonunda koyu kirmizimst bir renk alirlar (Gorsel 1.3).

Gorsel 1.3. Galleria mellonella pupa
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Yetiskin giivelerin rengi kirmizimsi kahverengiden soluk krem rengine kadar degisir
(Gorsel 1.4). Isiga duyarhidirlar ve genellikle geceleri yasarlar. Pupa asamasinda oldugu gibi,
yetigkin giivelerde de beslenme goériinmez (Kwadha vd., 2017: 61). Erkek ve disi yetiskin
giiveler arasinda birgok fark vardir. Erkekler disilerden biraz daha kiigliik ve daha agik

renklidir ve 21 giin yasarken disiler 12 giin yasar (Desai vd., 2019: 1267).

Gorsel 1.4. Galleria mellonella ergin

G. mellonella, son yillarda 6zellikle bakteriyel ve fungal enfeksiyonlarin arastirilmasi
icin popiiler bir hayvan modeli haline gelmistir. Diger omurgasiz modellerin aksine,
deneylerde kullanim i¢in uygun bir boyuta sahiptir ve 6zellikle 37 ‘C'de yasamin1 devam
ettirebilmesi nedeniyle insan patojen calismalarinin yapilmasi i¢in son derece uygunudur.
Laboratuvarda tretilmesi son derece kolay ve ucuzdur, ayni zamanda ekstra laboratuvar
olanaklar1 ve uzman personel gerektirmez. Dahasi, omurgasiz bir hayvan olmasi nedeniyle
etik yonden herhangi bir kisitlama s6z konusu degildir. Dogustan gelen bagisiklik sistemleri,
hem hiicresel hem de humoral savunma mekanizmalarina sahip olduklar: i¢in insanlarla
bircok benzer 6zellige sahiptir. Bu nedenle, etkinliklerini ve toksisitelerini test etmek icin
patojenlerin ve antimikrobiyal ajanlarin hassas dozlar1 enjekte edilebilir. Bu 6zellikler, G.
mellonella’y1 enfeksiyonlar1 incelemek icin eksiksiz ve ¢ekici bir alternatif haline
getirmektedir (Champion vd., 2016: 840; Menard vd., 2021:631710; Tsai vd., 2016: 214;
Wojda, 2017: 57).

Verilen bu genel bilgiler 1s1¢inda tezin amaci, thiaclopridin son yillarda siklikla
model organizma olarak tercih edilen G. mellonella kullanilarak SOD ve CAT gibi
antioksidan enzimler, protein, lipid ve karbohidrat gibi biyokimyasal makromolekiiller, lipid
peroksidasyon belirteci olan MDA, genotoksik hasarlarin belirlenmesinde siklikla kullanilan

mikroniikleus olusumu ve dnemli bir immiin parametre olan hemosit sayilar1 gibi belirtegler
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tizerine etkilerini belirlemektir. Elde edilen veriler memelilerinde i¢inde oldugu hedef dis1
organizmalar i¢in thiaclopridin potansiyel toksik etkilerinin ortaya konulmasinda yardimei1

olacaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

George ve Ambrose (2004:600), yapmis oldugu c¢alismada Rhynocoris kumarii
Ambrose ve Livingstone (Hetoroptera, Reduviidae) organofosfat grubu insektisit olan
monocrotophos ve methyl parathion’un LCso onda bir kadar insektisite maruz biralikinca
hemolenfte yer alan plazmatositlerin sayisinda %13 ve %16 arasinda azalma kaydedilirken,
organoklorlu insektisit olan endosulfan uygulaninca bu sayida %15 artis gozlenmistir.
Boceklerde  enkapsiilasyonda  goérev  alan  plazmatositler  immun  tepkilerin
degerlendirilmesinde 6nemli bir hemosit grubunu olustururlar. Plazmatositlerin azalmasinin
sebebi olarak fagositozda zarali toksik maddelerin uzaklastirilmasina yardimci olan granular
hemosit sayisindaki artis ile iligkili oldugu tespit edilmistir. Toksik maddelerin
uzaklastirilmasini saglamak i¢in plazmatositlerden granular hemositlerin olustugu sonucuna
varilmigtir .

Kurt ve Kayis (2015:452), yapmis olduklari ¢alismada deltametrinin biiyiik balmumu
glivesi G. mellonella 'nin hemositlerine etkisini aragtirmak igin G. mellonella'ya 24, 48, 72,
ve 96 saatlerde deltametrin (5, 20, 50, 100 ve 150png) uygulanmistir. Yapilan c¢aligma
sonucunda toplam hemosit sayisinin dnemli dl¢tide etkilendigi tespit edildi. Yiiksek dozda
insektisit uygulanan (50, 100 ve 150png) grupta 72 saatte hemosit sayisinin kontrole kiyasla
onemli Ol¢lide azalmis olmasina ragmen 96.saatte (100 ve 150png) hemosit sayisinin artmis
oldugu tespit edilmistir

Sekeroglu (2010:1), yapmis oldugu ¢alisgmada deltamethrin ve thiacloprid’in birlikte
ve ayr1 ayr1 uygulandiginda kemik iligi hiicrelerindeki in vivo genotoksik etki, kromozom
anormalligi (KA) ve mikroniikleus (MN) analizleri incelenmis.Yapilan aragtirma sonucunda
deltamethrin ve thiacloprid’in birlikte uygulandiginda 24 saat ve 30 giinliik uygulamada,
mitotik indeksin (MI) azalmis oldugunu, KA’nin ise istatiksel olarak artmis oldugunu
gozlemlemis olup tek baslarina uygulandiklarinda ise bu etkinin daha diisiik oldugu
belirlenmistir.

Ugkun (2013:1), yapmis oldugu ¢alismada Xenopus laevis iribaslarina thiacloprid ve
trifloksistrobin’in akut toksik etkilerini arastirmislar.Calisma sonucunda pestisitlerin 50-58.
evredeki X. laevis iribaslarinda toksik etkiye neden oldugu gozlemlenmis olup,
pestisitlerinlerin birlikte uygulandiklarinda, LCso/2 ve LCso degerlerinden daha diisiik

dozlarda etki sahip oldugu belirlenmistir. Calismada elde edilen sonuca gore X. laevis iri
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baglarinin kullanilmasi sucul ekosistemlerin kirliliginin degerlendirilmesinde 6nemli bir
materyal oldugu belirlenmistir.

Sahoo vd. (2013:7935), yapmis olduklar1 ¢alismada thiacloprid kalintilarinin Solanum
melongena L etkisi iizerine yapmis oldugu arastirmada neonikotinoid insektisit olan
thiacloprid'in, hemiptera zararlilarinin yani sira birkag lepidoptera zararlilarina kars etkili
oldugu gozlemlenmistir.

Galdikova vd. (2015:698), yapmis olduklar1 ¢alismada thiacloprid'e maruz kalan
sigirlarin kan hiicrelerinde genotoksik hasarin tespiti lizerine yapilan ¢alismada mitotik
indeks, sitokalasin tarafindan bloke edilen proliferasyon ve proliferasyon indeksleri gibi ek
degiskenlerdeki diisme, Thiacloprid’in hiicre proliferasyonunu etkileyerek ve inhibe ederek
sitostatik etkileri indiikleme ve sirastyla hiicre dongiistinii bozmus oldugu gozlemlediler.

Singla ve Sandhu (2015:147), yapmis olduklar1 ¢alismada thiacloprid’e maruz kalan
Gallus domesticus ait kus tiiriiniin hematolojik parametrelerinde degismeye neden oldugu
kuslarda paketlenmis hiicre hacminde (PCV), hemoglobin (Hb) konsantrasyonunda ve
toplam eritrosit sayisinda (TEC) bir azalma oldugu belirlenmistir.

Camlica vd. (2016:128), yapmis olduklari ¢alismada Rana ridibunda iskelet kasinda
agonist olan Thiacloprid’in ve antagonist olan d-tubokurarine’nin géstermis oldugu belirtiler
incelenmis olup, arastirma sonucunda yiiksek dozlardaki thiacloprid’in (10% ve 10*M
Thiacloprid) Histolojik incelemeler sonucunda yiiksek dozlarda thiacloprid uygulanan
gruplarda (10° vel0*M Thiacloprid) kaslarda sarkomer biitiinliigiin bozuldugu,
miyofibrillerin ayrildig1 ve mitokondrilerin sistigi saptanmis olup sarkomer biitlinliigiiniin
bozuldugu, miyofibrillerin ayrildigi, mitokondrilerin sistigi gozlenmistir.

Shi vd. (2018:17), yapilan ¢alismada 2 giin boyunca gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi (GC-MS) bazli metabolik analiz ile birlikte sivi kromatografisi-kiitle
spektrometresi (LC-MS) bazli metabolik analiz yaklagimlarin birlikte uygulandiktan sonra
bal arilart 3 giin boyunca 2 mg/L thiacloprid uygulandiktan sonra bal arilarinda metabolik
degisiklikler arastirildi. Yapilan ¢alisma sonuglari Bal arismin, Apis mellifera L.'nin
thiacloprid'e tepkisi iizerine yapmis olduklari ¢alismada oksidatif stres ve detoksifikasyon
baglantili genis aralikli yollarla zenginlestirilmis yiiksek diizeyde bolluga sahip metabolitler,
bal arilarinin detoksifikasyon sistemlerini direngli thiacloprid toksisitesine aktive ettiklerini

gostermiglerdir.
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Celik (2023:145), yapmis olduklar1 arastirmada oksiklozanidin Galleria mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae)'nin gelisim evreleri iizerine etkisini arastirmistir. Oksiklozanidin
konsantrasyonunun artisina bagli olarak DNA hasarinin arttig1 belirlenmistir.

Kivrak ve Ay (2019:74), yapmus olduklar1 ¢alismada thiacloprid ve spiromesifen’in
avci akar Amblyseius swirskii Athias-Henriot'ye akut etkisi yaninda bazi biyolojik donemleri
tizerine etkileri de arastirmislar.Akut etkisini tespit etmek i¢in Thiacloprid'in ve
spiromesifen'in tarla dozu (T) ve yari tarla dozu (T/2) se¢ilmis olup bu dozlar kuru uygulama
ve direk uygulama yontemleriyle Amblyseius swirskii larvalarina uygulanmistir. Elde edilen
sonuglara gore thiacloprid'in T dozunun avci akarlar tizerindeki her iki yonteminde (direkt
uygulama ve kuru rezidii) zarar diizeyinin diisiik oldugu saptanmis olup, spiromesifen’in T
dozu iki yontem iginde orta diizeyde zararli oldugu, T/2 dozunun ise direkt uygulama avci
akarlara olumsuz bir etkisi olmadigi, kuru rezidii yontemine goére de hafif diizeyde toksik
oldugutespit edilmis olup, thiacloprid'in T dozunun, spiromesifen’in ise (T/2) dozunun avci
akar, A. swirskii'nin {ireme giicii ve yasam siiresini etkilemedigi belirlenmistir.

Coskun (2019:47), yapmis oldugu calismada thiacloprid’in farelerde siyatik sinir,
omurilik, bobrek, kalp, beyin, karaciger ve testis dokular1 iizerine etkilerini
arastirmiglardir.Birinci grup kontrol grubu olarak secilmis olup 2. grup: 5 mg/kg, 3. grup:
7,5 mg/kg, 4. grup: 10 mg/kg dozlar belirlendikten sonra hazirlanarak siganlara enjeksiyon
yapilmistir.Herbir grupta 8 adet fare olacak sekilde ¢alismalar yapilmis olup, 21 giin
boyunca 48 saat araliklarla 0,5 mL hacimlerde insektisit 3 doz seklinde uygulanmis olup,
elde edilen sonuglara gore insektisitin yukarida verilen dokularin hepsinde oksidatif hasar
olustugu tespit edilmistir.

Ertiirk (2019:110), yapmis olduklar1 ¢alismada akciger hiicrelerinde thiacloprid ve
deltametrin karisiminin insan akciger hiicrelerinde dna ¢ift zincir kirigina ve sitotoksiteye
neden oldugu konsantrasyonun artmasiyla iligkili olarak 24 saat ve 120 saatlerde hiicre
canliligini azalttig1 tespit edilmistir

Verebova vd. (2019:459), thiacloprid'in DNA'nin yapisi ve stabilitesi {izerindeki
etkisi lizerine yapilan ¢alismada thiacloprid'in DNA'y1 istikrarsizlastirdigi ve hidrofobik
veya hidrojen etkilesimleriyle kii¢iik oluga baglanarak DNA'nin yapisini ve stabilitesini
degistirdigi tespit edilmistir.

Willow vd. (2019:22), bir parazitoid yaban arisinda tebuconazole ile sinerji olusturan

diisiik doz Thiacloprid maruziyetinin akut etkisi saptanmasi {izerine yapilan ¢alismada

27



Thiacloprid’in bu akut etkilerinin her ikisi de tebuconazole tarafindan sinerjik hale
getirildi. Toksisite, katki etkisinden daha biiyiik bir etkiye yiikseldi. Bu da tebuconazole'un
diisiik dozla birlikte uygulanmasindan énemli 6l¢iide 6liimle sonuglandig tespit edilmistir.

Angral ve Bandral (2024:118), thiaclopridin bal aris1 A. mellifera’ da dogal yasam
alanlarinda yaptig1 ¢caligmasinda, yiyecek arama davranisi, yiyecek depolama davranist ve
6liim oranlarini arastirmigtir. 500, 325, 250, 125, 62.50 ve 31.25 ppm thiacloprid dozlarina
maruz birakilan arilarda besin arama davranisinin 6nemli 6l¢iide etkilendigi ve 250 ppm
tizeri dozlarin arilar i¢in tehlikeli oldugunu belirtmislerdir.

Brandt vd. (2020:4670), yaygin olarak kullanilan neonikotinoid insektisit
thiacloprid'in sahadaki ger¢ek¢i konsantrasyonlarinin, Osmia bicornis'in  bagisiklik
yeterliligini ciddi sekilde etkileyebilecegini belirtmislerdir. Ayrintili olarak, 200 ve 555
pg/kg tiakloprid ¢ozeltilerine maruz birakilan erkeklerde hemosit yogunlugunda bir azalma
gerceklestigini ve hemolenfin antimikrobiyal aktivitesinin azaldigini
gostermislerdir.Disilerde ise yalmizca 555 pg/kg'lik bir konsantrasyonnun benzer
immiinosiipresif etkilere neden oldugunu bunun erkek ve disilerin beslenme aligkanliklarina

bagli olarak maruziyet miktarlarindaki degisimlerden kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Stok Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi ve Deney Boceklerinin Elde Edilmesi

G. mellonella (L.) larvalar1 Bronskill, (1961:102) tarafindan belirlenen yar1 sentetik
besin igerisinde 28°C + 2°C, %60+ 5 bagil neme sahip karanlik ortamda Adiyaman

Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Laboratuvarinda iiretildi.

G. mellonella ergin kelebekleri yukarida bahsedilen besin igerisine birakilarak besine
yumurta birakmalart saglandi1 (Gorsel 3.1). Burada acgilan yumurtalardan elde edilen
larvalarin igerisinde olduklar1 besin belirli araliklarla taze besinle karilarak son evreye
ulasincaya kadar takip edildi (yaklasik 250-350 mg). Deneylerde son evreye gelen bu

larvalar kullanildi.

Gorsel 3.1. Galleria mellonella stok kiiltiir

3.1.1. Thiacloprid LDso degerinin belirlenmesi

Calismamizda LDsp degerinin belirlenebilmesi i¢in son evre larvalarina Hamilton
marka mikro enjeksiyon ignesi kullanilarak sol arka bacagin 6niinden thiaclopridin (Calypso
Od 240) farkli dozlar1 enjekte edildi. Yapilan denemeler 4 tekrarli olacak sekilde uygulandi.
Doksanalti saatlik LDsg degerinin belirlenebilmesi i¢in 6len ve canli kalan larvalar kayit
altina alinarak fotograflar ¢ekildi (Gorsel 3.2). Finney (1982), probit analiz yontemi ile LDso
degeri 38ug olarak tespit edildi. Buna gore sublethal dozlar segilerek larlavalara 10 pl fosfat
tamponu igerisinde 5ug, 10ug, 15pg, 20pg, 25ug ve 30ug thiacloprid olacak sekilde

ayarlanan dozlarinin uygulanmasina karar verildi.
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Gorsel 3.2.Thiacloprid LDso denemeleri

3.1.2. Deney gruplarinin olusturulmasi

Sublethal dozlar belirlendikten sonra ¢alisma igin rastgele se¢ilen larvalardan 24, 48
72 ve 96 saatlik gruplar olusturuldu ve belirlenen thiacloprid dozlar1 (Spg, 10ug, 15ug, 20ug,
25ug ve 30ug) bu larvalara hamilton marka mikro enjeksiyon ignesi kullanilarak son arka
bacak oOniinden enjekte edildi (Gorsel 3.3). Gruplara ayrilmig larvalar ayni laboratuvar
kosullarinda belirlenen periyotlar boyunca bekletildi ve siire sonunda yas agirliklar
tartilarak alind1 ve biyokimasal analizler i¢in -80°C muhafaza edildi. Negatif kontrol grubuna
thiaclopridin sulandirilmasinda kullanilan fosfat tamponu enjekiyonu yapilirken kontrol
grububuna ise hi¢bir islem uygulanmadi. Bu islemler biyokimyasal analizler i¢in kullanlacak
larvalar i¢in yapildi. Toplam hemosit sayilarinin belirlenmesi ve mikroniikleus sayilarininn
belirlenmesinde larvalar -80°C’ye alinmadan ilgili periyodu takiben hemen islemler

gercgeklestirildi.

3.2. Yontem
3.2.1. Biyokimyasal analizler i¢in siipernatantlarin elde edilmesi

Antioksidan enzimlerin aktiviteleri (SOD ve CAT), MDA, protein, karbonhidrat ve
lipid diizeyinin belirlenmesi i¢in larvalar -80°C’den alinarak oOnceden hazirlanan ve
numaralandirilmis 15 mL’lik plastik eppendorf santrifiij tiiplerine aktarildi. Larvalarin

tizerindeki buzlar oda 1sinda ¢oziildiikten sonra enzim aktivitelerinin etkilenmemesi plastik

30



tiipler homojenizasyon oncesi ve sonrasinda buz kaliplari igerisine yerlestirilerek muhafaza
edildi.
Homojenizasyon islemleri ve siipernatantlarin elde edilmesinde Yucel ve Kayis (2019)

da gosterilen yontem kullanildi.

Gorsel 3.3. Thiaclopridin G. mellonella’ya enjeksiyonu

3.2.2. Total protein miktar: analizi

Galleria mellonella’nin total protein tayininde Lowry protein metodu kullanilmistir.
Lowry vd. (1951: 265) orneklerin protein miktar1 saptanmadan once standart ¢alismasi
yapilarak standart protein egrisi olusturuldu. Standart calismasi igin %1’ lik Bovine serum
alblimini (BSA) (Sigma; A-2153) standart olarak kullanildi. Standart ¢6zelti hazirlamak igin
0,1 gr BSA 100 ml suda ¢oziilerek, seyreltme yontemiyle 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06,
0.07, 0.08, 0.09 mg/ml albiimin igeren standart ¢ozeltiler hazirlandi. Her bir standart ¢ozelti
Lowry vd. (1951: 265) protein tayini yontemi kullanilarak spektrofotometrede 750 nm de
okuma yapilarak elde edilen degerlerden protein regresyon denklemi elde edildi.
Numunelerin protein miktarinin belirlenmesi i¢in, her bir 6rnekten 0,3mL supernatant
alinarak tiiplere eklendi. Kor tiipline ise 0,3mL saf su eklendi. Daha sonraki asamada 6rnek
ve siipernatantlarin bulundugu tiiplere 3mL ¢ozelti C eklendi ve 15 dk oda 1sisinda
bekletildikten sonra tizerine 0,3mL folin-ciocalteu ilave edilerek vortekslendi. Otuz dakika
oda sicakliginda bekletilerek 750 nm’de kore karsi absorbans degerleri okundu. Elde edilen
veriler regresyon denklemindeki degerler kullanilarak larvalarin toplam protein miktari
hesaplandi. Total protein miktarlar1 bocek basina diisen protein miktar1 olarak mg/100mg

olacak sekilde gosterildi.
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3.2.3. Total lipit miktar1 analizi

G. mellonella larvalarinin toplam lipit miktar1 Van Handel (1985b:302) yontemi ile
belirlenmistir. Orneklerin lipit miktar1 saptanmadan 6nce standart calismasi yapilarak
standart lipit regresyon egrisi olusturuldu. Standart ¢ozelti hazirlayabilmek i¢in %0.1 lik
misir yagindan stok ¢ozeltisi hazirlandi. Stok ¢6zeltiden kloroform/metanol (1/2)
kullanilarak seyreltme yontemi ile 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200 ug/mL lipid
igeren cozeltiler elde edildi. Cozeltilerin absorbanslar1 Van Handel (1985b:302) yontemine
gore spektrofotometrede (Shimadzu UV 1800) 525 nm dalga boyunda kore karsi belirlendi
ve elde edilen verilerler standart lipit grafigi (regresyon egrisi) ¢izildi.

Orneklerin total lipit miktar1 tayini igin herbir siipernatanttan 200uL 6rnek almarak
cam tiiplere eklendi. Cam tiipler 90°C su banyosuna koyularak kloroform/metanol karigimi

tamamen uguncaya kadar beklendi (Gorsel 3.4).

Gorsel 3.4. Tiiplerin su banyosunda bekletilmesi

Su banyosundan alinan cam tiipler bir miiddet sogumasi i¢in oda sicakliginda beklendi.
Soguduktan sonra 40uL konsantre siilfiirik asit katilarak cam tiipler vortekslendi.
Vorteksleme isleminden sonra 2 dk tekrardan 90°C su banyosunda 1sitildi. Su banyosundan
alinan cam tiipler tekrardan sogumaya birakildi ve soguduktan sonra iizerine 960ul vanilin
fosforik asit eklenerek katilarak vortekslendi. Vorteksleme isleminden sonra 30dk oda
sicakligina bekletildi. Renk olusumu gozlendikten sonra (Shimadzu UV 1800) 525 nm dalga

boyunda ornekler kore kars1 okunarak elde edilen veriler ile total lipit miktar1 hesaplandi.
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3.2.4. Total karbohidrat miktar:1 analizi

Karbonhidrat miktar1 analizinde Van Handel (1985a:299), belirlemis oldugu metod
uygulanmustir. Orneklerin karbonhidrat miktar1 saptanmadan once standart ¢alismasi
yapilarak standart karbonhidrat regresyon egrisi olusturuldu. Bunun i¢in saf glikojenden
0.1gr/mL glikojen igeren stok ¢ozeltisi hazirlandi. Elde edilen ¢6zelti seyreltilerek standart
¢ozeltiler hazirlandi. Elde edilen veriler 625 nm de spektrofotometrede (Shimadzu UV 1800)
kore kars1 okundu. Standart lipit grafigi (regresyon egrisi) ¢izildi. Karbonhidrat miktar
tayini icin numunelerden her bir siipernatanttan 200uL alinarak cam tiiplere aktarildu.
Numunelerde bulunan kloroform/metanol 90°C deki su banyosunda uguruldu. Soguyan cam
tiplere 1mL antron ¢ozeltisi eklendi ve 90°C deki su banyosunda 15dk bekletildi.
Numuneler su banyosundan alinarak sogumaya birakildi. Daha sonra Ornekler
spektrofotometrede (Shimadzu UV 1800) 625 nm de kore karsi okundu. Regresyon
denklemi kullanilarak hesaplama yapildi ve total karbohidrat miktar1 mg/100mg olarak
gosterildi.

3.2.5. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin tayini
SOD aktivitesinin belirlenmesinde Sun vd. (1988:497), metodu kullanildi. SOD tayini

nitroblue tetrazolium’un (NBT) siiperoksit iireticisi olan ksantin-ksantinoksidaz tepkimeye

girerek indirgenmesi sonucu gerceklesir. Ol¢iim 560 nm de dalga boyunda yapilmaktadir.

[lk islem olarak numune ve kor tiipiine 1425 mL reaktif ilave edildi. Daha sonra sadece
numune tiipiine 0.05mL &rnek eklendi ardindan kér ve numune tiipiine 0.025mL ksantin
oksidaz eklendi ve karstirilarak ve oda sicakliginda 20 dk bekletildi. Oda sicakliginda
bekletildikten sonra kor ve numune tiipiiniin herikisine birden 0.05mL CuCl> (mL) ilave
edildi ve reaksiyon durdurulduktan sonra sadece kor tiipiine 0.05mL6rnek eklenerek 560 nm

de spektrofotometrede absorbanslar1 okundu.

3.2.6. Katalaz (CAT) aktivitesinin tayini

Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesinde Aebi (1984:121), metodu kullanilmustir.
Bu kapsamda ilk adim olarak 200 pL 6rnek ve 3 mL 30 mM hidrojen peroksit karigtirilmistir.
Nihai karisim hizla ¢alkalanarak hizli bir sekilde spektrofotometreye yerlestirilmis ve azalan
absorbans degerleri kinetik olarak 240 nm'de 1 dakika boyunca 30 saniye araliklarla

Ol¢iilmiistiir. CAT enzim aktivitesi hesaplanarak U/mg protein olarak verilmistir.
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3.2.7. Malondialdehid (MDA) miktarmin belirlenmesi

Malondialdehid aktivitesinin belirlenmesinde Bar-Or vd. (2001:856) yontemi
kullanildi. Bu metotta 250uL 6rnek tizerine % 20’lik 125 uLL TCA eklenerek 30 dakika
stireyle 15000 devirde santrifiij islemine tabi tutuldu. Numune santrifiij edildikten sonra
tizerine 200pL % 0,8’lik TBA eklendi ve karistirilarak 90°C’de sicak su banyosuna
koyuldu. Ornekler oda 1sinda soguduktan sonra spektrofotometrede 525nm de kére karsi

okunarak absorbanslar nmol/mg protein cinsinden gosterildi.

3.2.8. Toplam hemosit sayilarimin belirlenmesi

Hemosit sayimu i¢in thiaclopridin sublethal dozlar: (Spg, 10ug, 15ug, 20ug, 25ug ve
30ug) 4 tekrarli olacak sekilde farkli zamanlarda son evre G. mellonella larvalarina
uygulandi. Her bir tekrar icin 8 larva olmak tizere toplam 32 larva lizerinden ¢aligma yapildi.
Hemosit sayilarinin belirlenmesinde Jones (1962: 209) yontemi kullanildi. Buz iizerinde bir
stire bekletilerek hareketleri yavaglatilan larvalara hamilton marka mikro enjeksiyon ignesi
kullanilarak son arka bacak oniinden thiaclopridin enjeksiyonu saplandi. Larvalar enjeksiyon
isleminden sonra laboratuvar kosullarindadeney periyodu siiresince bekletildi. Kontrol
grububuna higbir islem uygulanmazken negatif kontrol grububuna ise saf su enjekte edildi.
Arastirma i¢in belirlenen 24, 48, 72 ve 96 saatlerde larvalar etiivden alindi, son arka bacak
tizerinden steril lanset ile delindi, elde edilen hemolenften Syl otomatik pipet ile ¢ekildikten
sonra igerisinde 45ul Tauber-Yeager ¢ozeltisi bulunan tiiplere aktarildi. Daha sonra mikro
pipet yardimiyla birkag¢ kez ¢ekip birakarak karigmasi saglandi. Elde edilen karigimdan 10ul
alinarak Neubauer lamina (Improved Neubauer Hemocytometer; Superior, Germany)
yiiklendi (Gorsel 3.5 ve Gorsel 3.6).

Gorsel 3.5. Neubauer lami
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Sayim i¢in hemositometre laminin orta kisminda bulunan 25 orta biiyiikliikteki karenin
tamami yani 1 mm?1ik biiytik karenin tamami sayilarak toplam hemosit sayilar1 hesaplandi.

Toplam hemosit sayilarinin hesaplanmasi i¢in asagidaki formiilden yararlanildi.

Gorsel 3.6. Isik mikroskobunda hemositlerin goriiniimii

Hiicre sayis1 / mL = Biiyiik karede sayilan hiicre sayis1 x Sulandirma katsayis1 x10*

3.2.9. Mikroniikleus sayilarinin belirlenmesi

Thiaclopridin sublethal dozlarinin (5ug, 10ug, 15ug, 20ug, 25ug ve 30ug) enjeksiyonu
yapilan son evre G. mellonella larvalarini daha 6nce belirlenen periyotlar (24, 48, 72 ve 96
saat) sonunda laboratuvar ortamindan alinarak abdomen bolgeleri etanol ile temizlendi ve
buz tlizerinde enjeksiyon igleminin kolay yapilmasi amaciyla hareketini yavaslatmak igin
bekletildi. Hareket yavasladiktan sonra larvalarin son arka ayaginin oniinden steril lanset
yardimiyla delinerek 1 damla hemolenf lama koyuldu ve yayma preparat hazirlandi. Yayma
islemi yapildiktan sonra kuruyuncaya kadar oda sicakliginda beklendi. Lam tamamen
kuruduktan sonra metil alkol ile fiksasyon yapildi.

Preperat kuruduktan sonra yaklasik 10 dk kadar %5 lik giemsa boyasi ile boyandi
(Gorsel 3.7). Boyama yapildiktan sonra 3 kez saf sudan gegirilerek kurumaya birakildi.
Lamlar kuruduktan sonra entellan ile diizgilin bir sekilde kapatilarak daimi preperat haline
getirildi. (Venier vd. 1997: 33) (Gorsel 3.8). Deneyler farkli zamanlarda 4 tekrar olacak
sekilde yapildi.
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Gorsel 3.7. Preperatlarin boyanmasi

ﬂ Ll

Gorsel 3.8. Mikroniikleuslu hiicreler

3.3.  Sonuclarn istatistik Olarak Hesaplanmasi

Deney ve kontrol gruplarinin Kkarsilagtirilmasinda varyans analiz yontemi
uygulanirken ortalamalar arasindaki farki degerlendirmek ig¢in Student Newman Keul’s
(SNK) testi uygulandi. Verilerin birbiri ile baglantist SPSS 20.00 kullanilarak belirlendi.
Sonuglarin degerledirilmesinde ortalamalar arasindaki fark P> 0.05 ise anlamli kabul edildi.

Deneyler farkli zamanlarda 4 kez tekrarlanmustir.
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4. BULGULAR
4.1. Thiacloprid’in Toplam Hemosit Sayilarina Etkisi

Thiacloprid’in G. mellonella larvalarinda total hemosit sayisina etkileri Tablo 4.1 ve
Sekil 4.1°de gosterilmistir. Veriler incelendiginde 24, 48, 72 ve 96 saat uygulamalarindan
sonra kontrol grubu ile negatif grup arasinda anlamli bir fark gériilmezken (p>0.05), 24.
saatte Sug thiacloprid uygulamasinda total hemosit sayilarinda kontrol ve negatif kontrol
gruplarina gore anlamli bir sekilde artis oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Diger thiacloprid
dozlarinda (10pg, 15ug, 20ug, 25ug ve 30 ug) 24. saatte total hemosit sayisi kontrol ve
negatif kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlaml sekilde azalma bahsi gegen periyotta en
diisiik hemosit sayis1 en yiiksek doz olan 30 pg konsatrasyonda 115.00x10* olarak
belirlenmistir. Thiacloprid’in 48, 72 ve 96 saat uygulamalarinda ise kontrol grubu, negatif
kontrol grubu ve Sug lik dozlar arasinda anlamli bir fark goriilmezken (p>0.05), 10ug, 15ug,
20ug, 25ug ve 30 ug thiacloprid dozlarinda kontrol ve negatif kontrol gruplarina kiyasla
total hemosit sayisinda anlamli bir sekilde diisiis oldugu belirlenmistir (p<0.05). Bahsigecen
periyotlarda en yiiksek doz olan diisiis miktarinin en yiiksek doz olan 30 pg thiacloprid
konsatrasyonunda ise diger thiacloprid konsatrasyonlarina gére anlamli bir azalma (p<0.05)

gerceklesmistir.

Tablo 4.1. Thiaclopridin G. mellonella larvalarinda total hemosit sayisina etkisi

Thiacloprid Saat (24) Saat (48) Saat (72) Saat (96)
ug (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std)
0.00 231.00+£19.122°  219.00£10.042%  236.25+19.855%  221.75+7.250°
0.00* 237.50+18.621°  222.75+9.886%  227.50+10.743%  215.00+3.6512
5.00 270.50+8.7032 240.50+6.589%  244.25+17.708%  225.50+4.573%2
H-tle—r%tglsit 10.00 166.25+3.683¢ 128.75+6.382b¢ 177.25+5.105° 169.75+4.854b
Sayisi 15.00 161.00+6.545¢ 110.25+6.047% 181.25+5.836P 156.75+7.685P
20.00 148.75+5.977°¢ 121.00£8.822%  166.50+10.563°  162.75+8.740°
25.00 163.00+8.631°¢ 134.75+5.513° 158.504.873 150.00+4.916°
30.00 115.00£5.774¢ 100.50+2.102° 109.50+6.764°¢ 117.75+6.676°

*: Negatif Kontrol

Harfler denenen konsatrasyonlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni siitunda farkli harfle gosterilen veriler
arasinda istatistiksel anlamda fark vardir (P<0.05)
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Hemosit Sayis1 x 104

300,00
250,00
200,00
150,00
100,00
LT
0,00
Kontrol Negatif 5pug 10 ug 15 ng 20 ug 25 ug 30 ug
Kontrol

B 24 Saat m48.Saat m72.Saat m96.Saat

Sekil 4.1. Thiaclopridin G. mellonella larvalarinda total hemosit sayisina etkisi

4.2. Thiacloprid’in Mikroniikleus Sayilarina Etkisi

Thiacloprid’in G.mellonella larvalarinda total mikroniikleus frekansina etkileri Tablo

4.2 ve Sekil 4.2°de sunulmustur.

Tablo 4.2. Thiaclopridin G. mellonella larvalarinda mikroniikieus frekansina etkisi

Thiacloprid Saat (24) Saat (48) Saat (72) Saat (96)
ug (Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std) (Ort£Std)
0.00 0.25+0.250¢ 0.50+0.289° 0.50+0.289¢ 0.50+0.289¢
0.00* 0.25+.0.250¢ 0.50+0.289° 0.50+0.289¢ 0.50+0.500¢
5.00 0.50+0.289¢ 0.50+0.289° 0.50+0.289¢ 0.50+0.289¢
Mikroniikleus 10.00 0.50+0.289¢ 0.50+0.289° 0.50+0.289¢ 0.50+0.289¢
Say1s1 15.00 1.50+0.289 3.25+0.25072 2.00+0.408°¢ 2.50+0.289°¢
20.00 2.00+0.408°¢ 2.50+0.2892 3.50+0.289° 4.50+0.645°
25.00 3.00+0.408° 2.25+0.6292 3.25+£0.479° 6.25+0.6292
30.00 5.75+0.4792 3.50+0.500? 7.00+£0.408% 7.25+0.4792

*: Negatif Kontrol

Harfler denenen konsatrasyonlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni siitunda farkli harfle gosterilen
veriler arasinda istatistiksel anlamda fark vardir (P<0.05)

Kontrol grubuyla kiyasladigimizda thiacloprid’in negatif kontrol, ve diisiik dozlar olan

Sug ve 10ug dozlarinda 24, 48, 72 ve 96 saatlik periyotlarda total mikroniikleus sayisi
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acisindan istatiksel agidan anlamli bir fark goriilmezken (p>0.05), 48. saatten baglayarak 15
ng thiacloprid ve daha yiiksek thiacloprid konsantrasyonlarinda mikroniikleus sayisinin
anlamli bir sekilde artmaya basladigi (sirasiyla 3.25, 2.50, 2.25 ve 3.50) (p<0.05)
belirlenmistir. 24. saatte ise bu artis 20ug (2.00), 25ug ( 3.00) ve 30 ug (5.75) thiacloprid
dozlarinda gerg¢eklesmistir. (Tablo 4.2).

Mikroniikleus Sayisi

8

7

6

5

4

3

| il |
1 il 10 I
o =HEN =HNE HNENE HNENN

Kontrol Negatif Sug 10 nug 15 ug 20 ug 25 ug 30 ug
Kontrol

W 24.Saat ®48.Saat 72.Saat ™ 96.Saat

Sekil 4.2. Thiaclopridin G. mellonella larvalarinda mikroniikleus frekansina etkisi

4.3. Thiacloprid’in SOD Enziminin Aktivitesine Etkileri

Thiacloprid’in farkli dozlarinin G. mellonella larvalarinin SOD enzim aktivitesine
etkilerini Tablo 4.3 ve Sekil 4.3°de gosterilmistir. Denenen tiim periyotlarda kontrol ve
negatif kontrol gruplar1 arasinda SOD enzim aktivitesi bakimindan anlamli bir degisiklik
meydana gelmemistir. 24. saatte Sug, 10ug ve 15ug dozlarda kontrol ve negatif kontrol
gruplarina gére SOD enzim aktivitesinde anlaml artislar meydana gelmekle birlikte, 20ug
ve 25ug thiacloprid dozlarinda enzim aktivitesi diisiik thiacloprid dozlarina gore (5pg, 10pg
ve 15pg) onemli Olgiide artmis, fakat bu artis kontrol ve negatif kontrol gruplarina
kiyaslandiginda azalma seklinde ortaya ¢ikmustir (p<0.05). En yiiksek doz olan 30ug
thiacloprid konsatrasyonunda ise SOD enzim aktivitesi denenen tiim konsatrasyonlar ve
kontrol gruplarina gore 6neemli dl¢iide azalmistir (2.302 U/mg protein) (p<0.05). 48, 72 ve
96. saatlerdete ise yine kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark ortaya ¢ikmamustir. Bahsi

gecen periyotlarda diisiik thiacloprid dozlarinda (Spg, 10ug ve 15ug) SOD enzim aktivitesi
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kontrol ve negatif kontrol gruplarina gore 6nemli Ol¢iide artarken, yliksek thiacloprid

dozlarinda (20pg, 25pug ve 30 pg) enzim aktivitesi gerek kontrol gruplarina gereksede diger

dozlara gore 6nemli dl¢iide azalmistir (p<<0.05).

Tablo 4.3. Thiaclopridin G. mellonella larvalarinda SOD aktivitesi iizerine etkisi

Thiacloprid

ug

0.00
0.00*

5.00
10.00
15.00
20.00
25.00
30.00

SOD
(U/mg

protein)

Saat (24)
(Ort+Std)

4.450+0.094°
4.382+0.080°
8.041+£0.4172
8.328+0.1272
8.407+0.194%
3.486+0.113°¢
3.744+0.074°
2.302+0.0754

Saat (48)
(Ort£Std)

4.505+0.111°
4.512£0.051°
8.071+0.088°2
7.828+0.1872
8.244+0.1172
3.475+0.158°
3.354+0.086°
3.348+0.123¢

Saat (72)
(Ort£Std)

4.490+0.083¢
4.477+0.133¢
6.321+0.077°
6.279+0.214°
8.196£0.268%
2.993+0.1144
2.552+0.148¢
2.599+0.104¢

Saat (96)
(Ort£Std)

4.750+0.067¢
4.651+0.062°
5.534+0.106°
8.579+0.1212
8.549+0.067°
2.899+0.099¢
2.533+0.092¢
2.178+0.159°

*: Negatif Kontrol

Harfler denenen konsatrasyonlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni siitunda farkli harfle gosterilen veriler
arasinda istatistiksel anlamda fark vardir (P<0.05)
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Sekil 4.3. Thiaclopridin G. mellonella larvalarinda SOD aktivitesi iizerine EtKisi

SOD (U/mg pr)

5pg

10 pg 15 pg

B 24.Saat mW48.Saat W 72.Saat ™ 96.Saat

20 pg 25 pg

30 pg
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4.4. Thiacloprid’in CAT Enziminin Aktivitesine Etkileri

Thiacloprid’in  farkli dozlarinin  G. mellonella larvalarinda CAT enziminin
aktivitesinde meydana getirdigi degisiklikler Tablo 4.4 ve Sekil 4.4’ de gosterilmistir.
Katalaz enzim aktivitesinde 24, 48, 72 ve 96. saatlik periyotlarda kontrol grubuyla
negatif grubu arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05). 24 saatlik periyotta Sug,
10ug, 15ug ve 20ug thiacloprid dozlarinda CAT enzim aktivitesi kontrol gruplarina gore
onemli Ol¢lide artis gdstermistir (p<0.05). 25pg ve 30ug thiacloprid dozlar1 gibi yiiksek
dozlarda gerek kontrol gruplarina gore gerekse de denenen diger dozlara gore CAT enzim
aktivitesinde 6nemli azalmalara neden olmustur (0.012 U/mg protein ve 0.011 U/mg protein)
(p<0.05). 48. Saatte kontrol gruplar ile Sug, 10pg, 15pug ve 20ug thiacloprid dozlari
arasinda CAT enzim aktivitesi bakimindan 6nemli bir fark gézlenmezken, daha yiiksek
dozlarda (25pg ve 30ug) enzim aktivitesi onemli Slgiide azalmistir (p<0.05). 72. saatte
kontrol gruplart ve 5pg, 10pg, 15ng thiacloprid dozlar1 arasinda CAT enzim aktivitesi
bakimindan anlamli bir fark olmamakla beraber (p>0.05), yiiksek thiacloprid dozlarinda (20
ug, 25ug ve 30ug) CAT enzim aktivitesi onemli Olgiide azalmistir (p<0.05). Deney
periyodunun son giinii olan 96. saatte ise sadece yiiksek thiacloprid dozlarinda (20 pg, 25ug

ve 30ug) kontrol gruplarina gore enzim aktivitesinde dnemli diisiisler meydana gelmistir

(p<0.05).

Tablo 4.4. Thiaclopridin G. mellonella larvalarinda CAT aktivitesi iizerine etkisi

Thiacloprid Saat (24) Saat (48) Saat (72) Saat (96)

ng (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std)
0.00 0.019+0.0004°>  0.022+0.0004  0.023+0.0011%  0.026+0.0009"
0.00* 0.019+0.0006°  0.022+0.0009%  0.023+0.0009%  0.028+0.0006"
5.00 0.023+£0.0008%  0.022+0.0005%  0.026+0.0005%  0.035+0.00062
CAT 10.00 0.024+0.0009%  0.023+£0.0011%  0.025+0.0008*  0.036+0.00062
(U/n?g 15.00 0.025+£0.0004%  0.025+£0.00072  0.026+0.0009%  0.036+0.00062
protein) 20.00 0.024+0.0017%  0.024+0.0005%  0.016+0.0012°  0.017+0.0011¢
25.00 0.012+0.0006°  0.017+0.0009°  0.016+0.0008°  0.017+0.0005°
30.00 0.011£0.0006°  0.013+0.0011°¢  0.013+0.0007°  0.016+0.0011¢

*: Negatif Kontrol

Harfler denenen konsatrasyonlar arasindaki farki gostermektedir. Ay siitunda farkli harfle gosterilen veriler
arasinda istatistiksel anlamda fark vardir (P<0.05)
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Katalaz (U/mg pr)

Kontrol Spug 10 ug 15 ng 20 ug 25 ug 30 ug

0,040
0,035
0,030
0,025
0,020
0,015
0,010
0,005
0,000
Negatif
Kontrol

B 24 Saat m48.Saat m72.Saat m96.Saat

Sekil 4.4. Thiaclopridin G. mellonella larvalarinda CAT aktivitesi tizerine etkisi

4.5. Thiacloprid’in MDA Diizeylerine Etkileri

Thiacloprid’in G. mellonella larvalarinin MDA diizeylerine etkileri Tablo 4.5 ve Sekil

4.5’ de gosterilmigtir.

Tablo 4.5. Thiaclopridin G. mellonella larvalarinda MDA diizeylerine etkisi

Thiacloprid Saat (24) Saat (48) Saat (72) Saat (96)

ng (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort+Std)
0.00 11.386+0.393¢9  11.141+0.383¢  10.240+0.158°  10.774+0.203¢
0.00* 11.370£0.516%  11.078+0.603¢  10.742+0.310°  10.651+0.233¢
5.00 12.965+0.299¢  14.492+0.562°  13.855+0.420%  18.029+0.459¢
(nm(l)jlfr\ng 10.00 13.123+0.239°  14.857+£0.371¢  14.952+0.186°  18.290+0.524°
) 15.00 17.681+0.394°  15.74140.623°  21.078+0.338>  19.576+0.423°¢
protein) 20.00 17.569+0.400°  23.289+0.733°  21.460+0.253°>  25.617+0.713°
25.00 25.906+£0.618%  31.220+0.594%  32.443+0.421%  33.998+0.680%
30.00 26.432+0.392*  31.318+0.555%  32.569+0.342%  34.896+0.3712

*: Negatif kontrol

Harfler denenen konsatrasyonlar arasindaki farki gostermektedir. Ay siitunda farkli harfle gosterilen veriler
arasinda istatistiksel anlamda fark vardir (P<0.05)

Denenen tiim periyotlarda kontrol grubu ile negatif kontrol grubu arasinda MDA
diizeyleri bakimindan énemli bir fark gézlenmemistir (p>0.05). Tiim periyotlarda en diigiik

dozdan (5pug) baslayarak MDA miktarlari thiacloprid konsatrasyonuna paralel olarak 6nemli
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oOl¢iide artislar gostermistir. Yirmidordiincii saatte kontrol grubunda 11.386 nmol/mg protein
olan MDA miktar1 30 pg thiacloprid grubunda % 232 artarak 26.432 nmol/mg proteine, 48.
saatte kontrol grubunda 11.141 nmol/mg protein olan MDA miktar1 30 pg thiacloprid
grubunda % 281 artarak 31.318 nmol/mg proteine, 72. saatte kontrol grubunda 10.240
nmol/mg protein olan MDA miktar1 30 pg thiacloprid grubunda % 318 artarak 32.569
nmol/mg proteine ve 96. saatte kontrol grubunda 10.774 nmol/mg protein olan MDA miktar:

30 pg thiacloprid grubunda % 323 artarak 34.896 nmol/mg proteine yiikselmistir.

MDA (nmol/mg pr)

40,000
35,000
30,000
25,000
20,000
15,000
10,000

=1

0,000

Kontrol Negatif Spug 10 ug 15 ug 20 ug 25 ug 30 ug

Kontrol

W24 Saat W48 Saat W72 Saat m96 Saat

Sekil 4.5. Thiaclopridin G. mellonella larvalarinda MDA diizeylerine etkisi

4.6. Thiacloprid’in Toplam Protein Diizeyine Etkisi

Farkli thiacloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella larvalarinin toplam protein
miktarna etkileri Tablo 4.6 ve Sekil 4.6’ da gosterilmistir. Thiacloprid denenen tiim
dozlarinda kontrol gruplarnn ile karsilagtirilldiginda 24 saatlik periyotta total protein
miktarinda anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0.05). Bununla birlikte 48. saatte en
yuksek doz olan 30pug thiacloprid konsatrasyonunda, 72. saatte 20 pg, 25 pg ve 30 pg
thiacloprid konsatrasyonlarinda ve 96. saatte 25 pug ve 30 pg thiacloprid konsatrasyonlarinda
protein miktarlar1 hem kontrol gruplarina gére hem de diger thiacloprid konsatrasyonlarina

gore dnemli Olciide azalmistir (p<<0.05).
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Tablo 4.6. Thiaclopridin G. mellonella larvalarinda toplam protein diizeyine etkisi

Protein
(mg/100mg)

Thiacloprid

ng

0.00
0.00*

5.00
10.00
15.00
20.00
25.00
30.00

Saat (24)

(Ort+Std)
2.924+0.1922
3.275+0.2132
3.299+0.1112
3.3824+0.1292
2.986+0.1892
3.196+0.1052
3.0924+0.0352
3.4524+0.1172

Saat (48)

(Ort£Std)
3.349+0.2472
3.695+0.1382
3.364+0,1212
3.764+0.1892
3.101+0.1282
3.513+0.1662
3.410+0.2312
2.4224+0.120°

Saat (72)

(Ort£Std)
3.205+0.1362
3.535+0.1252
3.544+0.2182
3.702+0.1282
3.579+0.1342
2.638+0.191°
2.685+0.081P
2.580+0.187°

Saat (96)

(Ort+Std)
3.204+0.0842
3.378+0.1443
3.376£0.1372
3.271£0.0942
3.448+0.0682
3.212+0.0432
2.216+0.062°
2.138+0.044°

*: Negatif kontrol
Harfler denenen konsatrasyonlar arasindaki farki gostermektedir. Ayni siitunda farkli harfle gosterilen veriler

arasinda istatistiksel anlamda fark vardir (P<0.05)

Protein (mg/100mg

Negatif 5pug 10 ug 15ug 20 ug 25 ug 30 ug
Kontrol

4.000
3.500
3.000
2.500
2.000
1.500
1.000
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Kontrol

m24 Saat W48 Saat ®72 Saat ™96 Saat
Sekil 4.6. Thiaclopridin G. mellonella larvalarinda protein diizeyine etkisi

4.7. Thiacloprid’in Toplam Lipit Diizeyine Etkisi

Farkli thiacloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella larvalarinin toplam lipit
miktarma etkileri Tablo 4.7 ve Sekil 4.7° de gosterilmistir. 24 saatlik periyotta kontrol
grubunda 11.269 mg/100mg olan lipid miktar1 negatif kontrol ve 5 pg lik thiacloprid

dozlarinda oOnemli bir farklilik gostermezken, 10 pg ve 15 g thiacloprid

konsatrasyonlarinda kontrol grubuna gore dnemli dlgiide artis gdstermistir (p<0.05). Bahsi
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gecen periyotta yiiksek thiacloprid dozlarinda (20 pg, 25 pg ve 30 pg) ise kontrol gruplar

ve diisiik thiacloprid dozlarina gore ise Onemli Ol¢lide azalmistir (p<0.05). Deney

periyodunun 48. saatinde, kontrol grubunda 12.557 mg/100mg olan lipid miktari negatif

kontrol grubu ve 5 pg, 10 pg ve 15 pg thiacloprid konsatrasyonlarinda 6énemli 6lciide

degismezken 20 ug, 25 pg ve 30 pg thiacloprid dozlarinda doza bagl olarak 6nemli 6l¢iide

azalmistir (p<0.05).

Tablo 4.7. Thiaclopridin G. mellonella larvalarinda toplam lipid dzizeyine etkisi

Thiacloprid
ng
0.00
0.00*
5.00
10.00
15.00
20.00
25.00
30.00

Lipid
(mg/100mg)

Saat (24)
(Ort£Std)
11.269+0.504¢
11.75620.275%¢
11.554+0.458"
12.746+0.375%
13.008+0.2992
8.822+0.308¢
8.565+0.425¢
4.886+0.184¢

Saat (48)
(Ort£Std)
12.257+0.1912
12.485+0.450?
12.906+0.3342
12.937+0.2002

13.143+0.1742

9.227+0.168"
8.355+0.203°
4.758+0.283¢

Saat (72)
(Ort+Std)
13.614+0.3232
13.740+0.5252
13.479+0.7022
14.144+0.6172

14.876+0.4902
10.451£0.506°
9.175+0.184°
5.047+0.179°¢

Saat (96)
(Ort+Std)
14.512+0.4322
14.686+0.5062
15.441+0.7362
15.023+0.3622

12.523+0.357°
11.097+0.406°

9.894+0.575°¢
5.901+0.2394

*: Negatif Kontrol

Harfler denenen konsatrasyonlar arasindaki farki gostermektedir. Ay siitunda farkli harfle gosterilen veriler
arasinda istatistiksel anlamda fark vardir (P<0.05)

18
16
14

o

o N OB~ OO

Kontrol

Lipit (mg/100mg)

5pg

10 pg

15 g

20 pg

m24.Saat m48.Saat m72.Saat m96.Saat

25 ng

12

Negatif
Kontrol

30 ug

Sekil 4.7. Thiaclopridin G. mellonella larvalarinda lipit diizeyine etkisi
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Benzer sekilde 72. saatte de lipid miktarlart 20 pg, 25 pg ve 30 pg thiacloprid
dozlarinda doza bagh olarak énemli 6l¢iide azalmistir (p<<0.05). Deney periyodunun son
glinli olan 96. saaatte ise kontrol grubuna gore anlamli azalmalar 15 pg ve daha yiiksek

dozlarda thiaclopride maruz birakilan larvalarda meydana gelmistir.

4.8. Thiacloprid’in Toplam Karbonhidrat Diizeyine EtKisi

Farkli thiacloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella larvalarinin toplam karbonhidrat
miktarina etkileri Tablo 4.8 ve Sekil 4.8” de gdsterilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde
G. mellonella larvalarinin karbohidrat miktarlarinda denenen tiim periyotlarda 5 pg ve 10
ng thiacloprid dozlarinda kontrol grubu ve negatif kontrol grubuna goére anlamli bir farklilik
gozlanmemekle birlikte, karbohidrat miktar1 15 pg thiacloprid enjekte edilen larvalarda 24.
saatte 7.775, 48. saatte 8.531, 72. saatte 7.560 ve 96. saatte 8.153 mg/100 mg; 20 nug
thiacloprid enjekte edilen larvalarda 24. saatte 8.170, 48. saatte 7.841, 72. saatte 7.329 ve
96. saatte 6.852 mg/100 mg; 25 pg thiacloprid enjekte edilen larvalarda 24. saatte 6.292,
48. saatte 7.212, 72. saatte 6.374 ve 96. saatte 6.001 mg/100 mg; 30 pg thiacloprid enjekte
edilen larvalarda ise 24. saatte 3.634, 48. saatte 3.477, 72. saatte 3.883 ve 96. saatte 3.595
mg/100 mg olarak gerceklesmistir. Verilerden yiiksek thiacloprid dozlarinda (15 pg, 20 pg,
25 pg ve 30 pg) karbohidrat miktarlariin anlamli bir seklide azaldigi belirlenmistir
(p<0.05).

Tablo 4.8. Thiaclopridin G.mellonella larvalarinda toplam karbonhidrat diizeyine etkisi

Thiacloprid Saat (24) Saat (48) Saat (72) Saat (96)
ng (Ort+Std) (Ort+Std) (Ort£Std) (Ort£Std)
0.00 10.962+0.458% 10.281+0.423a  10.913+0.464a 11.182+0.228a
0.00* 11.053+0.4678  10.267+0.313%  10.600+£0.469%  10.575+0.3002
5.00 10.519+£0.568%  11.043£0.697%  10.612+0.1822  10.568+0.5062
Karbonhidrat 10.00 10.719+£0.492%  10.962+0.334*  10.670+0.451*  10.589+0.436%
(mg/100mg) 15.00 7.775£0.153%  8.531+0.421°  7.560+0.216°  8.153+0.373°
20.00 8.170+0.245° 7.841+0.3220 7.329+0.441° 6.852+0.216°
25.00 6.292+0.321° 7.2124+0.214° 6.374+0.445° 6.001+0.113¢
30.00 3.634+0.122¢ 3.477+0.166°¢ 3.883+0.125° 3.595+0.217¢

*: Negatif kontrol

Harfler denenen konsatrasyonlar arasindaki farki gdstermektedir. Ayn siitunda farkli harfle gosterilen veriler
arasinda istatistiksel anlamda fark vardir (P<0.05)
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Karbonhidrat (mg/100mg)
12

Kontrol Negatif Sug 10 ug 15 ug 20 ug 25 ug 30 ug
Kontrol
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W24.Saat W48.Saat m72.Saat m96.Saat

Sekil 4.8. Thiaclopridin G. mellonella larvalarinda toplam karbonhidrat diizeyine etkisi

Tablo 4.9. G. mellonalla larvalarinda test edilen biyomarkirlara ait korrelasyon analizi

(n =32).

24h Pr Lipid KH SOD CAT MDA THC
Lipid -0,160

KH -0,089 0,788**

SOD -0,079 0,787** 0,516**

CAT -0,115 0,708** 0,589** 0,703**

MDA 0,065 -0,766** | —0,935** | —0,501** | —0,665**

THC -0,201 0,538** 0,710%* 0,323 0,251 —0,690**

MN 0,197 -0,864** | —0,881** | —0559** | —0,634** | 0,853** —0,692**
48h Pr Lipid KH SOD CAT MDA THC
Lipid | 0,548**

KH 0,673** 0,905**

SOD | 0,165 0,727** 0,567**

CAT | 0,486** 0,797** 0,668** 0,529**

MDA | —0,460** | —0,889** | —0,829** | —0,574** | -0,697**

THC | 0334 0,527** 0,628** 0,147 0,234 —0,646**

MN —0,553** | —0,602** | —0,723** | —0,251 0,276 0,627** —0,721**
72h Pr Lipid KH SOD CAT MDA THC
Lipid | 0,764**

KH 0,643** 0,813**

SOD | 0,726** 0,759** 0,476**

CAT | 0,774** 0,871** 0,765** 0,862**

MDA | —0,651** | —0,801** | —0,916** | -05502** | 0,738**

THC | 0,476* 0,708** 0,812%* 0,412* 0,664** —0,795**

MN —0,639** | -0,848** | —0,891** | —0,591** | —0,805** 0,833** —0,789**
96 h Pr Lipid KH SOD CAT MDA THC
Lipid | 0,801**

KH 0,777** 0,925**

SOD | 0,647** 0,622** 0,589**

CAT | 0,703** 0,735** 0,703** 0,908**

MDA | —0,819** | —0,852** | —0,910** | —0,548** | —-0,647**

THC | 0,617* 0,800** 0,829** 0,233 0,467** —0,803**

MN —0,768** | —0,889** | —0,916** | —0,650** | —0,786** | 0,903** —0,803**

* ve **: sirastyla 0,05 ve 0,01 diizeylerinde (2 kuyruklu) anlamli korelasyonlar1 belirtmektedir.
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Korrelasyon tablosu genel olarak degerlendirildiginde antioksidan enzim aktiviteleri
(SOD ve CAT) ile lipid peroksidast-yon diizeylerinin belirteci olan MDA seviyeleri arasinda
negatif yonde olmak iizere 6nemli bir korrelasyonun oldugu goriilmektedir. Bunun yaninda
enerji biyomolekiilleri olan lipid ve karbohidrat miktarlarinin yine antioksidan enzim
aktiviteleri ile pozitif bir korrelasyon gosterdikleri, bunun yaninda MDA miktart ile negatif
bir korrelasyon gosterdigi goriilmektedir. ayrica MDA miktar1 ile THC nin negatif MN

olusumunun ise pozitif korrelasyon gosterdigi belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Neonikotinoidler yeni bir etki mekanizmasina sahip yeni bir pestisit sinifidir. (Bass ve
Field, 2018:772). Neonikotinoidlerin yeni pestisitler olarak piyasaya siiriilmesi, son otuz
yildir pestisit arastirmalarinda bir doniim noktas1 olusturmustur. Neonikotinoidler,
piretroidlerin ticarilesmesinden bu yana piyasaya siiriilen ve en hizli biiyiiyen insektisit
simifin1 temsil etmektedir (Nauen ve Bretschneider, 2002: 241).

Neonikotinoid grubu insektisitler agonist olarak tercihen bdceklerdeki nikotinik
asetilkolin reseptorleri (nAChR'ler) iizerinde etki gdosterir. Bu reseptorler, hizli uyarici
kolinerjik iletimin saglanmasindan sorumlu olan ligand kapili iyon kanallar1 grubuna aittir
(Tomizawa ve Casida, 2005:247).

Insektisitlerin etkisini saptamak icin yapilan arastirmalarda Toor vd. (2013:1)
tarafindan hepatotoksiteye, Lonare vd. (2014:122), tarafindan yapilan arastirmalarda
norotoksisiteye, Bal vd. (2012:434), tarafindan yapilan arastirmalarda diisiik sperm
fertilitesi, Sekeroglu vd. (2013:524), Kataria vd. (2016:59), tarafindan  yapilan
arastirmalarda ise genotoksisiteye yine Sekeroglu vd. (2014:40), tarafindan yapilan
arastirmada hedef dis1 organizmalar etkiledigi ve hormon bozukluklarina neden oldugu
rapor edilmistir.

Neonikotinoid insektisitler olan Clotianidin, imidacloprid ve thiamethoxam'in
ozellikle arilar igin yiiksek toksisitesi ve ar1 tiriinlerinde tespit edilen kalinti nedeniyle AB
tilkelerinde dis mekan kullanimi yasaklanmistir (EFSA, 2018: 05134; Codling vd. 2016:
2321; Tosi vd. 2018:208).

Calismalar, thiacloprid'in oldiiriicii olmayan dozlarmin bile bal arilari {izerinde
olumsuz etkileri oldugunu bulmustur (Brandt vd. 2016:40; Mora-Gutiérrez vd. 2021:
9983201)

Sunulan c¢aligmamizda enjeksiyon yontemiyle thiacloprid uygulanan son donem
larvalarda LDsg degeri 38 pg olarak belirlenmistir. Thiaclopridin farkli tiirler {izerinde
oldiirticti etkileri oldugunu gosteren farkli galismalar mevcuttur (Brandt vd, 2016:40; Mora-
Gutiérrez vd. 2021:9983201).Ancak bu ¢alismada G. mellonella larvalari igin Thiacloprid'in
enjeksiyon yontemiyle ilk kez LDsp degeri belirlenmistir. Deneysel sonuglarimiz
Thiacloprid'in G. mellonella'da doza bagl mortaliteye neden oldugunu gostermistir. Daha

once gosterilen Thiaclopridin diisiik dozlarda bile toksik etkiye sahip oldugunu gosteren
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caligmalar ile elde ettigimiz bulgular birbirleriyle paralellik gostermektedir. (Brandt vd.
2016:40; Mora-Gutiérrez vd. 2021: 9983201).

Bu c¢alismada thiacloprid dozunun artmasina bagli olarak SOD ve CAT enzim
aktivitelerinin anlamli diizeyde azaldigi, MDA diizeylerinin ise arttifi goriilmiistiir.
Sonuglarimiza benzer sekilde Biiyiikgiizel, (2009:152), Aslantiirk vd. (2011:27), Emre vd.
(2013:371), pestisit dozunun artmasina bagl olarak SOD ve CAT enzim aktivitelerinin
azaldigimi ve MDA konsantrasyonlarinin arttigini1 bildirmistir. Ancak pestisit dozu ve
uygulama siiresine bagli olarak oksidatif stres parametrelerinde anlamli bir degisiklik
olmadigini bildiren ¢aligmalar mevcuttur (Cheung vd. 2001; 189; Yonar, 2013: 609).

Calismamizda genel olarak SOD enzim aktivitesi, test edilen tiim periyotlarda kontrol
ve negatif kontrol ile karsilagtirildiginda 5, 10 ve 15 pg thiacloprid dozlarinda 6nemli 6lgiide
artarken, yiiksek thiacloprid dozlarinda (20, 25 ve 30 ug) hem kontrol gruplarinda hem de
diistik thiacloprid dozlar1 (5, 10 ve 15 pug) 6nemli 6lgiide azalmistir. CAT aktivitesi, kontrol
ve negatif kontrol gruplari ile karsilastirildiginda 24 ve 96. saatlerde diisiik thiacloprid
dozlarinda (5, 10 ve 15 pg) anlaml artiglar gosterirken, 48 ve 72. saatlerde diisiik thiacloprid
dozlarinda kontrol ile karsilagtirildiginda CAT aktivitesinde anlaml bir fark yoktur. Test
edilen tiim periyotlarda yiiksek thiacloprid dozlarinda (25 ve 30 pg), CAT aktivitesi kontrol
gruplarina kiyasla 6nemli 6l¢iide azalmistir. SOD enzimi serbest radikallerle karsi hiicrelerin
korunmasinda baglica enzimdir (Ighodaro ve Akinloye, 2018:287). Olusan siiperoksit
radikallerini ortadan kaldirirken meydana gelen hidrojen peroksit ise baslica CAT, GPx,
APOX ve DHAR gibi diger enzimatik antioksidanlar tarafindan ortadan kaldirilarak
hiicrelerin tamamen serbest radikallerden arindirilmasi gergeklestirilir (Summers ve Felton,
1993:235;.Barbehenn vd. 2001:349; Sen ve Chakraborty, 2011:1; Mathews vd. 1997:57).

Calismamizda  diisiik  thiacloprid konsatrasyonlarinda, olusan  siiperoksit
radikallerinini ortadan kaldirilmas1 i¢gin SOD aktivitesinde artis meydana geldigi
diisiiniilmektedir. Buna bagli olarak da siiperoksitdismutaz ve siiperoksit radikalleri
reaksiyonunun sonucunda olusan hisrojen peroksitin ortadan kaldirilmasi i¢in CAT enzim
aktivitesinin de artti1 seklinde bir yorum yapmak miimkiin olabilir.

Artan thiacloprid dozlarinda ise her iki enzim (SOD ve CAT) aktivitesinde de
azalmalar meydana gelmistir. Bu durum fazla sayida olusan serbest radikallerin antioksidan
enzimler tarafindan yeteri kadar ortadan kaldirilamadigi ve sonugta bu enzimlerin

aktivitelerini inhibe ettigi seklinde yorumlanabilir. Bir ¢ok calisma yiiksek insektisit
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konsatrasyonlarinda antioksidan enzim aktivitelerinin inhibe oldugunu gostermistir (Kayis
vd. 2019:36623; Mathews vd. 1997:57; Velisek ve Stara, 2018:481). Elde edilen bulgular
bu ¢alismalarla paralellik gostermektedir.

SOD ve CAT enzim aktiviteleri arasinda tiim periyotlarda pozitif korelasyon
bulunurken, bu enzimler ile MDA diizeyleri arasindaki iliski negatif bulunmustur.
Hayvanlarda ve insanlarda in vivo olarak viicut sivilarinda ve farkli dokularda bulunan
MDA, lipit peroksidasyonunun bir son triiniidiir (Pamplona vd. 2005: 21522; Baltacioglu
vd. 2007:1432; Weissman vd. 2011:605), ve oksidatif stresin degerlendirilmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Yag asitlerinin par¢alanmasi sonucu olusan MDA, lipoprotein,
protein, DNA ve RNA gruplar ile kolaylikla reaksiyona girdigi i¢in hiicresel hasarlarin
onemli bir gostergesidir (Esterbauer Cheeseman 1990:407).

Daha once yapilan caligsmalarda pestisit maruziyetinin MDA seviyelerinde artisa
neden oldugu bildirilmis olup bu durum c¢alismamizda elde edilen sonuglarla paralellik
gostermektedir (Zhang vd. 2018: 812; Kayis vd. 2019:36623; Yucel ve Kayis 2019:27).

Calismamizda tiim thiacloprid dozlarinda MDA miktarinda gozlenen artislar, olusan
serbset radikallerin antioksidan enzimler tarafindan tamamen ortadan kaldirilamadigi, Ki
yiiksek konsatrasyonlarda bu radikallerin enzimin kendisini de inhibe ettigi seklinde
yorumlanmisti, ve buna bagli olarak lipid peroksidasyonuna neden plarak hiicresel hasarlarin
ortaya ¢iktig1 seklinde yorumlanabilir.

Protein, lipit ve karbonhidratlar ROT'tan etkilenen molekiillerdir ve bunlarin
depolanmas1 ve kullanimi toksik strese bagli olarak farklilik gosterebilir (Saleem vd. 1998:
144; Hogervorst vd. 2007: 223).

Calismamizda toplam protein miktarlar1 48. saatten sonra sadece yiiksek thiacloprid
dozlarinda azalmalar gostermistir. Diger dozlarda kontrol grubuna gdre 6nemli bir degisiklik
meydana gelmemistir. Ribeiro vd. (2001:131) boceklerde pestisitlerin etkisiyle olusan
oksidatif stres kosullarinda protein katabolizmasinda olusan bir adaptasyon sonucu protein
miktarlarinda degisiklikler olabilecegini kaydetmislerdir. Bunun yaninda Yucel ve Kayis,
(2019:27), G mellonella larvalarinda imidaclopridin yiiksek konsantrasyonlarinin protein
miktarinda azalmaya neden oldugunu, Dagdevran, (2017:51) ise yine ayni bdcekte
emamektin benzoatin protein miktarlart lizerine ©6nemli bir etkide bulunmadigim

belirtmislerdir.
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Bocekler yasamsal aktivitelerinde gereksinim duyduklar1 enerjiyi Oncelikle
karbohidratlardan saglarlar (Lee vd. 2004:189; Chen ve Fadamiro, 2006: 46). Calismamizda
10 ng ve daha yiiksek thiacloprid dozlarinda karbohidrat miktarlarinin onemli 6lclide
azaldig1 gorilmiistiir. Benzer sonuglar thiamethoxam ve imidacloprid enjekte edilen G.
mellonella larvalarinda Yucel ve Kayis, (2019:27); Kayis vd. (2019:36623), spinosyn
uygulanan Spodoptera littoralis larvalarinda ve Spiromesifen uygulanan Drosophila
melanogaster’de Kissoum ve Soltani, (2016:452) elde edilmistir.

Bocekler enerji gereksinimleri i¢in gerekli olan lipidleri baslica besinlerinden
saglarlar. Elde edilen bu lipidler daha sonra ihtiyag durumunda kullanilmak iizere
depolanabilir. Bunun yaninda lipidler protein ve karbohidrat molekiillerinden de
sentezlenebilir (Werren, 1987:498-506).

(Calismamizda lipid miktaarlarinda gézlenen azalmalar daha dnce yapilan calismalarla
paralellik gostermektedir. Kayis vd. (2019:27) thiamethoxam enjekte edilen G. mellonella
larvalarinda, Sak vd. (2006: 53) P. turionellae’da, Fotouhi vd. (2015:11) B. mori’de,
Dagdevran, (2017:51) ve Yucel ve Kayis, (2019:27) G. mellonella’da farkli insektisitlerin
toplam lipit miktarin1 6nemli Olclide azalttigini gostermislerdir. Karbohidrat ve lipid
miktarindaki bu azalmanin G. mellonella larvalarinin i¢inde bulunduklari stres kosullarinda
gereksinim duyduklari enerjinin karsilanmasina yonelik bir azalma oldugu diisiiniilmektedir.

Toksik maddeler canlilarin viicuduna alindiktan sonra ya detoksifikasyon enzimleri
tarafindan zararsiz hale getirilir yada biyolojik olarak transformasyona ugratilarak daha az
zararl bilesikler haline getirilirler. Tiim bu iglemlerde yani detoksifikasyon enzimlerinin ve
HSP’ lerinin (heat shock protein) sentezlenmesinde ve metabolitlerin viicuttan atilmasinda
enerji mutlaka kullanilmaktadir (Choi vd. 2001:11; Sak vd. 2006: 53; Maryanski vd.
2002:127).  Calismamizda total lipid ve karbohidrat miktarlarinda meydana gelen
azalmalarin thiaclopridin toksik etkilerinin ortadan kaldirilmasinda yukarida bahsedilen
mekanizmalarin gereksininim duydugu enerji i¢in kullanildig1 diistiniilmektedir.

Boceklerde hiicresel savunma sisteminin temelini olusturan ve hemositler olarak
bilinen kan hiicreleri, mikroorganizmalara kars1 savunmada 6nemli rol oynamaktadir. Bunun
yaninda hemositler toksik maddelerin detoksifikasyonunda, hormonlarin ve metabolitlerin
tasinmasinda da onemli role sahiptirler (Prakash, 2008:216). Bu nedenle agik dolasim
sistemine sahip olan boceklerde viicuda alinan toksik kimyasallardan etkilenmeleri

kaginilmazdir. Siulan ¢aligmada G. mellonella larvalarinin toplam hemosit sayilarinin
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thiacloprid etkisiyle genel olarak azalmalar gosterdigi goriilmektedir. benzer sekilde Brandt
vd. (2017:4673), Apis mellifera’da imidacloprid, thiacloprid ve clothianidinin, Yucel ve
Kayis, (2019:27), G. mellonella’da imidaclopridin benzer sekilde toplam hemosit
sayilarinda azalmalara neden oldugunu gostermislerdir.

Pestisitlerin boceklerde hematopoetik fonksiyonlar1 ve miyotik aktiviteyi inhibe
edebildigi ayn1 zamanda hiicrelerde apoptozu indiikleyebildikleri yapilan g¢alismalarda
gosterilmistir (Zhu vd. 2012:1; Rajak vd. 2015:84; Gregorc ve Ellis, 2011:200; Wu, vd.
2015: 16823). Bunun yaninda thiamethoksam gibi bazi insektistlerin bocek hemositlerinde
yapisal deformasyonlara da neden oldugu bildirilmistir (Oliveira vd. 2013:1122; Catae vd.
2014:274). Calismamizda toplam hemosit sayisindaki azalmanin thiaclopridin olusturdugu
oksidatif stres altinda hemositlerde meydana gelen hiicresel hasarlara bagli olarak nekrozun
artmas1 veya oksidatif stres altinda artan ROT’lardan kaynakli olarak apoptozun
iindiiklenmesinden kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir.

Pestisitler canli organizmalar i¢in az veya ¢ok toksik etkilerini gosterirler. Fakat bu tiir
kimyasallarin yiliksek dozlar1 kromozom anormalliklerine, kiriklara, mutasyona ve
mikroniikleus olusumuna yol agabilir (Tosun vd. 2001:113). Artan mikroniikleus orani
toksik maddelerin mutajenik ve karsinojenik etkilerinin indirekt gostergesi olarak kabul
edilir (Rencuzogullari ve Topaktas, 2000:83; Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011:241). Bir ¢ok
farkli pestisit tiirlinlin canli organizmalarda mikroniikleus olusumunu tetikledigi
bildirilmistir (Rencuzogullari ve Topaktas, 2000:83; Celik vd. 2005:125; Uckan ve Sak,
2010:20). Calismamizda 6zellikle yiiksek thiacloprid dozlarinda mikroniikleus sayilarinda
onemli artiglarin oldugu belirlenmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda ratlarda, farelerde,
baliklarda ve insan lenfosit hiicrelerinde insektisitlerin mikroniikleus olusumunu artirdigt
gosterilmistir (Karabay ve Oguz, 2005:605; Kataria vd. 2016:59; Stivaktakis vd. 2010:80;
Ansoar-Rodrigez vd. 2015:1360). Bunun yaninda farkli bocek tiirleriyle yapilan ¢aligmalar
da elde edilen verilerimizle paralellik gostermektedit. Ugkan ve Sak (2010:20) sipermetrinin
Pimpla turionellae’de, Li vd. (2011:3156) acetamipridin Pardosa astrigera’da, Kurt ve
Kayis (2015:452) deltametrinin, Yucel ve Kayis vd. (2019:27) imidaklopridin ve Kayis vd.
(2019:36623) thiamethoksamin G. mellonella larvalarinda mikroniikleus olusumunu
artirdigini gostermislerdir. Calismamizda ortaya cikan miiironiikleus sayisindaki artigin
thiaclopridin neden oldugu oksidatif stres altinda ortaya ¢ikan yiiksek miktardaki serbest

radikalin DNA {izerine olan genotoksik etkisinden kaynaklandigini diistinmekteyiz
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6. SONUCLAR

Sonug olarak thiacloprid G. mellonella larvalarinda antioksidan enzim aktiviteleri,
MDA diizeyi, total protein, lipid ve karbonhidrat diizeylerinde 6nemli degisikliklere neden
olmustur. Bunun yaninda toplam hemosit sayilarinda azalmalara ve mikroniikleus
olusumunda 6nemli artislara neden olmustur.

Thiacloprid, oksidatif strese neden olarak larvalarin normal hemostatik mekanizmasini
bozmus ve serbest radikal {iretimini arttirmis, antioksidan enzim aktivitelerinde ve enerji
kaynaklarinin kullaniminda degisikliklere yol agmistir. Yukarida belirtilen biyomarkirlar
pestisitlerin toksik etkilerinin ortaya konulmasinda son derece kullanigli parametreler olup,
G. mellonella'nin model organizma olarak kullaniminin son yillarda 6nemli 6lglide artmasi
ve memeliler i¢in son derece kullanigh bir model organizma olmasi nedeniyle ¢alismadan
elde edilen sonuglar, thiacloprid'in memeliler ve hedef disi canlilar {izerindeki potansiyel

etkilerini ortaya koymasi agisindan dnemlidir.
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