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Galleria mellonella, biiyiik bal mumu giivesi olarak da bilinir ve ar1 kovanlarinda peteklerin tizerinde
gal yaparak verimin diismesine yol agar. Hem zararli olmas1 hem de model bocek olarak kullanilmasi
laboratuvar ¢alismalarinda tercih edilmesini saglamistir. Glinlimiizde, iiretimde verimin diismesine yol
acan zararli boceklerle miicadelede kimyasal miicadelenin olumsuz etkilerini ortadan kaldiracak
alternatif yontemlerin kullanilma gerekliligi bilinen bir ger¢ektir. Bu yontemlerden biri de bitkisel
kaynakl1 tirinlerdir. Bitkiler ¢ok ¢esitli organik bilesikler {iretmektedir ve bu bilesikler onlarin g¢esitli
hastalik ve zararlilara karsi dayanikli olmasinda rol oynayabilmektedir. Bu g¢alismada Aronia
melanocarpa bitkisinin yaprak 6ziitli igeriginde en fazla miktarda bulunan ti¢ maddenin (oktadekanoik
asit, oleik asit, n-hekzadekanoik asit) G. mellonella’nin enzimatik savunma sistemi elemanlarindan olan
glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon-S-transferaz (GST) enzimleri iizerine etkileri molekiiler
kenetleme ile in silico olarak gosterilmistir. Kenetlenme sonuglari, Autodock Vina, VMD ve Maestro
programlar1 kullanilarak elde edilmistir. En yiiksek baglanma degeri, protein ve ligand arasindaki siki
baglanmayi temsil eder. Calismamizda en yiiksek baglanma degeri, GPx enzimi ile oktadekanoik asit
molekiili arasinda elde edilirken (-7.2 kcal/mol) en diigiikk baglanma degeri GPx enzimi ile n-
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hekzadekanoik asit arasinda gerceklesmistir (-3.8 kcal/mol). GST enzimi ile {i¢ madde arasinda
oktadekanoik asit molekiilii en yiiksek baglanmay1 gostermistir (-5.7 kcal/mol).

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, GPx, GST, molekiiler kenetlenme
© Kirsehir Ahi Evran Universitesi, Ziraat Fakiiltesi

Research article

In silico demonstration of the effects of octadecanoic acid, oleic acid and n-
hexadecanoic acid on the enzymatic defense system elements of Galleria
mellonella, glutathione peroxidase (GPx) and glutathione-S-transferase

(GST) enzymes

ABSTRACT

Galleria mellonella, also known as the greater wax moth, causes galls on honeycombs in beehives,
causing a decrease in productivity. Being both harmful and used as a model insect has made it preferred
in laboratory studies. Nowadays, it is a known fact that alternative methods must be used to eliminate
the negative effects of chemical control of harmful insects that cause a decrease in production efficiency.
One of these methods is using plant-derived products. Plants produce a wide variety of organic
compounds, and these compounds may play a role in their resistance to various diseases and pests. In
this study, the effects of the three most abundant substances in the leaf extract of Aronia melanocarpa
(octadecanoic acid, oleic acid, n-hexadecanoic acid) on glutathione peroxidase (GPx) and glutathione-
S-transferase (GST), which are members of the enzymatic defense system of G. mellonella, were
demonstrated in silico by molecular docking. Docking results were obtained using Autodock Vina,
VMD and Maestro programs. The highest binding value represents tight binding between the protein
and the ligand. In our study, the highest binding value was obtained between the GPx enzyme and
octadecanoic acid molecule (-7.2 kcal/mol), while the lowest binding value was obtained between the
GPx enzyme and n-hexadecanoic acid (-3.8 kcal/mol). Among the three substances, the molecule most
bound by the GST enzyme was octadecanoic acid (-5.7 kcal/mol).
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Giris

Galleria mellonella (Biiyiik balmumu giivesi), ar1 kovanlarinda petekler iizerine yerleserek
verimin diigmesine neden olan zararl bir tiirdiir. Zararli olmasinin yani sira laboratuvarda kolay
kiiltiire alinmas1 ve model bocek olarak kullanim olanaginin ortaya konmus olmasi entomolojik
caligmalarda kullanimini cazip hale getirmistir. Tarimda kullanilan kimyasal bocek ilaglarinin
insan saglig1, ¢evre ve hedef dis1 organizmalar {izerine olumsuz etkileri uzun yillardir bilinen
bir gercektir. Bu nedenle son yillarda cesitli alanlarda dogal ve biyolojik kokenli insektisitler
iizerine yapilan ¢alismalar artmistir. Birgok bitkinin farkli kisimlar1 biyolojik 6zelliklerinden
dolay1 bocek ilact ve tibbi amaglarla kullanilmaktadir (Ercan ve ark., 2013). Bitkisel kokenli

191



ucucu yaglar ve ekstraktlarin hedef dis1 organizmalara karsi nispeten daha az zararli olmalari,
dogada hizli pargalanabilmeleri ve yine hedef disi omurgalilar tarafindan 6liimciil olmayan
dozlarmin kolaylikla metabolize edilebilmesi gibi istiinliikleri vardir (Weinzierl, 2000).
Bitkisel kokenli iriinlerin bilesimi ve etkinligi kullanilan bitki kisimlarina, ekstraksiyon
yontemine, bitki yasi, bitki genotipi gibi bitki ile ilgili 6zelliklere olduk¢a baglidir (Angioni ve
ark., 2006). Dolayisiyla bitkinin yapragindan elde edilen bilesim meyvesinden elde edilenden
farkli olacaktir ve herhangi bir zararli iizerine etkileri de degisecektir. Bitkisel kokenli liriinlerin
zararh boceklere kars1 kullanimina yonelik pek ¢ok calisma mevcuttur (Ayvaz ve ark., 2009;
Bachrouch ve ark., 2010; Ercan ve ark., 2018).

Aronia melanocarpa, Rosaceae familyasina ait ¢alimsi bir bitkidir ve son yillarda iilkemiz de
dahil diinyanin pek ¢ok yerinde meyve iiretimi i¢in kiiltiirii yapilmaktadir. Ulkemizde, 2019 y1l1
verilerine gore toplamda 78 ha alanda Aronya yetistirildigi bilinmektedir. Kirklareli (240 da),
Bursa (141 da), Manisa (90 da), Kirsehir (48 da) ve Yalova (48 da) illerinde iiretimi
yapilmaktadir (Y1lmaz ve ark. 2021). Antioksidan aktivitesinin yiiksek olmas1 bir¢ok hastaligin
onlem ve tedavisinde kullanilmasini saglamis ve Diinya genelinde iiretimi ve kullanimini
yayginlastirmistir (Oszmianski ve Lachowicz, 2016). Antikanser, antimutajenik, antibakteriyel
aktiviteleri ile ilgili yapilan pek cok caligma bulunmaktadir (Jurikova ve ark., 2017). Basta
kanser olmak iizere pek c¢ok hastaliga karsi kullanilabilecegi ngoriilen bu bitki tibbi 6nemi
sebebiyle “sliper/mucize bitki” olarak anilmaktadir. Bu 6nemli bitkinin bécekler tizerine etkileri
ile ilgili bilgi sinirlidir. Aronya kaynakli iiriinlerin bocek dldiiriicii potansiyelinden ziyade bu
bitki tizerinde zarar yapan boceklerin miicadelesine yonelik ¢alismalar daha yogun
yuriitilmistir.

Molekiiler kenetlenme yontemi, bir ligandin makromolekiillere en iyi eslesen baglanma
modunu tahmin etmek icin kullanilan bir yontemdir. Teknoloji sayesinde artik ¢esitli
bilesiklerin 3D yapilar1 elektronik ortamda tasarlanip fizikokimyasal yapilar1 belirlenerek
biyolojik aktiviteleri hakkinda yorum yapilabilmektedir. Tip, farmakoloji, kimya gibi alanlarda
ozellikle ila¢ tasarimi konusunda protein-ligand kenetlenme (docking) yontemi oldukca
onemlidir (Aysan ve Dede, 2020). Zirai ilaglarin olumsuz etkileri géz Oniine alindiginda
alternatif miicadele yontemleri arasinda yer alan bitkisel kokenli biyopestisitlerin
iceriklerindeki etken maddelerin de bir ligand olarak degerlendirilerek hedef zararli bocegin
enzimatik savunma sistemi elemanlarina baglanma 6zelliklerinin aydinlatilmasi ayn1 bakis agisi
ile s6z konusu maddelerin ilag olarak kullanim potansiyelini ortaya koyacaktir.

Bu ¢alismada, s6z konusu bitkinin yaprak 6ziitiiniin i¢erigi GC-MS ile analiz edilmis ve icerikte
bulunan primer iic madde ligand olarak kullanilarak bdcek antioksidan enzimlerinden;
glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon-S-transferaz (GST)) ile baglanma 6zellikleri in silico
olarak ortaya konmustur. Boylece, bitkisel kokenli bir 6ziitiin, in silico elde edilen verilerle
desteklenerek, kimyasal miicadeleye alternatif, etkili bir biyopestisit olma potansiyeli
arastirilmastir.
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Materyal ve Yontem
Bitki Materyali

Calismada kullanilan A. melanocarpa, Kirklareli bolgesinde iiretimini yapan Aronia Sante
firmasindan teshisi yapilmis halde satin alinmistir. Satin alinan bitki materyallerinin yapraklar
kurutulmus ve 6giitme isleminin ardindan 4 °C’de saklanmustir. Yaprak 6ziitiiniin hazirlanmasi
icin, Kati-sivi ekstraksiyonu yontemi kullanilmistir. Ekstraksiyon i¢in ¢6ziicli olarak su
kullanilmistir (Tosun, 2009).

Icerik Analizi

Yaprak oOziitiiniin igerik analizi GC-MS ile hizmet alimi1 yoluyla ger¢eklestirilmistir. Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi molekiil yapist sicakliga dayanabilen ve ugucu hale
gecebilen maddelerin bulundugu karigimlarin ayristirilmasi, tanimlanmasi ve miktarinin
belirlenmesi amaci ile kullanilan oldukg¢a etkili bir cihazdir. Karisimi olusturan molekiillerin
kolonla olan etkilesimlerindeki farkliliklardan dolay1 kolonu terketme siireleri degisiklik
gosterir. Kolondan ayrilan molekiiller degisen siirelerde kiitle spektrometresine ulasir. GC/MS;
enjeksiyon iinitesi, kolon, dedektor ve firin kisimlarindan olusur. GC-MS, hava, toprak ve su
analizlerinde (fenol, aldehit tayinleri), tarim ve gida giivenligi ile ilgili diizenlemelerde
(herbisit, pestisit, hidrokarbon tayinleri), ila¢ gelistirme ve iiretim siireglerinde, polimer ve
petrokimyasal analizlerde (doymus ve doymamis hidrokarbon tayinleri) hatta gezegenlerin
atmosfer bilesenlerinin tanimlanmasi amaci ile astrokimya alanlarinda kullanilmaktadir
(Kirsehir Ahi Evran Universitesi Merkezi Arastirma ve Uygulama Laboratuvari, Thermo
Scientific Trace 1300 GC/ I1ISQ MS).

Molekiiler Kenetlenme ve Simiilasyon Calismalar

Calisma kapsaminda Aronya yaprak 6ziitiiniin i¢indeki etken maddelerin bocek savunmasinda
rol oynayan antioksidan enzimlere nasil ve ne kadar siireli baglandigi in silico olarak
belirlenmistir. Bunun icin oncelikle ligand hazirligr yapilmistir. Ligand hazirligi igin; bitki
yaprak 6ziitliiniin GC-MS sonucunda elde edilen icerik analizi ile belirlenen baslica maddelerin
BIODRAW ve GAUSSIAN programlarinda 3D c¢izimleri tamamlanmistir. Hedef protein
olarak, G. mellonella’ya ait antioksidan enzimler segilmistir. Enzimlerin dizileri UniProt'tan
alimmuastir (https://www.uniprot.org/) (Glutathione peroxidase: LOC113509396; Glutathione S-
transferase: LOC113515752). Protein yap1 modelleri Phyre2 ve Itasser ¢cevrimigi veri tabanlari
kullanilarak yapilmistir (Zheng ve ark. 2021; Kelly ve ark. 2015; Yang ve ark. 2015a; Yang ve
ark. 2015b). Homoloji modelinin stereokimyasal analizleri, https://zlab.umassmed.edu/32
adresinden elde edilen Ramachandran grafigi kullanilarak gergeklestirilmistir. Son olarak,
enzimlerin aktif bolgelerini analiz etmek i¢in enzimlerin 3 boyutlu yapisinin detayli analizi,
CASTp 3.0 sunucusu (http://sts.bioe.uic.edu/castp/index.html?j 61c5a569932c0) kullanilarak
yapilmistir. Kenetleme islemleri i¢in Autodock Vina programi kullanilmistir (Trott ve Olson,
2010). Protein-Ligand etkilesimlerinin saptanmasi i¢in, Autodock Vina programinin ¢iktisi
olan protein-ligand dosyas1 (.pdbqt) VMD ve Maestro (Academic free) programi ile ligand ve
protein ayri ayri segilerek ardindan aminoasit diizeyinde 2 ve 3 boyutlu protein-ligand
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etkilesimleri goézlemlenmistir (Humphrey ve ark., 1996). Simiilasyon c¢alismalar1 ise NAMD
programi kullanilarak yapilmistir (Phillips ve ark., 2005).

Bulgular ve Tartisma

Yaprak oziitiinlin GC-MS analizi sonucu Tablo 1’de gosterilmistir. Buna gore, Oleik Asit,
Oktadekanoik asit, n-Hexadekanoik asit maddelerinin yiiksek oranda igerikte yer aldig1 tespit
edilmistir. Boceklerde de omurgalilarda oldugu gibi enzimatik ve enzimatik olmayan savunma
sistemleri bulunmaktadir. Enzimatik sistemin baslica elemanlar1 arasinda, glutatyon peroksidaz
(GPx), glutatyon-S-transferaz (GST) enzimleridir.

Tablo 1. A. melanocarpa yaprak oziitiiniin GC-MS sonucu

Kimyasal icerik adi % miktar
1,2,3-Propanetriol (CAS) 1.33
Ethyl aminomethylformimidate 0.45
Acetic acid, hydroxy-, methyl ester (CAS) 0.41
1,2,3-Propanetriol (CAS) 4.95
Hexadecanoic acid, methyl ester (CAS) 1.12
n-Hexadecanoic acid 10.22
9,12-Octadecadienoic acid (Z, Z)- 0.37
9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 3.10
Methyl stearate 1.00
6-Octadecenoic acid 0.46
Oleic Acid 38.73
Octadecanoic acid 25.17
9,12-Octadecadienoic acid (Z, 2)-(CAS) 3.45
9-Octadecenoic acid, 1,2,3-propanetriyl ester, (E, E, E)- 3.38
Cyclohexanecarboxylic acid, 2-methylpentyl ester 0.43
Octadecanoic acid, (2-phenyl-1,3-dioxolan-4-yl) methyl ester (CAS) 0.33
9,12-Octadecadienoic acid (Z, Z)- 0.16
Eicosanoic acid 0.48
Oleoyl chloride 1.33
Octadecanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl ester 0.44
9-Octadecenal, (2)- 0.51
Ethanol, 2-(9-octadecenyloxy)-, (2)- 1.14
Oleoyl chloride 1.04
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Tablo 2. Bocek antioksidan enzimleri ile segilen ligandlar arasindaki molekiiler kenetlenme

sonugclari
. . ENERJI HiDROJEN | HiDROJEN BAG PROTEIN+LiGAND
PROTEIN | LIGAND DEGERLERI BAGI GORUNTU GORUNTU
GPx n-Hexadecanoic acid -3.8 2
kcal/mol
GPx Octadecanoic acid -7.2 -
kcal/mol
GPx Oleic Acid -6.0 -
kcal/mol
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Tablo 2 devami

GST n-Hexadecanoic -5.0 2
acid kcal/mol

GST Octadecanoic acid | -5.7 -
kcal/mol

GST Oleic Acid -4.8 -
kcal/mol

Yaprak 0ziitii iceriginde tespit edilen 3 madde ligand olarak kullanilmak suretiyle bocek

antioksidan enzimleri GPx ve GST ile baglanma 6zellikleri in silico olarak ortaya konmustur
(Tablo 2).

Kenetlenme sonuglari, Autodock Vina, VMD ve Maestro kullanilarak elde edilmistir. Serbest
baglanma enerjisi, elektrostatik, hidrojen bag1 ve van der Waals etkilesimlerini icerebilir. En

196



yiksek baglanma degeri, protein ve ligand arasindaki siki baglanmayi temsil eder.
Calismamizda en yiiksek baglanma degerleri, GPx proteini ile Octadecanoic acid molekiilii
arasinda elde edilmistir (-7.2 kcal/mol) (Tablo 2). S6z konusu ligandlar GST proteinine nispeten
daha diistiik enerjilerle baglanmistir.

Sonu¢

Bitkiler ¢ok zengin biyoaktif kimyasal kaynaklar olusturduklari i¢cin mevcut kullanilan
kimyasal temelli bocek miicadele ajanlarina kars1 potansiyel alternatifler olarak karsimiza gikar.
Bu sekilde daha giivenli bocek kontrolii gelistirilmesine kaynak olusturulabilirler. Biyolojik
aktivitesi agisindan arastirilan ¢ok sayida bitkisel {irtin vardir. A. melanocarpa da bu iiriinlerden
birisidir. Son yillarda popiiler olmasina ragmen bu bitkinin zararlilar iizerine etkinligi ile ilgili
cok fazla ¢aligma yapilmadig1 goriilmektedir. Bu ¢alismada, A. melanocarpa yaprak oziitiiniin
icerik analizi yapilmis ve igerikte en fazla bulunan 3 maddenin in silico analizi sayesinde
bocegin antioksidan enzimleri ile kenetlenme Ozellikleri ortaya konmustur. Elde edilen
sonuclar, Aronya kaynakli tiriinlerin biyopestisit gelistirme ¢alismalarina katkida bulunacagini
gostermektedir.

Cikar Catismasi
Makalenin hig bir yazari icin bilinen ya da olas1 bir ¢ikar ¢catismasi yoktur.
Tesekkiir

Bu calisma TUBITAK 2209-A Universite Ogrencileri Arastirma Projeleri Destekleme
Programi kapsaminda desteklenmistir.
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