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Niklozamidin Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)’nin bazi
biyolojik ve fizyolojik 6zelliklerine etkisi’

The effect of niclosamide on some biological and physiological aspects of Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)’

Ender BUYUKGUZEL? Selver KAYAOGLU®

Summary
The salisilanilides function by inhibiting mitocondrial oxidative phosphorylation in parasitic tapeworms and thus
they are used as an antiparasitic drug in medicine and veterinary. While the potent antihelmintic activity of
niclosamide has been well characterised in mammals, this study investigated the in vivo insecticide effect of
niclosamide using larvae of the insect Galleria mellonella. Niclosamide was successful in decreasing the survival of
7th instar larvae, pupal and adult stages while only the highest concentration of this antihelmintic antibiotic (1.0 %)
significantly prolonged developmental time to adult stage. Fecundity of females was obtained as 78.6 + 6.1 number of
eggs/day/female in control diet. Fecundity were increased to 114.7 + 10.9 at 0.1% of niclosamide. However, we could
not obtain any egg at the highest concentration. An increase in the male adult longevity was obtained when reared
with the highest concentrations of niclosamide. Niclosamid rearing resulted in a decrease in hatchability of eggs.
Niclosamide at 0.1 % of concentration increased malondialdehyde (MDA) content (4-fold), glutathion-S-transferase
(GST) activity (2-fold). Relative to control (133.24 + 23.6 nmol/mg protein), niclosamide at tested concentrations
significantly increased protein carbonyl (PCO) content at least 5-fold (701.24- 808.02 nmol/mg protein). This work
indicates that G. mellonella larvae may be used as a good model to ascertain importance of clincally important
antihelmintic drug active ingredients in chemical management of pest insects. The results of this work also indicate
that the negative effects of niclosamide on insect biology are due to its pro-oxidant properties and also to the ability of

niclosamide in crippling the insect’s antioxidan defence response.
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Ozet

Salisilanilidler bagirsak seridi gibi parazitlerin mitokondrisinde oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek etkisini
gOsterirler ve bu antiparazitik ilaclar tipta ve veterinerlikte kullaniimaktadir. Niklozamidin potansiyel antihelmintik
aktivitesi memelilerde iyi bir sekilde ortaya konulmus, bu calismada da Galleria mellonella larvalari kullanilarak
niklozamidin in vivo insektisit etkisi arastirilmistir. Niklozamid, 7. dénem larva, pupa ve ergin evrelerinin yasama
oranini énemli derecede dusdurirken, en yiksek konsantrasyonu (% 1,0) ergin gelisme slresini 6nemli derecede
uzatmistir. Disilerin yumurta verimi kontrol besininde 78,6 + 6,1 yumurta sayisi/giin/disi olarak tespit edilmistir. %
0,1’lik niklozamid ile beslenildiginde ise bu deder 114,7 + 10,9 yumurta sayisi/giin/disi’ a ylkselmistir; bunun yanisira
en yuksek konsantrasyonda (% 1,0) hic yumurta elde edilememistir. Niklozamidin en yliksek konsantrasyonunda (%
1,0) erkek ergin dmar uzunlugu artmistir. Ayrica, niklozamid yumurta aciimini da denenen tiim konsantrasyonlarda
Onemli oranda dusirmustur. % 0,1’lik niklozamid konsantrasyonunda malondialdehit (MDA) miktari 4 kat, glutatyon-
S-transferaz enzimi (GST) aktivitesi ise 2 kat artmigtir. Kontrol besinine gére (133,24 + 23,6 nmol/mg protein)
niklozamidin denenen konsantrasyonlari protein karbonil (PCO) miktarini en az 5 kat (701,24 - 808,02 nmol/mg
protein) 6nemli derecede arttirmisgtir. Bu galismada Galleria mellonella model bdcek olarak kullanilarak, boceklerle
mucadelede belirli klinik 6neme sahip antihelmintik ilaclarin aktif sekilde kullanilabilirligi belirtiimistir. Ayrica, bu
galismanin sonuglari niklozamidin prooksidan etkisine bagh olarak biyolojik ve ayni zamanda bdcegin antioksidan
savunma cevabi Uizerine negatif etkisi oldugunu gostermistir.

Anahtar s6zciikler: Galleria mellonella, niklozamid, yasama orani, malondialdehid, protein karbonil
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Giris

Tarimsal alanlarda, Urunlerin gelismesini engelleyen ve verimini dusuren her tirli zararlidan
korunmak igin gesitli pestisitler yaygin olarak kullaniimaktadir. Kimyasal ilaglar tarimsal alanlarda zararli
bocek populasyonlarinin micadelesinde ¢ok etkin bir yontem olmasina karsin asiri miktarda ve
bilingsizce kullaniimasi, ekosistem (zerinde olumsuz etkilere ve zararli birgok bodcek tlrindn bu tar
ilaglara karsi direng kazanmasina neden olmaktadir (Ozparlak, 2003). Bu tiir kimyasal ilaglar, subletal
konsantrasyonlarda kullanilsalar bile, hedef organizma ile birlikte ayni habitatta yasayan diger hedef
olmayan organizmalar tzerinde olumsuz etkilere sahiptirler (Simon et al., 1999; Barr et al., 2005; Morgan
et al., 2005). Yapilan galismalar 1s1dinda, dogal dismanlar (bioinsektisitler) ile bazi kimyasal insektisitlerin
hedef organizma Uzerinde verimliligi azaltan etkilere sahip oldugu gdsterilmistir (Takada et al., 2001).
Ayrica gelisim orani (Willrich & Boethel, 2001), cinsiyet oraninda degisiklik, diyapoz ve parazitoidlerle
birlikte morfolojide direkt ve konukgu fizyolojisine bu maddelerin dolayli olarak etki ettigi de bilinmektedir
(Croft, 1990). Baz! sentetik kimyasal insektisitler, bitkisel insektisitler ve biyopestisitler béceklerde lipid,
karbohidrat ve protein seviyelerini de etkiledigi bilinmektedir (Barwal & Karla 2001; Seyoum et al., 2002,
Vijayaraghauon & Chitra, 2002; Wang et al., 2005). Kimyasal mlcadelede kullanilan maddelerin 6zellikle
insektisit gruplarinin ekosistem Uzerindeki olumsuz etkilerinden dolayi zararlilarla miicadelede farkli
arayislara gidilmis ve bu maddelere karsi koruyucu onlemler alinmaya baslanmistir. Son yillarda yapilan
calismalarda kimyasal ilaglar yerine dogada var olan, zararlilarin dogal dismanlari kullaniimaya
baslanmis ya da geleneksel olarak kullanimda olan kimyasallar disinda ¢evreye daha az toksik
maddelerin bulunmasina yonelik arastirmalar yapiimaktadir (Hill & Foster 2000, Xu et al., 2001; Sak et
al., 2009; Ergin et al., 2007; Conradt et al., 2002; Lemos et al., 2003; Gindiz & Giilel, 2005). Yapilan
bazi calismalarda klinik olarak 6nemli antimikrobiyal antibiyotikler zararli bdceklerin micadelesinde
kullanilmaya baslanmis ve 6nemli sonuglar elde edilmistir (Blytkgizel & Kalender 2007; 2008;
Buyikguzel, 2009; Jayaraj et al., 2008). Bu amagla antibiyotik insektisitlere olan ilgi Snem kazanmis ve
bu konudaki c¢alismalar gin gectikce yodunlagsmaktadir. Daha o6nceki calismalarda antibiyotikler
bdceklerin yetistiriimesini saglayan yapay besin ortamina ilave edilerek mikrobiyal kontaminasyonlari
Onlemek ve larvalarin besin alimini uyarmak amaciyla kullaniimistir (Pearson & Raybould, 1998;
Biyikguzel, 2001a; Buyukgizel & Yazgan, 2002; Alverson & Cohen, 2002; Inglis & Cohen, 2004).
Yapilan bu caligmalar dogrultusunda kullanilan antibiyotiklerin digslk konsantrasyonlarinin geligimi
hizlandirdigi, yasama oranini, ergin 6muir uzunlugunu ve vicut agirhgini  arttirdigi, yiksek
konsantrasyonlarin ise bocekler Uzerinde olumsuz etkileri oldugu ortaya cikariimistir (Chamberlain &
Schol, 1991; Hirose et al., 2006). Ancak, bu antibiyotiklerin bocegin yasama orani, gelisme slresi ve
diger biyolojik 6zelliklerini etkileyecek dizeyde oksidatif strese sebep olup olmadidi ve bu strese karsi
antioksidatif tepki mekanizmasinin uyarildidi konusunda sinirh  sayida ¢alisma bulunmaktadir
(Buyukglzel & Kalender, 2007; 2008; Blyukgtzel, 2009).

Canlilarin, gesitli kimyasallara veya gevre kirliligine neden olan maddelerin etkileri altinda kalmalari,
serbest oksijen radikallerinin olusumuna ve dolayisiyla metabolik olaylarin bozulmasina neden olur
(Felton & Summers, 1995). insektisitler, serbest radikal olusturma ve reaktif oksijen tirlerini (ROT) ortan
kaldiran enzimlerin yapisinda da degisiklk meydana getirerek oksidatif stres olusmasina sebep
olmaktadir (Dettbarn et al., 2006; Giordano et al., 2007). Oksidatif stres sonucunda olusan serbest
radikallerin hlicrede proteinler, lipitler, karbohidratlar, enzimler ve nikleik asitler (izerine 6nemli etkileri
bulunmaktadir (Hermes-Lima & Zenteno-Savin, 2002). Polisiklik aromatik hidrokarbonlar, organoklorlu ve
organofosforlu (OP) pestisidler, poliklorlu bifeniller ve bitkisel allelokimyasalarin da dahil oldugu diger
ksenobiyotikler bu tip oksidatif hasar ile Onemli etkilere neden olmaktadirlar. Bu nedenle lipid
peroksidasyonunun 6lcilmesi bdyle bilesiklerin oksidatif etkilerinin degerlendiriimesinde indikatdr olarak
kullaniimaktadir (Valavanidis et al., 2006). Lipid peroksidasyonunun belilenmesinde kullanilan en basit
ve en yaygin yontem arakidonik asit ve diger coklu doymamis yad asitlerinin peroksidasyonu ve
arakidonik peroksitlerin pargcalanma Urini olan aldehit tirevi malondialdehid (MDA) miktarinin
belirlenmesidir (Spiteller, 2001). Boceklerde de MDA miktarinin yikselmesi lipid peroksidasyonu seviyesinin
onemli bir gostergesidir (Krishnan et al., 2009).
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Protein oksidasyonu, ROT ile dogrudan veya oksidatif stresin sekonder Urlnleri ile reaksiyonu
sonucu dolayli olarak indiiklenen, proteinlerin kovalent modifikasyonu olarak tanimlanmaktadir (Glbahar,
2007). Serbest radikallerin oksidan etkisi sonucu meydana gelen oksidatif protein modifikasyonu ve
bunun sonucu oksitlenmis proteinlerin fazla miktarda birikmesi hiicre ve doku hasarina neden olur (Dean
et al., 1997). ROT'nin proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida
amino asit kalintisinda ve/veya peptid omurgasinda meydana gelen oksidatif hasar sonucunda protein
karbonil (PCO) Urlnleri meydana gelir (Levine et al.,, 1994; Evans et al., 1999). PCO duzeylerinin
saptanmasinin oksidatif protein hasarini belirlemede duyarli bir ydontem oldugu bildiriimektedir (Levine et
al., 1994).

Glutatyon-S-transferaz enzimi (GST) ksenobiyotiklerin biotransformasyonunda énemli rol oynayan
faz Il enzim sisteminin énemli bir enzimidir (Sheehan et al., 2001). GST’ler boéceklerde insektisitlerden
korunmada rol alan detoksifikasyon enzimlerinin biiyiik bir ailesidir (Yu, 2004). insektisit maruziyetine
bagh olusan toksisiteyi ortadan kaldirmak icin cogu bdcekte GST aktivitesinin yukseldigi saptanmistir
(Vontas et al., 2001). GST ve Glutatyon (GSH), reaktif tlirlerin konjugasyonu ve lipid peroksidasyon
Urtinlerinin detoksifikasyonu ile oksidatif zararin énlenmesinde énemli bir rol oynarlar (Singh et al., 2001).
GST, boceklerde insektisitlerin (Yu, 1996) ve konukgu bitkilerden salinan allelokimyasallarin (Yu, 1993)
metabolik detoksifikasyonunda, ROT’larin toksik etkilerinden bocekleri korumada (Vontas et al., 2001),
ayni zamanda prostaglandin ve bazi hormonlarin biyosentezinde (Kanaoka et al., 2000) ve hiicre igi iyon
kanallarinin diizenlenmesinde (Dulhunty et al., 2001) énemli role sahiptir.

Antihelmintik ilaglar insan ve hayvanlarda sindirim kanali, solunum yollari, karaciger ve benzeri
organlardaki parazitler Gizerinde etkilidir. Antihelmintikler i¢ parazitleri ya konukginin viicudunda éldirerek
veya sadece vicut digina atiimalarini saglayarak hastayi parazitlerden arindirirlar (Grover et al., 2001).
Bir antihelmintik olan niklozamidler parazitlerin mitokondrisinde oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek
etkisini gosterirler. Ayrica birgok helmintik paraziti ilgilendiren anaerobik metabolizmay! da inhibe
edebilirler (Grover et al., 2001). Antihelmintik ilaglar parazitlerde baslica enerji metabolizmasini bozarak
néro-muskdler iletimi etkiler, glukoz emilimi veya taginmasini etkileyerek glikojen metabolizmasini bozar,
glikolizi onler, nikleik asit sentezini ve sonugta dremeyi engeller. Niklozamid, gastrointestinal kanalda
onemli miktarda emilmeyip, diski ile vicuttan atiir. Emilen kismi ise etkisiz bir metaboliti olan
aminoniklozamide c¢evrilir (Sanli & Kaya, 1994). Niklozamidin antihelmintik etkisinin disinda son
zamanlarda Galleria mellonella L, (Lepidoptera: Pyralidae) kullanilarak yapilan bir ¢alismada bakterisit
etkisi oldugu gosterilmistir (Imperi et al., 2013 ). Hayvanlar tarafindan digki ile dig ortama birakilan
sistemik insektisit olarak da etki gosteren avermektin gibi antiparaziter antibiyotiklerin digkinin
parcalanmalari ve besin zinciri sirasinda hedef olmayan canlilarin gelisimi ve yasama oranini olumsuz
yonde etkiledigi bilinmektedir (Halley et al., 1989). Ayrica, ¢galismada kullanilan antihelmintik ilaca benzer
sekilde bakteriyel ve protozoal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan furazolidonun sivrisinek ttrt Culex
pipiens molestus (Diptera: Culicidae) larvalarina oldukca toksik etki yaptigi gdsterilmistir (Macri et al.,
1988).

Bu galismada kullanilan biyuk bal mumu glivesi G. mellonella insan ve hayvanlarda enfeksiyon
olusturan bazi kif, mantar ve bakterilerin patojenitesini belirlemede memeli deney hayvanlarina alternatif
omurgasiz bir konukgu model sistemi olarak (Miyata et al., 2003; Altincicek et al., 2007; Joyce et al.,
2010; Mukherjee et al., 2010) ve bdcek-insektisit etkilesimi ile ilgili biyokimyasal ve fizyolojik ¢alismalar
icin model olarak kullanilabilen oldukga uygun bir bécektir (Blylkgiizel & igen, 2004; Bliyiikglzel &
Kalender, 2008). Mevcut calismada antihelmintik ilaglarin zararli boéceklerin micadelesinde insektisit
olarak kullanilabilirliginin belirlenmesi amaciyla, niklozamidin G. mellonella gelisme dénemleri ve ergin
biyolojisi Uzerindeki etkileri arastiriimistir. Ayrica bu maddenin bécegin 7. déonem larvalarinin orta
bagirsak dokusunda lipid peroksidasyonu seviyesini gosteren MDA miktarinda, oksidatif protein
modifikasyonunu gésteren PCO miktarinda ve detoksifikasyon enzimi GST aktivitelerinde sebep oldugu
degisimler incelenmistir.
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Materyal ve Yontem
Galleria mellonella L. kiiltiirii

Lepidoptera takimina ait bir bécek olan G. mellonella L. kilturinin devami, yumurtadan yeni gikmis
larvalarin Bronskill (1961) tarafindan gelistirilen yar1 sentetik besinde (420 g bugday kepegdi, 150 ml siizme
bal, 150 ml gliserin (Merck, Darmstadt, Germany), 20 g 6gutilmis koyu renkli eski petek, 30 ml saf su)
aseptik olmayan sartlarda yetistiriimesi ile saglanmistir. Bocek kultirinidn devami 28 + 2 °%C ve % 65+ 5
bagil neme ayarli bir inkiibatérde (Niive, ES 500), giin boyu devamli karanlik ortamda gergeklestirilmistir.

Niklozamidin deneylerde kullaniimasi

Niklozamid (2',5-Dikloro-4'nitrosalisilanilid, beyaz sari toz, % 98) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA) firmasindan temin edilmigtir. YurGtulen beslenme deneylerinde niklozamidin denenen miktarlarinin
konsantrasyonu 100 gram besin basina gram antibiyotik (% a/a) olarak belirtiimistir. Niklozamid
icermeyen kontrol besini hari¢ niklozamidin G. mellonella igin % 0,001, 0,01, 0,1 ve 1,0 olmak lzere dort
farkli konsantrasyonu kullaniimistir. Niklozamid konsantrasyonlari G. mellonella (Blylkgulizel & Kalender
2007; 2008; Buyukguzel, 2009) ve bazi parazitoid bocek tirleri (Blylkgizel, 2001; Buyukgizel &
Yazgan, 1996) tzerinde yapilan énceki galismalar temel alinarak tespit edilmistir.

Yasama orani ve gelisme siiresi

Niklozamidin belirlenen miktarlarini iceren besinler uygun besin kaplarina (Cam kavanozlar, 60
x120 mm) paylastiriimistir. Her bir besin kabina 20 larva konularak, deneyler doérder kez tekrar edilmigtir.
Niklozamid iceren besinlere birakilan larvalar olgun 7. dénem larvalarini meydana getirdikten sonra pupa
olmalari igin icerisinde ince pelur kagit bulunan 30 ml'lik plastik drnek kaplarina (ORLAB, L190030, 35x55
mm) her kapta bir olgun larva (7. dénem larva) olacak sekilde birakilmistir. Bu larvalardan pupa olan ve
erginlesen bireylerin orani ve bu evrelere ulastiklari sure belirlenmistir. Erginlesen bireylerin erkek ve disi
orani ve dmur uzunluklar tespit edilmistir. Deneylerde kullanilan erginlerin esey ayrimi, ergin dénemdeki
boceklerin vicut blylkligine ve abdomenlerinin son segmentindeki genital bolgeye gore yapilmistir.

Ergin 6miir uzunlugu

Niklozamidin farkl konsantrasyonlarinda yetistirilen ergin bireylerin 6mir uzunluguna etkisini tespit
etmek icin yumurtadan yeni ¢cikmis G. mellonella larvalari ergin evreye kadar yetistirilmigtir. Her bir deney
icin 10 adet ergin kullanilarak, deneyler doérder defa tekrarlanmistir. Elde edilen ergin bireyler 30 ml’lik,
genis agizh, seffaf, delikli kapakli plastik kaplara (ORLAB, L190030, 35x55 mm) birer adet konulmustur.
G. mellonella ergin evresinde beslenme ihtiyaci olmadigindan émur uzunlugu deneyleri esnasinda ergin
bdcege besin verilmemigtir. Deneyler stok kilturan yapildigi ortam sartlarinda yapilmistir. Erginler, her
gun belirli saatte kontrol edilerek en son erginin 6lumine kadar her erginin yasama suresi tespit edilmigtir.

Yumurta verimi ve agilma orani

Denenen niklozamid konsantrasyonlarinin G. mellonella disilerinin yumurta verimi Gzerine etkisini
belirlemek amaciyla yumurtadan yeni ¢ikan larvalar bu antihelmintik antibiyotigin bulundugu besinlerde
ergin evreye kadar beslenmistir. Yumurta verimi i¢in yeni erginlesmis ve doéllenmemis bir gunlik disiler
kullanilmistir. Her bir deney icin 10 adet disi kullanilarak, deneyler dérder defa tekrarlanmistir. Bu disiler
genis agizli, delikli kapakli, plastik kaplara (15 ml, ORLAB) her kapta bir adet disi olacak sekilde
birakilmistir. On denemelerden elde edilen sonuglara gére erginlesen disilerin ilk 48-72 saat iginde
yumurtalarini biraktigini gézlenmistir. Bu ylzden ilk 2-3 gln iginde birakilan yumurtalar sayilmistir.
Yumurta verimi, bir giinde disi basina birakilan yumurta sayisi olarak ifade edilmistir. Her giin acilan
larvalar yine siyah bir zemin Uzerinde sayilarak ortalama sayisi kaydedilerek, yumurtalarin agilma orani
belirlenmistir.
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Orta bagirsak izolasyonu

7. déneme kadar yetigtirilen G. mellonella’nin larvalarinin orta bagirsak diseksiyonu yapilmadan
Once larvalar buz lzerinde 5 dk bekletildikten sonra % 95 etil alkol ile ylUzeyleri dezenfekte edilerek
parafinle doldurulmus petri kabina sirt kismi parafine gelecek sekilde yerlestiriimistir. Daha sonra larvalar
karin kismindan orta eksen boyunca ince uglu diseksiyon makasi ile kesilmistir. Streomikroskop
(Olympus SZ61, Tokyo, Japan) altinda ince uglu bir pens yardimiyla sindirim kanalinin orta bagirsagin
oldugu bélim izole edilerek, bu bélime tutunmus olan diger dokular ve badirsak igerigi uzaklastiriimistir.
izole edilen orta bagirsaklar, soguk homojenizasyon tamponu [% 1,15'lik potasyum Kloriir (KCI) a/h, 25
mM dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,), 5 mM etilendiamintetraasetik asit (EDTA), 2 mM
fenilmetilsulfonil (PMSF), 2 mM ditiyotreitol (DTT), pH: 7,4)] ve birka¢ feniltiyoure kristali bulunan bir
ependorf tipe aktarilmistir. Dokular analiz yapilincaya kadar derin dondurucuda (-80 0C) bekletilmistir.
Deneyler her bir tekrarda 15 ortabagirsak kullanilarak dérder defa tekrarlanmistir.

Malondialdehid (MDA)

Lipid peroksidasyonunun son uriini olan MDA miktari Jain & Levine (1995)nin kullandigi metod
temel alinarak 532 nm’de dlgtlmustir. Orta bagirsak % 1,15'lik KCI ile ultrasonik homojenizatér (10 sn,
30 W) (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) ile pargalanmistir. Daha sonra drneklere pH 7,4
olan fosfat tamponu, 0,04 M butillenmis hidroksi toluen (BHT), % 30’luk triklorasetik asit (TCA)] eklenerek
2 saat buzun igerisinde bekletilmistir. Daha sonra 4 °C de, 2000 x g devirde 15 dakika santrif(ij edilmigtir.
Santriflj sonrasi Ust sivi alinip, Gzerine 0,1 M EDTA ve % 1lik TBA ilave edilmis ve kaynar su
banyosunda 45 dakika bekletilmistir. Tipler oda sicakhdina geldikien sonra spektrofotometrede
(Shimadzu 1700 UV/Vis, Kyoto, Japan) 532 nm’de absorbansi okunmustur. MDA miktari 1,56 x 10° M’
'em™” kat sayis! kullanilarak nmol/mg protein olarak belirlenmistir.

Protein karbonil

Levine et al. (1994)’in metodu temel alinip bir dlgide degistirilerek (Krishnan & Kodrik, 2006) 370
nm’'de Protein karbonil tayini yapiimistir. Ornekler, pH: 7,4 olan homojenizasyon tamponunda ultrasonik
homojenizatér (10 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) ile + 4 °C'de parcalanmistir.
Elde edilen 6ziit + 4 °C’'de 1000 x g'de 10 dk santrifiij (Hettich Zentrifugen, Mikro 200 R sogutmali
santriflj) yapilmistir. Santrif(j yapilan tlplerden Ust sivi alinip Gzerine % 10’luk streptomisin silfat ilave
edilerek 37 °C’de 15 dk su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra 8000 x g'de + 4 °C’de santrifiij edilerek
niikleik asitler ¢oktirilmustir. Ust sividan 200 ul alinarak tizerine 800 pl 10 mM 2,4 dinitrofenilhidrazin
(DNPH) eklenmistir. Oda isisinda bir saat veya su banyosunda 37 °C’de 15 dk belirli araliklar ile
calkalamak suretiyle beklenmistir. Daha sonra tlplere 700 ul % 20’lik TCA ilave edilerek buz tizerinde 10
dk bekletildikten sonra + 4 °C’de 10000 x g'de 10 dk santrifilj edilmistir. Boylece olusan 2,4-
dinitrofenilhidrazon bilesikleri ¢oktiriimustiir. Ust sivi atilarak ¢okiintii (izerine 1:1 oraninda 1 ml etanol:
etil asetat karisimi ilave edilerek, vorteks ile yavasca homojenize edilmistir. Bu islem 3 defa tekrarlanip
her defasinda 10000 x g'de + 4 °C'de santrif(j edilerek Ust sivi atilmistir. En son santrifijleme isleminden
sonra ¢okuntl tzerine 2,5 ml 6 M guanidin hidroklorir ilave edilerek iyice 37 °C’de 10 dk (oda 1sisinda 45
dk) karistirimak suretiyle ¢okinti ¢oézulmuistir. Kaba partikillerin ¢ékmesi icin 10000 x g'de 10 dk +4
°C'de santrifiij edilmistir. Ust sivinin absorbansi 370 nm de kor tiipe karsi spektrofotometrede (Shimadzu
1700 UV/Vis, Kyoto, Japan) okunarak protein karbonil miktari 22,000 M"' cm™ kat sayisi kullanilarak
nmol/mg protein olarak verilmigtir.

Glutatyon S-transferaz (GST)

GST aktivitesinin 6lgiminde Habig et al. (1974) tarafindan gelistirilen metod uygulanmistir. CDNB
340 nm’de yikselen absorbans gosteren glutatyon oksidasyonunu katalizleyen GST enzimi igin substrat
olarak kullanilmistir. Ornekler +4 °C’de ultrasonik homojenizatérde (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin,
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Germany) (10 sn, 30 W) homojenize edilmistir. +4 °C’de 16000 x g devirde homojenize edilen drnekler,
santrifiij edilmistir. Ust sivilar alinarak GST aktivitesinin dlgliminde kullaniimistir. Enzim aktivitesi 340
nm’de (€340: 0,0096 pM.cm_1) supernatantta bulunan 1 mg toplam protein bagina 1 dakikada olugturulan
tioether miktari olarak él¢tldi ve enzimin spesifik aktivitesi umol/mg protein/dk olarak ifade edilmigtir.

Orta bagirsak drneginden elde edilen supernatanttan GST'nin spesifik aktifligini hesaplamak ve
MDA miktarini mg protein basina vermek igin ¢ozinulr toplam protein tayini yapimistir. Bu amacla
orneklerin absorbansi spektrofotometrede 600 nm’de Folin-Lowry (Lowry et al., 1951) metoduna gore
Olcllerek total protein miktari tespit edilmistir.

Verilerin degerlendirilmesi

Gelisme siiresi, erginlerin dmur suresi, disilerin yumurta verimi ve yumurtalarin agilma orani, 7.
dénem larvalarinin orta bagirsaktaki MDA ve protein karbonil miktari ve GST aktivitesinin
degerlendirilmesinde tek yonli “Varyans Analizi” (ANOVA) (SPSS, 1997), ortalamalar arasindaki farkin
énemini saptamak icin “LSD Testi” (SPSS, 1997), yasama ile ilgili verilerin degerlendiriimesinde ise “x*
(Chi square) Testi” (Snedecor & Cochran, 1989) kullaniimigtir. Ortalamalarin énemi 0,05 olasilik

seviyesinde degerlendirilmigtir.

Arastirma Sonuglari ve Tartisma

Blylk bal mumu guvesi G. mellonella L. yapay besin ortaminda beslenerek salisilanilid tlrevi bir
antihelmintik antibiyotik olan niklozamidin bécegin yasama, gelisme, ergin disi ve erkek émur uzunlugu,
yumurta verimi, acilma orani gibi biyolojik 6zellikleri lizerine etkisi laboratuvar sartlarinda incelenmistir.
Ayrica bu antihelmintik antibiyotigin bdcegin 7. dénem larvalarinin orta bagirsaginda lipid peroksidasyonu
Uriini MDA ve protein oksidasyonu Uriini PCO ile detoksifikasyon enzimi GST aktivitesi Uizerine etkisi
arastiriimistir.

Kontrol besinine goére niklozamidin tim denenen konsantrasyonlari yasama oranini dnemli
derecede azaltmig, Ozellikle niklozamidin en yiksek konsantrasyonu bdécegin larval geligsimini 5 gin,
pupal gelisimini 4 gln, ergin evreye gelisimini ise 6 gin (45,4 + 1,3 gun) geciktirmig, benzer sekilde 7.
déneme ulasma oranini, pup olma oranini ve ergin olma oranini da énemli derecede dusurmustir (Sekil
1, 2). Yapilan bir galismada kimyasal yapisi bilinen sentetik besine ilave edilen penisilin, streptomisin,
rifampisinin endoparazitoid hymenopter tirt olan Pimpla turionellae (Hymenoptera: Ichneumonidae) 'nin
yasama oranini disurdigu ve gelisimini geciktirdigi belirtiimistir (Buylkglizel & Yazgan, 1996).
Bulgularimizi destekleyen bir bagka calismada, hymenopter parazitoidlerinden Aphytis holoxantus
(Hymenoptera: Aphelinidae) ve Pteroptrix smithi (Hymenoptera: Aphelinidae)’ nin konukgusu olan
Chrysompalus aonidum (Hemiptera: Diaspididae)’'un gelisiminin farkl evrelerinde subletal dozda
malathionlu besinle beslemis, bunun sonucunda parazitoidlerde ergin ¢ikiginin azaldigini, konukg¢uda
larva, pupa ve ergin olum oraninin arttiyi gosterilmistir (Cohen et al., 1988). Diger bir galismada da alti
adet insektisitin beyaz sinek Bemisia argentifoli (Homoptera: Aleyrodidae)'nin parazitoitleri olan
Eretmocerus tejanus (Hymenoptera: Aphelinidae) ile Eretmocerus mundus (Hymenoptera:
Aphelinidae)’'un geng larvalari ile pupalari Uzerine letal ve subletal etkileri arastiriimis, organik fosforlu
ilaglardan metil parathion ve azinfos metil'in ergin olma oranini azalttigi, denenen tim insektisitlerin
subletal dozlarinin da parazitoid béceklerin dmur uzunlugu ve yumurta verimini olumsuz yonde etkiledigi
belirtiimistir (Jones et al., 1998). Bu antihelmintik maddenin denenen en yiksek konsantrasyonu erkek
Omur uzunlugunu 7,0 £ 0,6 glinden 11,0 + 2,2 guine ortalama 4 gun uzatirken, disi dmur uzunlugunu ise
etkilememigstir (Sekil 3). Buldugumuz sonugla uyumlu olarak, Fitzpatrick & Dowell (1981), Aleurocantus
woglumi (Homoptera: Aleyrodidae)’ ye 14 farkl insektisit uygulamis ve bu bécegin parazitoidleri olan
Amitus hisperidum (Hymenoptera: Platygasteridae) ve Prospaltella opulenta (Hymenoptera:
Aphelinidae)’nin dérdincu larval evresinde yumurta agilimi ve dmur uzunluguna buttn insektisitlerin etkili
oldugunu tespit etmislerdir.
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Sekil 1. Niklozamidin G. mellonella larvalarinin gelisme stiresine etkisi. Ayni harfi iceren degerler birbirinden farkh degildir, P> 0,05 (LSD testi).
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Sekil 2. Niklozamidin G. mellonella larvalarinin yasama oranina etkisi. Ayni harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P> 0,05 (LSD testi).
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Sekil 3. Niklozamidin G. mellonella disi ve erkek ergin dmur uzunluguna etkisi. Ayni harfi iceren de@erler birbirinden farkl degildir, P> 0,05 (LSD testi).

Kontrol besini ile karsilastirildiginda, niklozamidin % 0,1’lik konsantrasyonunu igeren besin yumurta
verimini 6nemli derecede artirmis olup, yumurta sayisini disi basina bir ginde 114,7 + 10,9ye
yukseltmistir. Buna karsin, niklozamidin en yiksek konsantrasyonu (% 1,0) ile yetistirilen digilerin hig biri
yumurta birakmamistir (Sekil 4). Disuk konsantrasyondaki artis, bdcedin bu besinsel ortamdaki
konsantrasyona karsi bir adaptasyon davranigi olabilir. Gaaboub & Dawood (1974)a gbre, bes
generasyon boyunca Culex pipiens’i malathionun belirli konsantrasyonuna maruz birakilmis ve bunun
sonucunda fertilitenin dnemli derecede dustigu tespit edilmis, bir bagka calismada da Zettler & LeCato
(1974), subletal dozdaki malathionun Attagenus negatoma (Coleoptera: Dermestidae)‘da fertiliteyi dnemli
derecede azalttigini gdstermistir. Bu calismalardan elde edilen sonuglar bizim bulgularimizi destekler
niteliktedir. Niklozamid icermeyen kontrol besine goére, denenen tim niklozamid konsantrasyonlari
yumurtalarin agilma oranini énemli derecede dusUrmustir. Niklozamid icermeyen kontrol besini ile
yetistirilen digilerin biraktigi yumurtalarin % 96,6 + 5,3’si agilmasina karsin niklozamidin % 0,1’lik
konsantrasyonu bu agilma oranini % 64,4 + 9,6’e distirmustur (Sekil 5). Mullens & Rodriguez (1992) % 1
ve 2'lik disodyum oktaborat tetrahidratin Musca domestica (Diptera: Muscidae) ve Fannia femoralis
(Diptera: Muscidae) disilerinin yumurta agilimini % 10’un altina dusirdigunt belirtmiglerdir. Bizim
sonuglarimizla uyumlu olan bir baska ¢alismada da tropik meyve sinegi Anastrepha Suspensa (Diptera:
Tephritidae) erginlerinin % 4’luk sodyum tetraborat iceren besin ile beslenilmesi erginlerin 6lim oranini
artirdidi gibi yumurta verimini ve agilimini énemli derecede disurdagu belirtiimistir (Yang et al., 2000).
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Sekil 4. Niklozamidin G. mellonella digilerinin yumurta verimine etkisi. Ayni harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P> 0,05 (LSD testi).

* % 1,0 Niklozamid igeren besin ile yetistirilen disilerden yumurta elde edilmemistir.
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Sekil 5. Niklozamidin G. mellonella disilerinin yumurta acilimina etkisi. Ayni harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P> 0,05 (LSD testi).
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* % 1,0 Niklozamid igeren besin ile yetistirilen disilerden yumurta elde edilemediginden, yumurta agilma orani tespit edilememistir.

Bdcekler, hayatsal faaliyetlerini gergeklestirebilmek icin protein, lipit ve karbohidrat gibi énemli
biyomolekdllere ihtiyag duyarlar. Bu biyomolekdller, gelisim evrelerindeki farklilik, diyapoz, besin kalitesi,
mevsimsel degisiklik, sicaklik, cinsiyet, eseysel aktivite ve insektisit uygulamalari gibi bircok faktdrden
etkilenmektedir (Yanikoglu, 1985; Ito, 1989; Pullin, 1992; Aktiimsek, 1996; Warburg & Yuval, 1996; Ozalp &
Emre, 1998; Socha et al., 1998; Ito & Nakata, 1998; Seker & Yanikoglu, 1999; George et al., 2002; Bozkurt,
2003). insektisitlerin, bdceklerde oksidatif stres meydana getirerek serbest radikal olusturmasi ve bu olusan
reaktif molekillerin de protein, lipit, karbohidrat, nikleik asitler ve enzimler lizerine 6nemli derecede etkileri
bulunmaktadir (Damien et al., 2004). Kontrol besinine gére niklozamidin tim konsantrasyonlari MDA miktarini
onemli derecede artirmigtir. Niklozamidin % 0,0071’lik oranini igeren besin MDA miktarini yaklasik 2,5 kati
arttirarak 0,30 + 0,08 nmol/mg protein’e ylkseltmistir. Buna karsilik, niklozamidin denenen en ylksek
konsantrasyonu 7. dénem larvalarinin orta bagirsak MDA miktarini énemli derecede artirmistir (Sekil 6). Bu
antibiyotigin % 0,01’lik konsantrasyonu MDA miktarini 0,11 £ 0,03'den 0,39 + 0,09 nmol/mg protein’e dnemli
derecede yukseltmistir. En ylksek niklozamid konsantrasyonu (% 0,1) kontrol besinine gére MDA miktarini
yaklasik 4 kati oraninda artirmistir. Niklozamidin denenen tim konsantrasyonlari 7. dénem larvalarinin orta
bagirsagindaki bir aldehit tiirevi olan MDA'y1 indiiklemis olabilir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada organofosfat
insektisitlerin belirli konsantrasyonlarina maruz kalan béceklerde MDA miktarinin arttigi gosterilmistir (igen et
al., 2005; Bulyukguzel, 2006; 2009; Yu et al., 2011). PCO, MDA gibi oksidatif stresin énemli belirte¢lerinden
biridir. PCO miktarindaki artig, oksidatif stresin siddeti hakkinda bilgi vermektedir. Protein béceklerde, normal
gelismeleri ve Uremeleri igin gerekli besinsel biyomolekildir (Dadd, 1985). Buna bagl olarak gerek besinsel
proteinlerin yapisinin bozulmasi gerekse viicut proteinlerinde meydana gelen oksidatif hasar bécegin hem
gelisim hem de biyolojik 6zellikleri Gizerinde etkili olmasi beklenir. Niklozamid bulunmayan kontrol besininde
PCO miktari 133+x23nmol/mg protein olarak belirlenmis, bu deger % 0,001’lik niklozamid konsantrasyonunda
808,02 + 52,1 nmol/mg protein’e ylkselmistir. Benzer bir durum niklozamidin % 0,01°lik ve % 0,71’lik
konsantrasyonlarinda da gézlenmis olup, PCO miktarini sirasiyla 768,61 + 35,7; 701,24 + 64,3 nmol/mg
protein’e ylkselmistir (Sekil 7).Yapilan bu g¢alismada bécegin orta bagirsak PCO miktarindaki artis, bdcekte
niklozamid tarafindan meydana getirilen oksidatif strese karsi proteinlerin okside oldugunu gdstermektedir.
Serbest radikallerin etkisi ile olusan oksidatif protein modifikasyonuna bagl olarak yapi ve islevi bozulmus
proteinlerin fazla miktarda birikmesi sonucu hiicre hasari olugabilmekte ve sonunda bu sureg¢ hiicre 6limtne
kadar uzayabilmektedir (Dean et al., 1997).
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Sekil 6. Niklozamidin G. mellonella orta bagirsaginda MDA miktarina etkisi. Ayni harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P>
0,05 (LSD testi).
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Sekil 7. Niklozamidin G. mellonella orta badirsaginda protein karbonil miktarina etkisi. Ayni harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P> 0,05
(LSD testi).

Oksidatif strese neden olan organik ksenobiyotiklerin ¢evresel etkilerini belirlemek igcin GST enzimi
onemli bir belirtectir (Monteiro et al.,, 2006; Otitoju & Onwurah, 2007). Boceklerdeki GST’nin
biyotransformasyon gorevinin yaninda Glutatyon peroksidaz aktivitesi (GST-Gpx) ile oksidatif hasardan
koruyarak antioksidan savunmaya katkida bulundugu bilinmektedir (Singh et al., 2001; Vontas et al.,
2001; Ding et al., 2005). Niklozamidin en disuk konsantrasyonu GST aktivitesinde azalmaya sebep
olmasina kargin istatistiksel olarak dnemli bir etki yapmamustir. Buna karsilik, % 0,01 ve 0,71’lik niklozamid
konsantrasyonlari GST aktivitesini 6énemli derecede arttirmistir (Sekil 8). Niklozamid icermeyen kontrol
besin ile yetistirilen larvalarin orta bagirsak GST aktivitesi 1,47 + 0,3 umol/mg protein/dk olarak tespit
edilmistir. En yuksek niklozamid konsantrasyonu GST aktivitesini yaklasik 2 kati artirarak 2,88 + 0,8
pmol/mg  protein/dk'ya kadar ylkseltmistir. Bu sonuglar besinsel niklozamidin  ylksek
konsantrasyonlarinin bdcegin biyolojik parametreleri Uzerindeki olumsuz etkilerinin, bu antihelmintik
antibiyotigin prooksidatif etkisine bagh olabilecedini gdstermistir. Yapilan bir calismada da pretroidlere
karsi savunmada bdéceklerin GST aktivitesinin arttigi, benzer bir sekilde insektisitlere maruz kalma
surelerine bagh olarak GST aktivitesinin ylkseldigi ve bdylece bu enzimin insektisitlere karsi direncin
saglanmasinda da etkili oldugu bulunmustur (Kostaropoulos et al., 2001). G. mellonella larvalarinin orta
bagirsaginda GST aktivitesi niklozamid ile uyariimis olabilir ve buna bagh olarakta GST'nin indiklenmis
peroksidaz aktivitesi ile MDA gibi lipid peroksidasyon Urinlerinin bécege zarar verecek diizeye ulagmasi
onlenmis olabilir. Yu et al. (2011) tarafindan yapilan bir calismada ipekbdcegi bir organofosfat insektisite
maruz birakildiginda bdcegin yag dokusundaki GST aktivitesinin orta bagirsaktakine goére daha fazla
oldugunu ortaya cikarilmistir. G. mellonella'’nin orta bagirsagindaki GST aktivitesi, uygulanan
antihelmintik antibiyotigi ve metabolizma Urinlerini detoksifiye etmek igin yiikselmis olabilir. Bir baska
calismada, misir ve gimenlerde bulunan gugli antibiyotik etkisi gdsteren (2,4-dihydroxy-7-methoxy-1,4-
benzoxazin-3) DIMBOA’nin bir afit tiri olan Rhopalosiphum padi (Homoptera: Aphididae)nin
detoksifikasyon enzimleri esteraz ve GST’nin aktivitelerini énemli derecede inhibe ettigi gdsterilmistir
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(Mukanganyama et al., 2003). Diger bir ¢calismada da endostilfanin Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
Noctuidae)nin farkl evrelerindeki gesitli dokularinda (tim viicut, orta bagirsak, hemolenf, yag doku, kutikula)
GST aktivitesi incelenmis ve aktivitenin yag dokuda en ylksek oldugu, yumurta evresinde en disuk, larva, pup
ve ergin evreye dogdru yukseldigi ortaya ¢ikariimistir (Rajurkar et al., 2003).
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Sekil 8. Niklozamidin G. mellonella orta bagirsaginda GST aktivitesine etkisi. Ayni harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P> 0,05 (LSD testi).

Larval donemde besinle alinan farkl konsantrasyonlardaki niklozamidin G. mellonella’nin yasama
orani, gelisme siresi, esey orani, émir uzunlugu, yumurta verimi ve acgilma orani Uzerindeki olumsuz
etkileri bu antibiyotigin orta bagirsakta olusturdugu oksidatif stresten kaynaklanabilir. Bu amacla bdcegin
orta bagirsak dokusunda lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyon seviyesi ile GST aktivitesindeki
degisimler tespit edilmis ve bdylece bdcegin bazi biyolojik dzellikleri Uzerindeki etki mekanizmasinin
oksidatif stres ile iligkisinin biyokimyasal ve fizyolojik temelleri ortaya konmaya caligiimigtir. Ayrica, bu
calismada G. mellonella larvalari kullanilarak niklozamidin in vivo olarak insektisit etkisi arastiriimis ve
niklozamidin ylksek konsantrasyonlarda insektisit olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
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