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Oz

Diaquabis(N,N-dietilnikotinamid- x N*)bis(4-formilbenzoato- x O)kobalt(II) kompleksi model bocek Galleria mellonella L.
larvalarinin hemolenf dokusuna enjekte edildi. Enjeksiyon isleminden 2,4, 6 ve 8 saat sonra bocegin bazi biyokimyasal parametrelerine
ve metabolik enzim aktivitesi tizerindeki degisikliklere bakild:. Hiicre hasari biyobelirteci AST ve ALT enzim aktivitesinin istatiksel
olarak artti31 tespit edildi. Kullanilan kompleks LDH aktivitesini 30+2,76'dan 8 saat sonunda 131,25+3,10’a yiikseltti. Ayrica bocegin
biyokimyasal parametreleri izerinde olumsuz etki yaptig1 tespit edildi. Bu ¢alisma farkh kimyasal yap: ve etki mekanizmasina sahip
metal komplekslerinin zararli boceklerin miicadelesinde hedef olmayan canhlara ve ¢evreye karsi en az zararla kullanilabilirliginin
aragtirilmast agisindan 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, Transaminaz enzimleri, Diaquabis- Bis-Kobalt Kompleksi, Biyokimyasal hasar.

Abstract

The complex, Diaquabis(N,N-diethylnicotinamide- x N*)bis(4-formylbenzoato- x O)cobalt(II) was injected into the hemolymph
tissue of model insect larvae of Galleria mellonella L.. After 2, 4, 6 and 8 hours after the injection, some biochemical parameters of the
insects and changes in metabolic enzyme activity were examined. It was determined that the cell damage bioindicator AST and ALT
enzyme activity increased statistically. The complex used increased the LDH activity from 30+2,76 to 131,25+3,10 after 8 hours. It was
also found to have an adverse effect on the biochemical parameters of the insects. This study is important in exploring the use of metal
complexes with different chemical structures and mechanisms of action in the struggle of harmful insects with minimal damage to the
non-target organisms and environment.

Keywords: Galleria mellonella, Transaminase enzymes, Diaquabis- Bis-Cobalt Complex, Biochemical damage.

1. Girig lara neden olmaktadirlar. Zararli bocekler ile miicadelede
toksik etkisi yiksek insektisit kullanimi olduk¢a fazladir.

Tarim zararlisi bocekler ekonomik acidan 6nemli zarar-
¢ Tarimsal alanlarda zirai miicadelede kullanilan insektisitler

cevre ve hedef olmayan canlilar Uzerinde yiksek toksik
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malarin dogrultusunda karboksilik asit ve karboksilat gecis
metal komplekslerinin yeni bir alternatif olabilecegi tizerine
caligmalarimiza yon verdik. Bilindigi tizere karboksilik asit-
ler, karboksilat oksijen atomlar: Gzerinden koordine olarak
metal kompleksleri olusturmakta ve olusan bu gecis metal
kompleksleri ziraat, biyoloji, tip ve diger alanlarda olduk-
¢a genis kullanilmaktadir (Manjula vd. 2016). Literatiirde
karboksilik asitlerin metal komplekslerinin antioksidan,
antibakteriyel, antifungal, sitotoksik, fungusit, insektisit ve
curtiimeye karg: etkin ozellikleri oldugu bilinmektedir (Obu-
hova ve Baseyeva 1979, Samsonowicz vd. 2017, Becenen vd.

2017, Abdolmaleki ve Ghadermazi 2017).

Bu ¢aligmada literatiirde molekiil yapisi ve kimyasal 6zellik-
leri belirlenmis kapal formiilii [Co(C,H,O,),(C, H ,N,O),.
(H,0),] olan Diaquabis(N,N-dietilnikotinamid- x N*)
bis(4-formilbenzoato- X O)kobalt(II) komplesinin (Sert-
celik vd. 2009, Sertcelik ve Necefoglu 2014) model bocek
Galleria mellonella L. larvalarinin hemolenf dokusunda
metabolik enzimlerden alanin aminotransferaz (AST),
aspartat aminotransferaz (ALT), kreatin kinaz (CK), laktat
dehidrogenaz (LDH) gama glutamil transferaz (GGT) ve
biyokimyasal parametrelerden total bilirubin (BILT), direk
bilirubin (BILD), total protein (TP), ire (UREA) ve trik
asit (UA) miktar tizerindeki etkilerinin belirlenmesi amag-
lanmugtir.

2. Gereg ve Yontem
2.1. Bécek Kiltiirii

Yumurtadan yeni ¢ikmug G. mellonella larvalar: laboratuvar
ortaminda yapay besinde aseptik olmayan sartlarda besle-
nerek bocek kiltiri olusturuldu. Boceklerin yetigtirilmesi
inkiibatérde (Niive, ES 500) 28+2°C ve %65+5 bagil nemde
yapild: (Bronskill 1961). tarafindan gelistirilen yapay besin
icerisinde G. mellonella larvalarini laboratuvar sartlarin-
da yetistirildi. Besin igerigi; 420 g bugday kepegi, 150 ml
sizme bal, 150 ml gliserin (Merck, Darmstadt, Germany),
20 g ogutilmis koyu renkli eski petek ve 30 ml saf sudan
olugsmaktadir. Hazirlanan besin bir litrelik cam kavanozlarin
(80x180 mm) yaklasik 1/3’ine kadar dolduruldu. 1.evre lar-
valar1 besin icerinde 7. evreye kadar yetistirildi ve deneyde
7.evre larvalar: kullanildi (Buyiikguzel vd. 2010, Sugegti vd.
2016).

2.2. Hemolenflerin Toplanmas1

Enjeksiyon isleminden 2,4, 6 ve 8 saat sonra 7. evre larvalari
5 dakika buz uzerinde bekletildi. Daha sonra larvalarin
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yuzeyi %95 etil alkol ile dezenfekte edildi. Hamilton ignesi
kullanilarak bocegin abdomen kismindan hemolenfler buzda
bekletilmis ependorflara alindi. Melanizasyonu engellemek
icin bir miktar PTU kristali ependorfun i¢ine konuldu.
Analizler yapilana kadar 6rnekler -80°C’de sakland:.

2.3. Biyokimyasal Analiz

Analizler Roche Hitachi Cobas ¢501 cihaz ile uygun kit-
ler kullanilarak yapildi. Kullanilan kitler; ALT(Roche,
Germany, Kit n0:23641701), AST (Roche, Germany, Kit
n0:22310601), BILD (Roche, Germany, Kit n0:15104901),
BILT (Roche, Germany, Kit n0:21345101), CK (Roche,
Germany, Kit no:20471501), TP (Roche, Germany, Kit
n0:19727001), UA (Roche, Germany, Kit n0:24202101),
UREA (Roche, Germany, Kit n0:22343701), GGT (Roche,
Germany, Kit n0:24887901), LDH (Roche, Germany, Kit
no: 23767001).

2.4. Istatistiksel Analiz

Enzim aktivitesi ve biyokimyasal parametreler ile ilgili
verilerin degerlendirilmesinde tek yonli “Varyans Analizi”

(ANOVA) (SPSS 1997) testi kullanildi.

Ortalamalar arasindaki farkin 6nemini saptamak i¢in “LSD
Testi” (SPSS 1997) kullanildi. Ortalamalarin arasindaki
farkin 6nemini kontrol etmek i¢in 0,05 olasilik seviyesi

kullanildi.

3. Bulgular

3.1. Diaquabis(N,N-dietilnikotinamid- x N*)bis(4-
formilbenzoato- ¥ O)kobalt(II) Kompleksininin
Metabolik Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Yapilan ¢alismada transaminaz enzim aktivitesi tzerinde
8 saat sonunda istatistiksel olarak arti oldugu tespit
edilmistir. AST enzim aktivitesinin 102+4,51 U/Lden 8
saat sonra 4765,5£19,42 U/Lye yikseldigi gortlmustir.
ALT enzim aktivitesinin 8 saat sonunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak arttifi tespit edilmistir GGT
enzim aktivitesinin ise 2,8+0,23 U/Lden 8 saat sonunda
6,42+0,26 U/L'ye vyikseldigi belirlenmistir. Metabolik
enzim aktivitelerin 6. saatte melanizasyon nedeniye distigi
gorilmistiir. Metabolik enzimlerden CK enzim aktivitesi
8 saat sonunda 189,75+2,60 U/Lden 739,5+8,58 U/Lye
artarken; LDH enzim aktivitesinin 30+2,76 U/L'den 131,25
+3,10 U/Lye arttig1 tespit edilmistir (Cizelge 1).
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3.2. Diaquabis(N,N-dietilnikotinamid- x N")bis(4-
formilbenzoato- x O)kobalt(II) kompleksinin
Biyokimyasal Parametreler Uzerindeki Etkisi

Yapilan analizlerde BILT’in kontrol grubuna gore 8
saat sonra istatistiksel olarak arttigi goriigmiistiir. BILD
miktarinda 8 saat stiresince istatistiksel olarak herhangi bir
fark tespit edilememigtir. UREA miktar1 8. saatte artarken
UA miktarinin 8. saatin sonunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak azaldigi bulunmugstur. TP miktarinin
8. saatin sonunda 1,17+0,005 g/dlden 0,72+0,01g/dl'ye
dustugu tespit edilmistir (Cizelge 2).

4. Tartigma

Protein, lipit ve karbohidrat gibi bazi biyomolekiller
béceklerin yagamsal faaliyetleri i¢in olduk¢a énemlidir. Bu
biyomolekiiller biyolojik (diyapoz, besin kalitesi, cinsiyet vb)
ve kimyasal (insektisit uygulamalar1) faktorlerden etkilen-
mektedirler (Biytikgiizel 2009, Sak vd. 2011, Buytkgiizel
vd. 2013). Insektisitlere karsi boceklerde oksidatif stres
olugsmaktadir. Bu strese kargt boceklerde serbest radikaller
olusur. Bu reaktif molekiiller bocekte protein, lipit, niikleik

asitler ve enzimler gibi bir¢ok biyolojik sistemi olumsuz
etkilemektedir (Igen vd. 2005, Buyiikgtizel 2006, Etebari
vd. 2007, Gaudéncio vd. 2016). Bocekler; olusan oksidatif
hasara karst antioksidan enzimler Ureterek hasari bertaraf
etmeye caligirlar. Eger antioksidan savunma sistemi yetersiz
kalirsa hasarin artmasi sonucunda hicresel yaglanma, kanser
olusumu veya hiicre olimi gerceklesir. Diaquabis(N,N-
dietilnikotinamid- x N')bis(4-formilbenzoato- x O)
kobalt(I) kompleksinin G. mellonella hemolenf meta-
bolik enzim aktivitesini artirdig1 gorilmistir. Kimyasal
ve biyolojik ajanlar organizmalarda doku hasarina neden
olarak hiicresel enzimlerin salinimina neden olarak enzim
konsantrasyonun artmasina neden olmaktadir (Igen vd.
2005). Antihelmintik bir antibiyotik olan oksfendazolin
G. melloenlla larvalarinin hemolenf dokusunda metabolik
enzim aktivitesini istatistiksel olarak arttirdig1 gorilmusgtir
(Sugecti ve Buytikgiizel 2017).

Transaminaz enzimlerinin aktiviteleri; memelilerde organ
fonksiyon bozukluklarini test etmek ve varsa fonksiyonel
hasarlarinin tespiti i¢in klinik tan1 olarak kullanilmaktadir

(Rosenthal, 1997). Fakat bu testler 6zellikle cevre biyolojisi

Cizelge 1: Diaquabis(N,N-dietilnikotinamid- » N*)bis(4-formilbenzoato- x O)kobalt(II) komplesinin G. mellonella hemolenf dokusu
enzim aktiviteleri tizerindeki etkileri

AST (Aspartat ALT (Alanin CK (Kreatin Kinaz) LDH (Laktat GGT (Gama
Aminotransferaz) Aminotransferaz) (U/L) (:)art*+ S I_;l)z_‘_ Dehidrogenaz) (U/L) Glutamil Transferaz)
(U/L)(Ort'x S.H)t  (U/L)(Ort'+ S.H)* = (Ort*t S.H)t (U/L) (Ort*+ S.H)+
KONTROL 102+4,51a 27,5+2,07a 189,75+2,60a 30+2,76a 2,8+0,23a
2 SAAT 1081,75+5,02b 154,5+2,13b 834,5+7,07b 84,5+1,82b 2,15+0,29a
4 SAAT 1998,25+12,04¢ 223,75+4,06¢ 965,75+4,21c 124,5+9,96¢ 6,12+0,12b
6 SAAT 513+7,75d 84,5+3,3d 126+3,93d 15,25+3,08a 0,92+0,26¢
8 SAAT 4765,5+19,42¢ 921,25+9,92 ¢ 739,5+8,58¢ 131,25+3,10c 6,42+0,26b

"Dért tekrarin ortalamas,
7‘Aym siitunda ayni harfi iceren degerler birbirinden farkl degildir, P > 0,05 (LSD Testi).

Cizelge 2: Diaquabis(N,N-dietilnikotinamid- x N')bis(4-formilbenzoato- x O)kobalt(Il) komplesinin G. mellonella hemolenf dokusu
baz1 biyokimyasal parametreler tizerindeki etkileri

TP (Total Protein) BILT (Bilirubin BILD UREA (Ure) UA (Urik Asit)
(g/dL) Total) (mg/dL) (Bilirubin Direk) (mg/dL) (mg/dL)

(Ort't S.H)* (Ort'z S.H)* (mg/dL) (Ort'+ S.H)* (Ort't S.H)* (Ort'+S.H)*

KONTROL 1,17+0,005a 0,02+0,005a 0,04+0,005a 3,35+0,16a 0,34+0,02a
2 SAAT 0,71+0,02b 0,10+0,02b 0,06+0,005a 3,67+0,18a 0,05+0,005b
4 SAAT 1,17+0,04a 0,16+0,02¢ 0,15+0,015a 9,05+0,52b 0,14+0,015¢

6 SAAT 0,43+0,02¢ 0,09+0,005b 0,08+0,005a 4,37+0,18a 0,07+0,005b

8 SAAT 0,72:0,01b 0,160,01c 0,070,015a 8,85+0,76b 0,16+0,015¢

‘Dért tekrarin ortalamas,
TAym siitunda ayni harfi iceren degerler birbirinden farkly degildir, P > 0,05 (LSD Testi).
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ve toksik etkisi yliksek kimyasallarin bécekler tizerindeki
etkilerini ¢aligan aragtirmacilar tarafindan da kullanilmaya
baglanmustir. Diaquabis(N,N-dietilnikotinamid- x N?)
bis(4-formilbenzoato- x O)kobalt(II) kompleksinin G. mel-
lonella transferaz enzim aktivitesini 8 saatin sonunda arttir-
dig1 goriilmiistiir. Ozellikle AST ve ALT miktarinin artmast
ilerleyen doku ve hiicre hasarinin en 6nemli biyobelirtecidir
(Sidlova vd. 2003). Yapilan ¢aligmada AST aktivitesinin ve
ALT aktivitesinin istatistiksel olarak yiikseldigi tespit edil-
migtir. Bu artig bocekte hiicre hasarinin zamana bagli olarak
arttifini gostermektedir. 6. saatte bocekteki transaminaz
enzim aktivitesinin diismesi, kompleksin toksik etkisinin
enzimlerin inaktivasyonuna ve denatiirasyona neden oldu-
gunun gostergesidir. Farkli insektisitlere maruz birakilan
Culex fatigans (Wiedemann) tirt sineklerde AST ve ALT
aktivitesinin 6nemli derecede arttig1 belirtilmistir (Verma ve
Rahman 1984). Yapilan bagka bir ¢alismada tetrasiklin ile
beslenen Philosamia ricini (Boisduval) larvalarinin AST ve
ALT enzim aktivitelerinin iki kat arttig1 gortlmustir (Eid
vd. 1989). Organafosforlu insektisitlerin G. mellonella lar-
valari tizerinde toksik etkisinin aragtirildig1 bir bagka ¢alig-
mada AST ve ALT aktivitesinin istatistiksel olarak onemli
derecede arttig1 goriilmistiir (Igen vd. 2005). Yapilan bagka
bir ¢calismada endoparazitoid Pimpla turionellae zehrinin G.
mellonella AST ve ALT enzim aktivitesini onemli derecede
arttirdis belirtilmigtir (Sugegti vd. 2017a).

LDH aktivitesi; organizmalarda htcre ve doku hasar-
larinda artan metabolik bir enzimdir. Diaquabis(N,N-
dietilnikotinamid- x N')bis(4-formilbenzoato- x O)
kobalt(II) komplesinin G. mellonella larvalarinin hemonenf
dokusunda 8. saatin sonunda istatistiksel olarak olarak arttig1
tespit edilmistir. AST ve ALT aktivitelerinin yaninda LDH
aktivitesinin artmasi hiicre hasarini desteklemektedir. RAi-
picephalus (Boophilus) microplus Gzerinde antiparaziter ilag
fluazuronun oksidatif seviyelerinin ¢aligildig1 bir caligmada;
kimyasala maruz stresi artttkca hemolenf ve yag dokuda
LDH aktivitesinin arttif1 gorilmistir (Gaudéncio vd.
2016). Yapilan baska bir calismada G. mellonella larvalarina
enjekte edilen biyolojik ajan Klebsiella oxytocanin boécegin
hemolenf dokusunda 8 saat sonunda LDH enzim aktivi-
tesinin 6nemli derecede artif1 tespit edilmistir (Sugegcti vd.
2017b).

Boceklerde belirli bir dokudaki total protein miktarinda-
ki degisimlerin belirlenmesi, bécek tarafindan besin ige-
risinde bulunan maddelerin etkin bir bi¢imde kullanilip
kullanilmadiginin ve buyimeye etkisinin olup olmadigi-
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nin anlagilabilmesi agisindan onemlidir (Buytkgizel ve
ig:en 2004, Sak vd. 2006, Sak vd. 2011). Larval donemde
depolanan proteinlerin enerji kaynagi olarak kullanildi-
gindan dolay: bocegin gelisimi sirasinda 6nemli role sahip
oldugu bilinmektedir (Hahn ve Wheeler 2003, Biiytikgii-
zel 2006). Diaquabis(N,N-dietilnikotinamid- x N")bis(4-
formilbenzoato- x O)kobalt(II) komplesinin G. mellonella
larvalarinin hemolenf dokusunda total protein miktarini 8.
saatin sonunda digtirdigi tespit edilmistir. Bunun nedeni
kompleksin toksik etkisinin bocegin gelisimini olumsuz
yonde etkilemesi olabilir.

Diaquabis(N,N-dietilnikotinamid- x N')bis(4-
formilbenzoato- x O)kobalt(II)
mellonella’nin  biyokimyasal parametrelerini (BILT ve
UREA) 8 saatin sonunda arttirdifi gortlmistir. UA
miktarinin 8. Saatin sonunda istatistiksel olarak azaldig
bulunmustur. Bu kompleksin BILD tizerinde istatiksel
olarak etki gostermedigi tespit edilmistir. Neem agaci

komplesinin G.

yaginin Xanthogaleruca luteolaizerine etkilerinin arastirildig:
bir ¢aligmada ire miktarinin yiksek konsantrasyonlarda
arttirdif belirtilmigtir (Valizadeh vd. 2013). Piriproksifenin,
ipek bocegi tizerinde biyokimyasal etkilerinin aragtirildig:
bir ¢aligmada, kimyasalin yiksek konsantrasyonlarinda
bécegin hemolenf dokusunda tre ve trik asit miktarini

arttirdif1 gosterilmistir (Etebari vd. 2007).

Bu ¢alismada zirai alanda yogun bir sekilde kullanilan za-
rarli insektisitlere alternatif yeni kimyasallarin aragtirilmasi
amaglanmistir.  Diaquabis(N,N-dietilnikotinamid- x N*)
bis(4-formilbenzoato- x O)kobalt(II) kompleksinin model
organizma G. mellonella Gzerinde gosterdigi etki mekaniz-
masinin anlagilmas: zararli boceklerle miicadelede hedef
olmayan canlilara ve ¢evreye daha az toksik etkisi olan yeni
kimyasal yontemlerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir.

5. Tesekkiir

Calismanin  biyokimyasal analizlerinde yardimlarindan
dolayr Molekiiler Biyolog Mualla Tugce Turan'a tesekkiir

ederiz.
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