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Sunulan ¢alismada kadmiyumun farkli konsantrasyonlarinin (0.05, 0.1, 0.5,
1.0 mg/ml) ve kadmiyum + vitamin E karigimlarinin (125uL,250 pL,500 pL,1000
pL) Galleria mellonella’ nin sentezledigi protein ve glikojen miktarlara etkileri
ile siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri arastirilmistir. Galleria
mellonella larvalarinda Cd tek basma kullanildiginda, protein miktarinda nemli
bir fark gozlenmezken, Cd ile birlikte vitamin E uygulandiginda protein miktarinda
azalma gozlenmistir. Glikojen miktart Cd ve Cd+vitamin E’nin artan
konsantrasyonlarinda azalma gostermistir. CAT ve SOD aktiviteleri, Cd’un artan
konsantrasyonlarinda azalig gosterirken, Cd ile birlikte vitamin E uygulandiginda,
CAT aktivitesinde %0.1 ve %1.0 mg/ml konsantrasyonlarda azalma go6zlenmis,
SOD aktivitesinde ise kontrole gére oOnemli bir fark gozlenmemistir. Elde edilen
sonuglara gore kadmiyumun artan konsantrasyonlarimin Galleria mellonella
larvalarinin biyolojik parametrelerini olumsuz etkiledigi, vitamin E ilavesinin ise
kadmiyumun toksik etkisini azaltici bir etki yapmadig1 gézlenmistir.

AnahtarKelimeler Galleria mellonella, Biyokimyasal parametreler, Kadmiyum,
Vitamin E
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In the presented study, the effects of different concentrations of cadmium
(0.05, 0.1, 0.5, 1.0 mg / ml) and cadmium + vitamin E mixtures (125 L, 250 pL,
500 uL, 1000 pL) on the protein and glycogen amounts synthesized by Galleria
mellonella (SOD) and catalase (CAT) activities were investigated. In Galleria
mellonella larvae, when Cd is used alone, there is no significant difference in the
amount of protein, while vitamin E is applied together with Cd, a decrease in the
amount of protein. The amount of glycogen has decreased in increasing
concentrations of Cd and Cd + vitamin E. While CAT and SOD activities
decreased in increasing concentrations of Cd, when vitamin E was applied with Cd,
a decrease in 0.1% and 1.0% mg / ml concentrations in CAT activity was observed,
while no significant difference was observed in SOD activity compared to control.
According to the results obtained, it has been observed that increasing
concentrations of cadmium negatively affect the biological parameters of Galleria
mellonella larvae, and the addition of vitamin E does not reduce the toxic effect of
cadmium.

Key Words: Galleria mellonella, Biological parametres, Cadmium, Vitamin E



GENISLETILMIiS OZET

Kentsel yasamin baslamasiyla birlikte ¢evre kirliligi sorunu ortaya ¢ikmis
ve endiistrinin gelisimi ile birlikte oniine gegilemez duruma gelmistir. Son yillarda
artan nufus yogunluguna bagl olarak buylyen ¢evre kirliligi, canlilar i¢in hayati
kaynaklarin bozulmasina neden olmus ve ekolojik dengenin hasar1 giderek daha
ciddi boyutlara ulagmigtir. Cevre kirliliginin en biiylik sebeplerinden biri agir
metallerdir. Agir metaller dogal kaynaklarin (volkanlar, erozyon, kaynak sulari,
bakteri aktivitesi) ve antropojenik aktivitelerin (fosil yakit kullanimi, endiistriyel-
tarimsal islemler) bir sonucu olarak ¢evreye dagilirlar ve ¢evre kirlenmesine neden
olurlar. Bununla birlikte dogada yasayan canlilar bu metalleri biinyelerine alarak
besin zincirine de katarlar.

Sunulan galismada G. mellonella larvalarina 48 saatlik siire boyunca, artan
konsantrasyonlarda kadmiyum ( %0.05, %0.1, %0.5, %1.0 mg/ml ) ve kadmiyum
ile birlikte vitamin E uygulamasi sonucunda birey basina diisen ylizde protein,
yiizde glikojen miktar1 ile SOD ve CAT enzim aktiviteleri incelenmistir.

Kadmiyumun artan konsantrasyonlarinin besine ilave edilmesi sonucu
larvalarda birey basina diisen yiizde protein miktarinda onemli bir fark
gozlenmemis, kadmiyumun vitamin E ile birlikte uygulanmasi sonucunda ise tim
uygulama gruplarinda kontrol grubuna gore azalma gozlenmistir.

Calismamizda kadmiyum ve Cd + vitamin E’nin artan konsantrasyonlarda
uygulanmasi1 sonucu birey basina diisen yiizde glikojen miktarinda tiim uygulama
gruplarinda kontrol grubuna oranla azalma tespit edilmistir.

Kadmiyumun artan konsantrasyonlarinda CAT aktiviteleri tim uygulama
gruplarinda kontrol grubuna oranla azalma gostermistir. Kadmiyumun vitamin E
ile birlikte uygulanmasi sonucunda ise %0.1 ve %1.0 lik grupta kontrole gore
azalma meydana gelirken, diger konsantrasyonlarda Onemli bir fark

gozlenmemistir.



SOD aktivitesi, kadmiyumun artan konsantrasyonlar1 uygulanan tiim
gruplarinda kontrol grubuna gore azalma gdstermis, kadmiyum ile birlikte vitamin
E uygulandiginda ise istatistiki bir fark gozlenmemistir.

Sonug olarak, agir metal olan kadmiyumun hiicreler tarafindan absorbe
edilerek glikojen ve protein metabolizmasi {izerinde olumsuz etkiler yaptig
g0zlenmistir. Hucrelere giren kadmiyum mitokondri faaliyetlerine ve epitel
hiicrelerinin emilim yapmasina engel olmus, bunun sonucunda da glikojen miktari
artan kadmiyum konsantrasyonlarinda inhibe olmustur.

SOD ve CAT enzim aktiviteleri de kadmiyumdan olumsuz etkilenmis,
enzim faaliyetleri inhibe olmustur. Kadmiyum konsantrasyonlari arttikga hiicre
metabolizmas: bozulmus, hicre yeterince beslenememis ve protein sentezi
etkilendigi i¢in enzim sentezi de inhibe olmustur. GUgcll bir antioksidan olan
vitamin E’nin ise kadmiyumun toksik etkisine karsi, enzim aktivitesinde énemli bir
degisime sebep olmadig1 sonucuna ulasilmistir.

Sunulan ¢alismada, kadmiyum ve Vit. E’nin G. mellonella larvalart
lizerinde etkileri incelenerek kadmiyumun bu tiriin morfolojik ve fizyolojik

oOzellikleri tizerinde yaptig1 degisimler gézlenmistir.
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1. GIRIS Hiida YAZICI PIROGLU

1. GIRIS

Son yillarda artan g¢evre kirliligi ekosistemi kotii etkileyen faktorlerin
basinda gelmektedir. Cevre kirliligine sebep olan en énemli faktor ise hava, su ve
toprak Kirliligine yol acan ve canlilar i¢in toksik etki olusturan agir metallerdir.
olmalari, ekosistemlerde olumsuz etki géstermeleri ve canlilarin besin zincirine
kolaylikla dahil olmalar1 sebebiyle dogada bulunan kirleticiler arasinda olduk¢a
fazla onem tasirlar (Ortel 1995a).

Agir metaller biyolojik sureclere dahil olma sekline gore canlilar igin
hayati ve hayati olmayan olarak adlandirilirlar. Hayati 6nem tasiyanlarin canlt
viicudunda eser miktarda bulunmasit 6nemli olup bircok kimyasal reaksiyonun
gergeklesmesini sagladiklari igin gunliik olarak besin yoluyla alinmasi sarttir.
Ornek olarak agir metallerden olan bakir insanlarda oldugu gibi birgok canli
tirinde de alyuvarlarda ve viicudun farkli yerlerinde oksidasyon gibi kimyasal
tepkimelerinin vazgegilmez pargasidir (Kosti¢ ve ark.; 1993). Fakat hayati 6neme
sahip olmayan agir metallerin organizmada eser miktarda bulunmasi bile canlinin
biyolojik faliyetlerini engelleyebilmekte ve bir¢ok saglik sorunlarina da yol
acabilmektedir (Rodriques ve ark.; 2008). Bir agir metalin canli i¢in gerekli olup
olmadigi canli tiirleri arasinda da farklilik gosterebilir. Bazi organizmalarda agir
metallerin etkisi canli viicudundaki derisimine bagl olarak degistiginden dolay1 bu
tir organizmalarda metallerin viicuttaki yogunlugu géz 6ntinde bulundurulmalidir.
Agir metaller genel olarak organizmada belli bir derisimin iizerine ¢iktiklarinda
toksik etkiler yaratirlar (Shukla ve ark.; 1989). Buna karsin agir metallerin
organizmada yalnizca konsantrasyon yliksekligine bagli olarak degil ayn1 zamanda
canli tiirii ve metal iyonunun kimyasal yapisi, ¢oziniirlik degeri, redoks ve
kompleks olusturma yetenegi, viicuda alinis sekline, ¢cevrede bulunma sikligina,
lokal pH degeri gibi 6zelliklerine gore de toksik etki yaratmasinda etkili oldugu

caligmalar sonucu gosterilmistir (Weismann ve ark.; 1993b). Dogada canlilar i¢in
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yasamsal olmayip toksik etkileri olan bir¢ok metal bulunmakla birlikte en tehlikeli
olanlarindan biri kadmiyumdur (Kocaoba , 2018).

En tehlikeli agir metallerden olan kadmiyum hem sularimizda hem de
atmosferde bulunabilmektedir. Ozellikle fabrika atiklar1 ya da lagim sularinin
nehirlere dokiilmesi yolu ile sularimiza karigtigi gibi; madencilik, bazi1 metallerin
eritilmesi, demir-gelik iiretimi, fosil yakitlarin kullanimi ve endiistriyel atik yakma
sonucunda da atmosfere karigmaktadir (Fariss; 1991).

Dogada farkli sekillerde bulunan ve gesitli yollarla organizmaya alinan
kadmiyum canli viicudundan atilamadigi igin organizma {izerinde ¢esitli biyolojik
zararlar olusturmaktadir (Jensen ve ark., 1992). Bu etkinin goriildiigii en énemli
canli gruplarindan biri de boceklerdir. Kadmiyum, kursun, bakir ve ¢ginko gibi agir
metaller boceklerin hemolenf igeriginde ve serbest aminoasit olusumunda
azalmaya sebep olarak toksik etki yaratmaktadir(Ortel, 1995b). Ayrica bu metaller
canlida ylksek yogunlukta bulunduklarinda hemolenf ve dokularda karbohidrat
seviyelerinde de degisikliklere sebep olmaktadir (Ortel, 1996).

Yasamlar1 boyunca agir metallerin zararli etkilerine maruz kalan
boceklerin, bu maddeleri metabolize edecek veya zararlarii azalacak
mekanizmalara sahip olmalari, zamanla var olan mekanizmalarin daha da direncli
hale gelmesi, yararli tiirlerin varliklarin1 devam ettirebilmelerinde ¢ok dnemlidir.
Bocekler kimyasallarin neden oldugu toksik etkinin ortadan kaldirilmasina yonelik
detoksifikasyon mekanizmasina sahiptir. Bu mekanizmalarin en 6nemlilerinden
biri olan antioksidan savunma sistemleri toksik maddelerin zararli etkilerinin
ortadan kaldirilmasinda 6nemli rol oynarlar. Bu antioksidan savunma sistemin
basinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutation peroksidaz (GSH-Px)
ve glutation reduktaz gibi enzimlerle, vitamin E, beta-karoten, metallothionein,
melatonin, bilirubin gibi molekdller gelmektedir (Mercan, 2004).

En 6nemli antioksidanlar arasinda sayilan E vitamini bitki kdkenli olup
gereksinimi duyulan hayvanlar tarafindan tiim yagsamlar1 siiresince disaridan

almmak zorunda olduklar1 bir besin bilesenidir. E vitamini, tokoferol ve
2
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tokotrienoller olarak birbirinde farkli biyolojik aktiviteleri olan iki gruptan
olusmaktadir (Fraenkel ve ark.; 1946).

Dogada giin gegtikge artan agir metal birikimi, bunlarin canlilar izerindeki
zararh etkilerini ortadan kaldirmak i¢in son yillarda biyolojik miicadele yontemleri
biiyliik 6nem kazanmustir. Clinkli kimyasal miicadele tlkeler igin ekonomik yik
olusturdugu gibi ayn1 zamanda da ekolojik dengenin bozulmasina sebep olarak
cevre kirliligini biiyiik 6lciide arttirmaktadir. Ozellikle son yillarda bu konu ile
ilgili bilimsel ¢aligmalar hiz kazanmig olup zararl tiirler laboratuvar ortamlarinda
kiiltiire alinarak yasamsal faaliyet ve fizyolojileri ile birlikte yasam evrelerindeki
metabolik olaylarin molekiiler diizeyde incelenmesine de olanak saglanmustir
(Buytkguzel ve ark. 2007; Tunaz ve ark., 2003). Boylelikle miicadele igin
kullanilan kimyasallarin dogal gevreye ve diger canli tiirlerine etkileri dnceden
belirlenebilmektedir.

G. mellonella L. larvalan fizyolojik ¢alismalar i¢in laboratuvar ortaminda
kullanilan 6nemli tiirlerdendir. Ar1 kovanindaki peteklere ve diger iiriinlere zarar
verdigi icin aricilik sektorii i¢in olduk¢a Onemli olan bu tiir 6nemli ekonomik
kayiplara yol agmakta , petekler iizerinde yerleserek verimin diismesine neden
olmaktadir (Tutkun ve ark.; 1987). Bu tir canlilar ile biyolojik miicadele
yontemleri uygulanarak cevreye ve diger canlilara verdigi zarar en aza indirilebilir
(Haewoon ve ark.; 1995).Biyolojik micadele icin dncelikle bu tirin parazitoidinin
bulunmas: ve uygun kosullarda fazla sayida ftiretilmesi gereklidir. Ayrica kitle
halinde {iretilen bocegin morfolojik, kimyasal ve fizyolojik ozelliklerinin de
biliniyor olmasi énemlidir (Aktimsek, 2000). G. mellonella laboratuvar ortaminda
siklikla kullanilan tiirlerden biridir, ¢iinkii insan ve hayvanlarda enfeksiyon
olusturan bazi kiif, mantar ve bakterilerin patojenitesini belirlemede memeli deney
hayvanlarina alternatif omurgasiz bir konuk¢u model sistemi olarak (Altincicek ve
ark., 2007; Joyce et al., 2010) ve bocek-insektisit etkilesimi ile ilgili biyokimyasal
ve fizyolojik ¢aligsmalar i¢in model olarak kullanilabilen oldukg¢a uygun bir bocektir

(Buytikguzel ve ark.; 2007).
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1.1. Agir Metaller

Agir metal kirliligi, gelismekte olan iilkelerde normal olarak sanayilesmeye
eslik eden biiyiik bir sorun olup ciddi saglik sorunlarina ve ekonomik zarara neden
olmaktadir (Mendez ve ark.; 2007). Birincil tiiketici (algler) tarafindan kolayca
biriktirilebilir ve insan sagligina dogrudan etki eden besin zincirinin daha yiiksek
seviyelerinde iletimleri yoluyla biyomagnifiye edilebilirler (Page ve ark., 1987) .

Baz1 bolgelerde dogal olarak yiiksek diizeyde agir metal bulunurken, agir
metallerin ¢evreye salinmmi toprak kirliligini arttirir. Topraktaki agir metaller,
toprak ana malzemesinden ve metal igeren gesitli kaynaklardan elde edilir. Bu
metaller sadece tarim topraklarini degil ayni zamanda kentsel topraklari da
etkileyebilmektedir. Toprak mikroorganizmalar1 arasinda mikorizal mantarlar,
toprak ve kokler arasinda dogrudan bir baglanti saglayan canli grubudur.
Topraktaki agir metallerin yliksek konsantrasyonlar1 mikroorganizmalar ve
mikrobiyal siiregler {izerinde olumsuz bir etkiye sahiptir. Agir metal
mevcudiyetinde bu canli grubu zarar gorecegi igin bitkilerin biiylime ve gelismesi
izerinde de toksik etkiler goriilmesi kaginilmaz olup (Leyval ve ark., 1997), gen
ekspresyonundaki degisiklikler ve metal detoksifiye edici peptitlerin sentezi dahil
olmak tizere genis bir hiicre yanit1 dizisini tetikler (Alloway BJ., 2013). Toksik
etkili agir metaller arasinda kursun (Pb), ¢inko (Zn), kadmiyum (Cd) ve bakir (Cu)
sayilabilir (Alloway BJ., 2013, (Wilczek ve ark.; 2004).

Agir metaller organizmalar tarafindan kolayca absorbe edilip daha sonra
hicre icin oldukga 6nemli makro molekiillerine baglanarak hiicrelerin faliyetlerini
etkilerler. Bu makro molekiiller nikleik asitler, enzimler ve proteinler olarak
sayilabilir. Bir¢ok agir metalin canli organizmalar igin toksik bir ajan olmasi, bu
duruma kargt 6nlem alinmasini gerektirmektedir (Rayms-Keller ve ark.; 1998).
Organizmaya farkli yollarla aliman agir metaller canli iizerinde ¢ok ¢esitli toksik
etkiler yaratabilirler. Ornegin, bazilar1 temel elementlerin yerine gecerek toksik
etki gosterirler, bazilari ise proteinlerle birleserek hiicre i¢inde birikime neden

olurlar (Bremner, 1974).
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Agir metallerin gevreye emisyonlari, topraga, yiizey sularina ve havaya

girdikleri de dahil olmak tizere gok c¢esitli stire¢ler yoluyla meydana gelir (Jarup,

2003). Agir metal kirliliginin sadece hayvanlarin hayatta kalma, biiylime, iireme ve

metabolizmasinda degil, ayn1 zamanda dogustan gelen bagisiklik sisteminde de

zararh etkileri olabilir (Guo-Xing ve ark.; 2006). Nitekim, hayvanlarda agir metal

kirliligi ve stresle iligkili hastalik durumlari arasindaki olast korelasyonu

aydinlatmaya ydnelik biiyiik caba sarf edilmistir (Galloway ve Depledge, 2001).



1. GIRIS Hiida YAZICI PIROGLU

Yakma Tesisleri Cam Ureti

4

Hava Bitkiler Haywan insan

Termik Santral, Demir-Gelik,
Cip, Atik ¢amurJ :J:;:J Cimento,

L Atk Su

o G

Yeralti

Ij Kaynaklar - Toplanma/ Gokime
@ Ara Depolar —_— Akiglar

Sekil. 1.4. Metallerin Cevresel Etkileri (John H. Duffus, 1980)

1.1.1. Kadmiyum

Kadmiyum (Cd) ¢ok zehirli bir agir metal olup toprakta, suda, havada, bazi
gidalarda ve sigara dumaninda bulunan 6nemli bir ¢evresel kirleticidir. Kadmiyum
toprak kabugunda 0.1 ila 1.0 ppm konsantrasyon araliginda bulunur. Kadmiyum,
dogada saf bir element olarak bulunmamakta, ancak ortamda kadmiyum oksit,
kadmiyum kloriir ve kadmiyum siilfat veya siilfid gibi bilesikler olarak temsil
edilmektedir.

Kadmiyum, insan ve hayvanlarin g¢esitli dokularinda toksik etki
yaratabilmektedir (Swiergosz ve ark. 1998). Toksik etkinin ana kaynagi,
endiistriyel islemler sirasinda kadmiyum pargaciklarinin veya dumanlarinin

solunmasidir. Kadmiyumun akciger, karaciger, bobrek, testis, kemik, beyin ve
7
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hatta plasenta da dahil olmak {izere ¢esitli organlarda ciddi hasara neden oldugu
gosterilmistir. Kadmiyum toksisitesinden sorumlu mekanizmalar hiicre tipine
bagimli olup canlida ¢esitli hasarlara sebep olurlar (Fornazier ve ark.; 2002). Bu
hasarlar hiicre membranina zarar verme, enzimatik aktiviteyi inhibe etme,
proteinleri denatire etme, hicre bolinmesini 6énleme, DNA’ya zarar verme ve
protein sentezini &nleme seklinde gerceklesebilir. Ornegin kadmiyum hiicrede
DNA pargalanmasi veya ATP tiikkenmesi olaylarma sebebiyet vererek hiicre
o6lumine ya da nefrotoksisiteye neden olabilir (Hazen- Martin ve ark, 1989).
Kadmiyum kaynakli toksisite, oksidatif stresin artmasina bagli olabilir (Shaikh ve
ark. 1999, Nunia ve Goyal, 2007; El-Sharaky ve ark., 2007; Bolkent ve ark., 2007).
Bazi calismalar, oksidatif hasara bagli lipit peroksidasyonunun, kadmiyum
toksisitesinin birincil araci oldugunu ileri siirmektedir (Warren ve ark., 2000).
Memeliler iizerindeki son calismalar, kadmiyumun, siiperoksit anyon radikali,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikali de dahil olmak tizere ROT’un olusumunu
uyardigimi gostermistir. Kadmiyum, dokulardaki lipit peroksidasyon diizeylerini
artirir ve antioksidan savunma sistemini bozar (Stajn ve ark. 1997, El-Sharaky ve
ark.,2007). Oksijen igermeyen radikallerin yiiksek tretimi kismen C, E ve A
vitaminlerinin diisiik seviyelerde antioksidan eksikliginin mevcudiyetine baglidir
(Freedman ve ark.; 2001). Antioksidanlar, ROT'u slplrerek veya peroksidasyon
zinciri reaksiyonlarin1 bloke ederek koruyucu etki gosterirler ve bu da sonunda
lipid peroksidasyonunu engeller. Boylece kadmiyumun toksik etkilerine karsi
koruma saglanabilir (EI-Missiry ve Shalaby, 2000; Newairy ve dig., 2007; El-
Sharaky et al., 2007).

1.2. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Canlilar metabolik faliyetlerini gergeklestirebilmek i¢in ATP enerjisine
ihtiya¢ duyarlar ve organizma igin gerekli olan bu enerji solunum sonucu elde
edilmektedir. Oksijenli solunum yapan canlilarda besinlerin oksijen kullanilarak

enerji elde edildigi sirada organizmada serbest radikaller meydana gelir.
8
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Organizmada oksijen metabolizmas1 sonucu reaktif oksijen tiirleri olarak
adlandirilan ve canlinin temel bilesenlerine zarar verebilecek bazi ara iriinler
olusur. Reaktif oksijen tiirlerinin zarar verdigi en 6nemli molekiiller lipit, protein
ve DNA gibi temel bilesenlerdir. (Akkus 1., 1995). Enerjilerini oksijenli solunum
yaparak elde eden organizmalar olusan serbest radikallerin zararlarimi en aza
indirmek ve kontrol altina alabilmek igin antioksidan savunma sistemlerine
sahiptirler. Fakat sahip olduklar1 antioksidan savunma sistemleri organizmay1 her
zaman tam anlamiyla koruyamayabilir. Bunun sonucunda canlida oksidatif stres
ortaya ¢ikar. Oksidatif stres, 6zellikle doku ve hiicrelere etki ederek blyik hasarlar
olusturur. Organizmada serbest radikal olusumuna sebep olan en dnemli etkenler
arasinda giinesin zararl 1sinlari, bazi ilaglar, yag oksidasyonu, bagisiklik sistemi
reaksiyonlari, radyasyon, stres, sigara ve alkol sayilabilir. Bu etkenler sonucu
meydana gelen serbest radikaller, organizmada birgok hastaligin meydana
gelmesine sebep olabilirler (Yalgin ve ark., 2010). Bu hastaliklar arasinda kalp
rahatsizliklari, seker hastaligi, bobrek rahatsizliklari, bronsit, kanser,damar
sertlesmesi, bobrek yetmezligi, beyinde 6nemli rahatsizliklar ve doku bozukluklar
sayilabilir (Waisberg ve ark.; 2003).

1.2.1. Reaktif oksijen turleri (ROT)

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), normal oksijen metabolizmasi sirasinda az
miktarda olusan siiperoksit radikali (O,), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil
radikali (OH )'dir. O, (Molekuler oksijen), Stperoksit radikali (stperoksit anyonu),
H,0, (Hidrojen peroksit), H,O + OH (Hidroksil radikali), H,O (Su) gibi reaktif
oksijen tiirleri, ¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarini baglatabilirler ve hilicrede karbon merkezli organik radikaller (Re ),
peroksit radikalleri (ROOe- ), alkoksi radikalleri (ROe ), tiyil radikalleri (RSe ),
stlfenil radikalleri (RSOe ), tiyil peroksit radikalleri (RSO, ¢ ) gibi gesitli serbest
radikallerin olusumuna neden olurlar (Akkus 1., 1995).
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1.2.2. Serbest radikallerin karbonhidratlar Gzerine etkileri

Bazi serbest radikaller, canlilar igin temel bilesenlerden biri olan
karbonhidratlar ile etkilesime girerek karbonhidratlarda bulunan karbon
atomlarmdan bir hidrojen atomu kopararak zararli molekiillerin olusumuna sebep
olurlar. Olusan bu radikaller organizma icin gerekli olan hyaluronik asit gibi bazi
molekillerde zincir kirilmalarina yol agar (Devasagayam ve ark., 2004). Canlida
meydana gelen bu radikaller sonu¢ olarak ¢esitli hastaliklara sebep olabilirler. Bu
hastaliklar arasinda kalp rahatsizliklari, seker hastaligi, yiiksek tansiyon, bazi deri
rahatsizliklari, g6z problemleri, kanser sayilabilir. Ayn1 zamanda yash ya da
hastaliga sahip olanlarda serbest radikal iiretiminin diger canlilara gére daha fazla
oldugu ve antioksidan savunma sistemlerinin bu canlilarda yetersiz kaldigi

aragtirmalarla gosterilmistir.

1.2.3. Serbest radikallerin proteinler Gzerine etkileri

Proteinlerin sahip olduklar1 aminoasit ¢esitleri birbirinden farkli olduklar
icin serbest radikallerden etkilenme sekilleri de bu aminoasit ¢esitliligine baglidir.
Proteinler genel olarak serbest radikallerden yaglara gore daha az etkilenirler.
Fakat triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitler
iceren proteinler serbest radikallerden daha cabuk etkilenebilirler. Bu
aminoasitlerin serbest radikaller ile reaksiyonlar1 sonucunda &zellikle sulfur
radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller olusur. Organizmada serbest
radikallerin olusumu sonucunda, imminoglobilin G (IgG) ve alblimin gibi tersiyer
yaptya sahip proteinlerin yapilar1 bozulur ve bu molekiller normal islevlerini
gerceklestiremezler. Prolin ve lizin gibi aminoasitler ise bu reaksiyonlara maruz
kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobinin
yapisinda bulunan hem proteinleri de serbest radikallerden dnemli oranda zarar
gorirler.  Ornegin  oksijen ile hemoglobin birlesmesi sonucu olusan
oksihemoglobinin slperoksit radikali (O, -—) veya hidrojen peroksitle (H,O,)

etkilesimi methemoglobin olugsumuna neden olur (Dawn BM., 1996).
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1.2.4. Serbest Radikallerin Lipidler tGzerine Etkileri

Hiicre zarinda ve hiicre organellerinde bulunan lipidler reaktif oksijen
tirlerinden oldukga fazla etkilenirler. Organizmada olusan serbest radikaller,
lipitlere etki ederek organizma igin zararl sonuglar yaratan lipid peroksidasyonuna
sebep olular. Lipit peroksidasyonu sonucu toksik etkisini 0retildikleri yerde
gOstermeyen birgok yan iriin olusur ve bu ftrinler ikinci haberciler gibi
davranirlar. Ayrica bu durumun yol a¢tig1 hasar hiicre i¢i faaliyetlerini de biiyiik
Olcude engeller (Devasagayam ve ark., 2004). Hiicre zar1 lipid yapida oldugu igin
lipid peroksidasyonu zarin akiskan ve gegirgen yapisim bozarak biiyiik zararlar
Verir.

Hidroksil radikali gibi oldukca reaktif olan radikaller, ¢oklu doymamis yag
asitlerine saldirarak metilen grubundan bir hidrojen atomu ayrilmasina sebep
olarak lipid peroksidasyonunu baslatirlar. Coklu doymamis yag asitlerinde ¢ift bag
say1si fazla oldugu icin hidrojen atomu koparilmasi da kolaylasir. Bu nedenle ¢oklu
doymamus yag asitleri lipid peroksidasyonuna ¢ok duyarlidir (Rana ve ark.; 1996).
Hidrojen atomu, bir elektron alarak molekiilden ayrildiginda, yag asidinin
karbonunda tek elektron kalir; ¢ifte baga komsu karbon atomunundaki C-H
bagindaki zayiflamanin giderilmesi amaciyla, karbon-merkezli radikal konjuge
dien olusturur. Konjuge dien, oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksil radikali
meydana gelmesine neden olur; bu basamakta olusan lipid radikali, baska bir yag
asidinden hidrojen atomu kopararak bir zincir reaksiyonu baslatmasi sebebiyle
onem tasimaktadir. Peroksil radikalleri, hidroksile gore daha az reaktif ozellik
gOsterir; ancak, biyosistemlerde daha uzak bélgelere ulasabilirler. Peroksil
radikalleri, kendi aralarinda reaksiyon verebilecegi gibi, membran proteinlerine
atak yapabilir veya komsu yag asidi zincirinden hidrojen atomu kopararak lipid
peroksidasyon zincir reaksiyonunun ilerlemesine yol agabilir (Pavlovic ve ark.
2001, Zikic ve ark.; 1998). Biyolojik membranlardaki lipid peroksidasyon,
membran akigkanliginin ve membran potansiyelinin azalmasi, H+ ve diger iyonlara

permeabilitenin artmast ve organel veya hiicre biitiinliigiiniin bozulmasina yol
11
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acabilir. Olusan serbest radikaller ve elektrofilik iirlinler (6rnegin, 4-
hidroksinonenal), yakinlarinda bulunan membran proteinleri ile reaksiyon
verebilecekleri gibi, difiize olarak DNA gibi uzaktaki molekullerle de reaksiyon
verebilir (Devasagayam ve ark., 2003; Devasagayam ve ark., 2004; Valko ve ark.
2007).

1.2.5. Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkisi

Canlilarda oksijen metabolizmas: sonucunda a¢iga ¢ikan reaktif oksijen
tirleri DNA iizerinde olumsuz etkiler olusturarak oksidatif hasara neden olur. DNA
oOzellikle hidroksil radikali tarafindan kolaylikla hasara ugratilabilir. DNA’y1 hasara
ugratan radikaller DNA ile etkilesime gecerek sahip oldugu sekerden hidrojen
atomlarinin kopmasina sebep olur (Nzenque ve ark.; 2008). Ozellikle, pirimidinin
C4-C5 ¢ift bagi hidroksil radikalinin saldirilarina karst ¢ok hassastir. Bu
reaksiyonlar sonucunda timin glikol, urasil glikol, {rekalintisi, 5-
hidroksideoksiuridin, 5-hidroksideoksisitidin ve hidantoin gibi oksidatif pirimidin
hasar Urdinleri olusur. Ayn1 zamanda purinler de hidroksil ile etkilesime gegerek
hasara ugrarlar. Bu saldirilar 8-hidroksi deoksiguanozin ve 8-hidroksi
deoksiadenozin formamidopirimidin triinlerinin olusumuna Seebp olur. Serbest
radikal saldirilar1 ayrica poli sentetaz enzimini(ADP-riboz) aktiflestirerek
programlanmis hiicre 6limiine ve DNA’nin pargalanmasina sebep olur. Bu
islemler, elektron tasima zincir fonksiyonlarint bozarak NAD+ seviyelerini

hiicresel dizeyde tliketir (Devasagayam ve ark., 2004).

1.2.6. Oksidatif Stres

Canlida metabolik faliyetler sonucunda meydana gelen reaktif oksijen
tirleri antioksidan sistemlerin hiicreyi gerektigi gibi koruyamadigi durumlarda
oksidatif dengenin bozulmasina sebep olurlar. Bu duruma oksidatif stres denir.

Hidroksil radikali, stperoksit radikali ve hidrojen peroksit hiicredeki oksidatif

12
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hasara sebep olan en dnemli reaktif oksijen tiirleridir.Canlida oksidatif stres sonucu
olusan ROT lar hiicre i¢in 6nemli bilegenler ile etkilesime gegerek ¢ift baglarindan
bir hidrojen atomu koparirlar (Song; 2004). Bunun sonucunda canlida zincirleme
oksidasyon reaksiyonlar1 baglatirlar. ROT’larin  hiicrede en ¢ok saldirdigt
molekiillerin basinda lipid, DNA ve proteinler gelir. Bu reaksiyonlar sonucunda
hicrede lipit, protein ve DNA molekilleri zarar gorerek hiicre hasar1 ya da hiicre
olumi  meydana gelebilir (Bream; 2003). Serbest radikallerin etkileri ile
makromolekiillerin oksidatif hasar1 sonucunda agiga ¢ikan malondialdehit (MDA) ,
protein karbonil (PCO), 8-hidroksiguanin (8-OHG) gibi iiriinlerin viicut sivilar1 ve
dokularda biyokimyasal yontemlerle olctilmesi ile oksidatif hasar varligi tespit
edilir (Ozcan O. ve ark., 2015).
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Sekil 1.5. Oksidatif Denge ( Ozcan O., 2015)
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Serbest Radikal Kaynaklari;

e Asin alkol ve sigara tiketimi
¢ Radyasyon

e Ultraviyole 1sinlar

o Kronik inflamasyonlar

o Fazla demir yiiklemesi

o Asin fiziksel aktivite

e llerleyen yas

e Dogum kontrol haplar

o Agir metaller

Antioksidan Molekdller;

e Enzimler (SOD, Katalaz, GSHP-Px)
e Proteinler (Alblmin, sertiloplazmin)
e Selenyum

o Askorbik asit (C vitamini)

o Tokoferoller (E vitamini)

e Karotenoidler

e Flavonoidler

o Glutatyon ve tiyoller

e Koenzim Q, ubikinon ve tirevleri (Ozcan O. ve ark., 2015).
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Canli olumsuz kosullar altinda iken meydana gelen serbest radikaller
organizmada toksik etki yaratirlar. Stperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)
gibi antioksidan enzimler ve E vitamini canliy1 bu radikallere kars1 korurlar (Saari
H., 1991).

Antioksidanlarin organizmadaki etki yollari;

a) Fazla oksijenin ortamdan uzaklagsmasini saglar ya da bulundugu yerde
derisimini diigiiriirler.

b) Katalitik metal iyonlarini ortamdan uzaklastirirlar

) Reaktif oksijen tiirlerini bulunduklar1 ortamdan uzaklastirirlar ya da zarar
daha az olabilecek molekiillere cevirirler.

d) Oksidatif hasara yol agan zincirleme reaksiyonlarin gergeklesmesine engel
olurlar.

e) Serbest radikallerin sebep oldugu zararlar1 onarici etkiler gosterirler.

1.2.7. Stiperoksit dismutaz (SOD)

SOD oldukga gugli antioksidan bir enzim olup organizmada hasara yol
acan superoksit serbest radikalinin (O, -—) molekdler oksijen ve hidrojen peroksite
doniismesini saglayan reaksiyonlari meydana getirir. insanda SOD’un iki cesidi
bulunmaktadir. Cu-Zn SOD stoplazmada bulunur, Cu ve Zn icerir, dimerik
yapidadir, siyanidle inhibe edilir. Mn SOD ise mitokondride bulunur, Mn igerir,
tetramerik yapidadir, siyanidle inhibe olmaz. Genelde hiicrede en c¢ok bulunan
cesidi stoplazamada bulunan Cu-Zn SOD'dir. SOD'm hucredeki esas gorevi
hiicreyi lipid peroksidasyonuna karsi korumak tir. Ayrica SOD, fagositoza ugramis
baz1 bakterilerin hiicrede yok edilmesinde de gorev alir. Ozellikle oksijeni fazla
kullanan dokularda SOD derisimi ve aktivitesi daha fazladir. SOD'in hiicre disi

aktivitesi ise ¢ok azdir. Cu-Zn SOD'm spesifik aktivitesi Down sendromlu
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hastalarin eritrositlerinde yliksek, prematiirelerin ve yaslilarin eritrositlerinde ve

psoriyazisli hastalarin 16kositlerinde diisiik bulunmugtur (Dawn BM., 1996).

1.2.8. Katalaz (CAT)

Katalaz yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Katalaz
stoplazmada az miktarda , peroksizomlarda ise olduk¢a fazla bulunur. Katalaz
hidrojen peroksidi (H,0,) su ve oksijen molekullerine parcalar. Hiicrede olusan
hidrojen peroksidi (H,0;) hidroksil serbest radikali (OHe ) olusumunu 6nlemek
i¢in ortadan kaldirir (Dawn BM., 1996).

1.2.9. Vitamin E (Tokoferol)

Bitkisel kokenli glcli bir antioksidan olan vitamin E, o, B, vy, 6-tokoferol
olarak adlandirilan birgok forma sahiptir (Kakkar ve ark.; 1996). E vitamininin
canli viicudunda en ¢ok bulunan ve biyolojik aktivitesi en fazla olan formu a-
tokoferoldir. Vitaminin aktif kismini yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubu
iceren aromatik halka meydana getirir. Cift zarli bir organel olan mitokondri ve
mikrozom gibi yapilarda oldukca fazla bulunmaktadir. Vitamin E bakimindan
oldukca zengin olan tohumlar ve bitkisel yaglar en degerli besin 6geleri icinde yer
alir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

CHs

HO

CHy

H:C i

CHs
CHs

Sekil 1.6. Alfa tokoferoliin molekiiler yapisi
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Vitamin E (o-tokoferol) hiicre zarinda bulunan fosfolipid tabakasim
oksijen metabolizmasi sonucu olusan serbest radikallerin hasarindan ilk koruyan
molekildir (Dadd ve ark.; 1979, Wang ve ark.; 1999).Vitamin E sliperoksit ve
hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksit radikallerini ve diger
radikalleri indirger (Bjyrneboe ve ark; 1990). Ayrica organizmada hasara yol agan
lipid peroksidasyonu vitamin E sayesinde engellenebilir (Chow, 1991; Blockhina
ve ark., 2000). Lipid peroksidasyonu sirasinda meydana gelen peroksil ve alkoksil
radikalleri vitamin E’de bulunan OH grubundaki H atomu ile kolayca bag
kurabilirler. Boylece serbest radikallerin ortamdaki yag asitleri ile bag kurmasi
vitamin E tarafindan engellenmis olur (Coskun ve ark.; 2005). Bu olay sonucunda
zincir reaksiyonu sonlanir ve lipit peroksidasyonu da sonlanmig olur
(Turunen;1976). Bu sebeple o-Tokoferol zincir kirict bir antioksidan olarak
bilinmektedir (Murray ve ark., 1993; Halliwell ve Gutteridge, 1999; Blockhina ve
ark., 2000).

«—>
ROO. + a-Tokoferol-OH ROOH+ Tokoferol-O

Reaksiyon sonucunda a-tokoferol yine bir radikal olan tokoferol-O.
(kromonoksil) radikalini olusturur. Bu radikal zayif bir reaktiviteye sahip oldugu
icin lipit peroksidasyunu sonlanmis olur (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Blokhina
ve ark., 2003).

GSH-Px ve a-tokoferol birbirlerini tamamlayic1 bir antioksidan etki
gosterirler. o-Tokoferol organizmada peroksitlerin olusumunu engellerken, GSH-
Px olusmus olan peroksitleri yok eder (Aydin ve ark., 2001).

Vitamin E selenyum metabolizmasinda da 6nemli gorev Ustlenir (Navarro
ve ark., 1999). Vitamin E selenyumu aktif sekilde tutar ve organizmadan kaybini
onler (Chen; 1995). Bu sckilde organizmadaki selenyum ihtiyaci azaltmis olur.

Ayrica serbest radikaller organizmada kanser olusumuna sebep olurken, Vitamin E
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ve diger antioksidan sistemler kanser olusumunu engelleyerek antikanserojen etki
gosterirler. (Dawn BM., 1996, Ognjanovic ve ark.; 2003).

Konu ile ilgili ¢aligsmalara baktigimizda zehirli bir agir metal olan Cd ve
guclu bir antioksidan olan vitamin E’nin G. mellonella izerine etkileri konusunda
yeterli bilgi bulunmamaktadir. Calismamizdaki amag¢ g¢evrede bulunan Cd agir
metali ve Cd ile birlikte E vitamininin G. mellonella’nin yiizde glikojen miktari,
yiizde protein miktar1 ve antioksidan savunma sistemlerinden siiperoksit dismutaz

(SOD) ve katalaz (CAT) aktivitesine nasil etki ettigini arastirmaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bryan ve Langston (1992), G. mellonella’nin 7. evre larvalarinda besin
i¢ine konulan, kursun ve kromun 5, 50 ve 100 mikrogram konsantrayonlarinda
bdcegin immiin fonksiyonunun etkilendigi sonucuna varmislardir.

Bischof (1995), L. dispar larvalarinda 20. giiniinde en diisiik kadmiyum
konsantrasyonunda ve 30. glinde %0,10mg kadminyum iceren besinle beslenen
boceklerde glikojen miktarinda azalma gozlemistir

Emre ve ark., (2013), yaptiklar bir ¢alismada farkli kadmiyum oranlarinin
(1.25, 2.50, 5.00, 10.00, 20.00 ve 40.00 mg/100g besin) Galleria mellonella
larvalarinin glikojen, protein, lipit, superoksit dismutaz (SOD) ile katalaz (CAT)
aktivitesi ve metal almimu iizerine olan etkisini arastirmislardir. Ozellikle yiiksek
Cd konsantrasyonlarinda ( 20.00 ve 40.00) protein, glikojen ve lipit seviyelerinde
Oonemli azalmalar tespit etmislerdir. Yiiksek Cd konsantrasyonlarinda SOD
aktivitesinin arttigini, CAT aktivitesinin ise biitlin konsantrasyonlarda azaldigim
belirtmiglerdir. Calisma sonucu model bocek G. mellonella’nin ¢evresel agir metal
kirliliginin  gilivenilir bir biyobelirteci olarak kullanilabileceg§i sonucuna
ulagmiglardir.

Ortel (1995b), Lymnatriidaec familyasindan olan Gypsy-moth larvalarini
agir metal igeren besinle beslemis, total hemolenf igerigi ile birlikte serbest amino

asit bilesiminde de azalma oldugu sonucuna ulagmigtir.

Crawford ve ark. (1996), Acrididae familyasina ait herbivor bir bocek tird
olan Locusta migratoria’nin bakir ve kadmiyum gibi agir metallerin farkli
konsantrasyonlar1 ile kontamine olmus musirla beslenmesi sonucu agir metallerin
bagirsaklardan viicuda emiliminin gerceklesstigi, ayrica kadmiyumun bakira oranla
daha fazla birikim gdsterdigi sonucuna ulagsmiglardir.

Ortel (1996), Liymantria dispar larvalari ile yaptigi bir ¢alismada Cd, Pb,
Cu ve Zn gibi agir metal igeren besinlerle beslenen larvalarda karbonhidrat
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miktarlarinin denenen biitiin metallerin artan derisimine bagli olarak azaldig
sonucuna ulagsmis, ayrica hemolenf miktarinda da onemli diisiisler oldugunu
gostermistir. Yaptigi deneylerde kadmiyumlu ve ¢inkolu besinlerle beslenmis olan
boceklerin hemolenf sekeri seviyesi, glikojen ve glikoz seviyelerinin artan metal
konsantrasyonu ile birlikte diistiiglinii gdstermistir.

Sezer ve Ozalp (2011), bicekler icin oldukga toksik olan azadirachtinin G.
mellonella larvalarinin glikojen miktar1 tizerine etkisini arastirdiklari galismada
birey bagina diisen glikojen miktarinin uyguladiklar1 tiim gruplarda azalma
gosterdigini belirtmistir. En yiiksek konsantrasyonda ise glikojen miktarinda
azalmanin en fazla oldugu gosterilmistir.

Vuori ve Kukkonen’nin (1996), sucul bir bocek tirt olan Hydropsychidae
familyasindan olan Hydropsyche pellucidula larvalarinda ¢esitli metallerin viicut
yiizeyine olan etkilerini incelemis, Al, Cd, Cu, Pb ve Zn gibi metallerin viicut
yilizeyinden absorbsiyon yolu ile alinarak ekzokiitikiil olusumunu engelleyip
morfolojik olarak degisiklikler olusturdugunu gostermistir. konsantrasyonlarinin
viicut ylizeyindeki dokulardan absorbsiyon yolu ile alindigi ve ekzokiitikiil
olusumunu etkileyerek morfolojik anormalliklere neden oldugunu gostermistir.

Leyval ve ark. (1997) agir metallerin mikorizal mantarlarin olusumu
tizerindeki etkileri, bu mikroorganizmalarda agir metal tolerans1 ve bunlarin metal
alimi ve bitkilere aktarimu iizerindeki etkileri de dahil olmak tizere, ¢esitli metaller
ve mikorizal mantarlar arasindaki etkilesimlerin ¢esitli yonlerini arastirmiglardir.

A.Rayms-Keller ve ark. (1998) Agir metallerin Aedes
aegypti gelisimindeki  biyolojik  etkilerini  belirlemek  igin  galigmalar
yapilmistir . Gelisme ve biiyiimelerinde agir metalin olumsuz yonde etki ettigini
gostermislerdir.

Gelegen ve Yesilada (2000), kadmiyum nitratin  Drosophila
melanogoster’in gelisim basamaklarindaki etkilerini incelemis, ergin evrede artan

konsantrasyomnlarda verilen kadmiyum ile birlikte konsantrasyonlarla dogru
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orantili olarak yumurta veriminin inhibe oldugu sonucuna ulagsmislardir. Caligma
sonunda kadmiyumun bocek gelisimini olumsuz yonde etkiledigini gdstermislerdir.

Kazimirova ve Ortel (2000), Tephritidae familyasina(Diptera) ait Ceratitis
capitate (zerinde vyaptiklar1 ¢alismada agir metallerden olan bakir, kursun ve
kadmiyum igeren besinlerin canli {izerindeki etkilerini incelemisler, agir metallerin
organizmada birikerek c¢esitli hasarlara yol agtigini gostermislerdir. Ayrica bu
metaller ile kontamine olmus tiriin pupal parazitoidi olan Proctotrupoidae
familyasindan (Hymenoptera) Coptera occidentalis’de kadmiyum ve c¢inkonun
kursun ve bakirdan daha fazla biriktigini ve sonugta oksidatif strese sebep
oldugunu gostermislerdir.

Galloway ve Depledge (2001), sucul omurgasizlar ve omurgalilar {izerine
yapmis oldugu calismada, yiiksek derisimdeki agir metallere maruz kalmanin
diisiik derisimdeki agir metallere maruz kalmadan daha fazla immiin sistemi
etkiledigini gézlemlemistir.

Shin ve ark. (2001), kadmiyum agir metalinin G. mellonella’da total lipit
ve yag asitleri miktarina etkilerini incelemis ve kadmiyumun total lipid miktarini
onemli 6lglde azalttigini gostermislerdir.

Wu ve ark. (2008), Oreochromis mossambicus larvalarina iki farkli CdCl,
konsantrasyonu uygulamiglar ve Cd maruziyetinin, maruz kalma siiresine ve
dozuna bagh olarak, larvalarda, metabolizmanin yami sira, biiyiime ve gelisme
Uizerinde 6nemli olumsuz etkiler gosterdigini gdstermislerdir.

El-Missiry ve ark. (2000) erkek MFI albino farelerinin karacigerindeki lipit
peroksidasyonu (LPO) ve antioksidan savunma sistemi (ADS) gibi oksidatif hasar
belirtecleri (izerinde diazinonun (DZN) subkronik etkisine karst vitamin E'nin (vit
E) iyilestirici 6zelliklerini arastirmuslar ve Vit. E'nin DZN ile birlikte tedavisinin,
DZN ile tedavi edilen farelerin oksidatif stresini Onledigini veya azalttigini ve
DZN'in neden oldugu karaciger dokusu hasarina karsi varsayilan koruyucu bir

ajan olarak hareket edebilecegini gostermislerdir.
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Korean J. Ecol., (2001) Farkli konsantrasyonlarda Cd'ye maruz kalan G.
mellonella'nin lipit i¢erigini analiz etmisler ve lipit konsantrasyonlari fosfovanillin
yontemi ile fotometrik olarak 6l¢misler, Cd ile kontamine olmus larva ve
pupalarda toplam lipit igeriginde anlamli azalma saptamiglardir.

Ognjanovic ve ark.(2003) Kan antioksidan savunma sistemi, lipid peroksit
konsantrasyonu ve hematolojik parametreler zerindeki kadmiyum (Cd) 'ye akut
maruziyetin ve ayrica Vitamin E’nin olasi koruyucu roliiniin etkileri arastirdilar.
Vitamin E ile 6n tedavi, kadmiyumun hematolojik degerler, lipit peroksit
konsantrasyonu ve ayrica antioksidan savunma sisteminin enzimatik ve enzimatik
olmayan bilesenleri tizerindeki toksik etkileri tizerinde koruyucu bir rol
sergilemislerdir.

Moe ve ark. (2001), disik dozda kadmiyumun Lucilia sericata
popiilasyonuna etkilerini arastirmig, besin yoluyla organizmaya alinan
kadmiyumun larval ve ergin evrede birikim olusturdugunu ve popiilasyon
biiytikliigiinii olumsuz etkiledigini gostermislerdir. Ayrica yetiskin bireylerde 6mar
uzunlugunu ve yumurta verimini diistirdiigiinii bulmuslardir.

Li ve ark. (2005), kadmiyum uygulanmig Oxya chinensis’de kadmiyumun
antioksidan enzimleri tizerine olan etkilerini incelemis, tUm uygulama gruplarinda
detoksifikant etkiyi en ¢ok goOsteren enzimin katalaz oldugu sonucuna
ulagmiglardir. Ayrica artan Cd orani ile birlikte gulutatyon peroksidaz aktivitesinin
azaldigim buna karsi SOD aktivitesinin ise arttigin1 gostermislerdir. Sonug olarak
SOD’un orta dereceli, glutatyon peroksidazin ise diisiik dereceli detoksifikasyon
etki gosterdigi yorumunu yapmislardir.

Sak ve ark. (2006), Pimpla turionellae’da sipermetrinin toplam vicut
agirhigi, glikojen, protein ve lipit miktarlarina etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda
disi boceklerin sipermetrinden daha fazla etkilendigini, tiim gelisim evrelerinde
protein, lipit ve glikojen diizeylerinin kontrole gore onemli Olglide azaldigini

belirtmislerdir.
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Tapi ovan Ooik ve ark., (2006), agir metal kirliliginin geometrid giive
(Epirrita autumna)’nin gelisimi ve immiin yanit1 iizerine etkilerini arastirmislardir.
Biiyiime oraninda kontrol grubuna gore dikkate deger diisiis tespit etmisler, immun
yamtin kirlilige maruz kalan kelebeklerde kontol grubuna gére daha yiksek
olmasimi da, ¢evre kirliliginin boceklerde bagisiklik sistemini gelistirdigine
dayandirmiglardir.

Karabulut-Bulan ve ark. (2008) C vitamini, E vitamini ve selenyumun,
ratlarda kadmiyum kaynakli renal toksisitesine karsi koruyucu etkisi olup
olmadigini belirlemek icin ¢aligma yapmis sonug olarak hem antioksidan hem de
kadmiyum verilen ratlarda serum iire ve kreatinin diizeylerinin azaldigi, Vitamin C,
vitamin E ve selenyumun ratlarin bébreginde koruyucu etki gosterdigi sonucuna
varilmustir.

Kayis ve Emre (2012), agir metal stresinin endoparazitoid Pimpla
turionellae L.” nin protein ve glikojen sentezine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada
besin yoluyla uyguladiklar1 kadmiyumun sentezlenen protein ve glikojen miktart
iizerinde 6nemli etkileri oldugunu kaydetmislerdir. Glikojen sentezinde kontrole
oranla besin verilisinin 10. glinlinden itibaren artma g6zlenirken, protein sentezinde
20. giinde tiim konsantrasyonlarda kontrole gore azalma, 30. giinde ise en diisiik
konsantrasyonda artig, en yiiksek konsantrasyonda ise onemli Olgiide azalma
gbzlenmistir.

Ozalp ve Emre (1998), farkli smiflara ait karbonhidratlarin P. turionellae
ergin disilerinde total protein ve glikojen miktara etkilerini incelemisler,
denedikleri karbonhidratlarin total glikojen miktarini etkilemedigini bulmuslardir.
Total protein miktarinin ise glikoz ile azalip ksiloz ile arttigini belirtmislerdir.

Houston ve Keen (1984), yaptiklar ¢alismada kadmiyumun, Japon Balig
Carassius auratus’da eritrosit olusumunu engelledigini gostermistir. Kadmiyuma
ek olarak ortamda ¢inko ve bakir bulundugu zaman baliklar {izerindeki toksik

etkinin daha da artt1g1 belirtilmektedir.
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Wu ve ark. (2014) krom (Cr) ve kursun (Pb) min G. mellonella'nin
bagisiklik ve antioksidan sistemleri {izerindeki etkilerini incelemisler orta derecede
Cr ve Pb'nin, G. mellonellanin dogal bagisikligin1 gii¢lendirdigini, ancak biiyiik
miktarlarda larval immiin fonksiyonun inhibisyonuna yol agtigmi ve ayrica
kullanilan Cr ve Pb'nin larvalarda gii¢lii oksidatif strese neden oldugunu
gOstermistir.

Dadgar ve ark. (2016) vitamin E’nin kadmiyum Kklorit ile tedavi edilen
sigan kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri (MSC'ler) tizerindeki koruyucu
fonksiyonunun incelenmesi i¢in ¢alisma yapmiglar ve sonugta E vitamininin si¢an
kemik iligi MSC'lerinde ¢alisilan tiim parametreler iizerinde kadmiyumun toksik
etkisine karsi koruyucu oldugunu gostermislerdir.

Coskun (2001) farkli oranlardaki vitamin E derisimlerinin Pimpla
trionellae larvalarinin esey orani tizerine etkilerini incelemis E vitaminin disi birey
cikisinda 6nemli oldugunu vurgulamistir.

Gongging ve Yunhong (2015), G. mellonella larvalarinda yaptiklart
calismada, artan Pb ve Cr konsantrasayonlarinin kontrole gore kiyaslandiginda
CAT ve SOD enzim aktivitesinde artisa neden oldugunu bulmuslardir.

Ahmad ve ark. (1995), Spodoptera eridania’de dichlorenin antioksidan
enzim faaliyetleri iizerine etkisini arastirmig, diclorenin organizmada oksidatif
strese yol agtigim1 ve sonug olarak antioksidatif enzim aktivitesini arttirdigini
bulmuslardir.

Bolter ve Chefurka (1990), Sitophilus granariusta’larda insektisitlerin
enzim aktivitelerine etkisi iizerine yaptiklar1 calismalarinda fosfin insektisitine
maruz kalan organizmada SOD aktivitesinin arttigini, bununla birlikte CAT ve
peroksidaz aktivitelerinin ise azaldigini gostermislerdir.

Zaman ve ark. (1994), Musca domestica’da agir metallerden olan civanin
antioksidan enzim aktiviteleri iizerine etkisini incelemis, civanin organizmada
toksik etki yaratarak oksidadif strese yol agtigin1 ve bu stres sonucu SOD ve CAT

aktivitelerinin arttigim bulmuslardir.
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Seslija ve ark. (1999), Acanthoscelides obtecus’in yaslanmalar
geciktirilerek SOD ve CAT aktiviteleri (zerindeki etkilerini aragtirmig, yash
bdceklerde kontrol grubuna gdre SOD aktivitesinin arttigim1 fakat katalaz

aktivitesine yaslanmanin 6nemli bir etkisi olmadigini gostermislerdir.
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Stok Kdltirun Hazirlanmasi, Galleria mellonella Larvalarimin Elde
Edilmesi

G. mellonella (L.) larvalari cam kavanozlarda, yari sentetik besin
kullanilarak (Bronskill, 1961) 28°C + 2°C, %60+ 5 bagil neme sahip karanlik
laboratuvar ortaminda yetistirildi. Kiiltiiriin devamliligi, G. mellonella ergin disi ve
erkeklerinin taze besin bulunan kavanozlarda g¢iftlesmelerinden sonra disilerin

yumurta birakmasiyla a¢ilan yumurtalardan gelisen larvalarla saglanda.

3.1.2. Deney Besinlerinin Hazirlanmasi

Deney besinleri Bronskil tarafindan gelistirilen besin 6lgiileri kullanilarak
hazirlandi. Her bir deney kabinin i¢ine belirli miktarlarda (70 gr kepek, 11 gr petek,
9 gr gliserin, 5 gr bal ve 5 gr su) besin igerigi eklendi. Kadmiyum besin icine su
icinde ¢ozunerek ilave edildi. % 0.05’lik Cd konsantrasyonunu saglamak igin
deney kabina 0.10 mg Cd, % 0.10’luk deney kabina 0.20 mg Cd, % 0.50 deney
kabma 1.02 mg Cd, % 1.0’lik deney kabmna 2.03 mg Cd eklenerek deney
diizenekleri olusturuldu. Cd + vitamin E’ li olan deney besinleri her bir
konsantrasyondaki Cd miktarlart sabit tutularak % 0.05 lik konsantrasyonda 125
mikrolitre, % 0.1’likte 250 mikrolitre, % 0.5’ likte 500 mikrolitre, % 1.0’likte 1000
mikrolitre vitamin E eklenerek hazirlandi. Kontrol grubuna ve farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan kadmiyum, kadmiyum + vitamin E’li besinlerin her
birine larvalardan 10 adet konularak, deney periyodundan 48 saat sonra 6rnekler
besin ortamlarindan alinarak biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -80 derecede

dondurucuda muhafaza edildi.
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3.1.3. Deneyde Kullanilan Larvalarnn Elde Edilmesi

Larvalar 48 saat sonunda besin yerlerinden alinarak protein analizi i¢in 3
adet, glikojen analizi igin 2 adet, SOD ve CAT analizleri icin 5 adet alinarak
tartildi, yas agirliklar1 kaydedilerek numaralandirildi. Bocekler homojenizasyon
islemine kadar -80°C’de muhafaza edildi. Deneyler degisik zamanlarda 3’er kez
tekrar edildi.

3.2. Metod
3.2.1. Boceklerin Homojenizasyonu

Her bir analiz i¢in belirlenen sayidaki drneklerin yas agirliklar tartildi. Tek
tek ayr tiiplerde 1/20 oraninda fosfat tamponu (pH 7,4) icerisinde 24000 devir/dk
da homojenize edildi. Daha sonra homojenatlar 10000 devir/dk da 30 dakika
santrifuj edildi. Elde edilen supernatant enzim aktivitesi tayini ve protein
miktarinin belirlenmesinde, dipteki pellet ve yaklasik 0.2 ml siipernatant ise

glikojen miktarinin belirlenmesinde kullanildi.

3.2.2. Biyokimyasal Analizler
Deney 6rneklerinin protein, glikojen, SOD ve CAT analizleri icin -80°C de

saklanan larvalar kullanildi.

3.2.2.1. Protein Miktarinin Tayini
Proteinlerin alkali CuSQ, ilavesiyle fosfotungustik asit ile mavi renkli

kompleks olusturmasi ilkesine dayanir.

Cozeltiler;

Cozelti A: [% 2 Na,CO; (0.1 N NaOH i¢inde)] : 2 g Na,COj; tartildi ve
0.1 N NaOH iginde toplam hacim 100 ml olacak sekilde ¢6ziildi.

Cozelti B1: (%1 CuSO4.5H ,0): 1 g CuSO,4.5H,0 tartildi ve ¢ozelti

bidistile saf su ile toplam hacim 100 ml olacak sekilde ¢6ziildii.
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Cozelti B2: (%2 Na-K-tartarat): 2 g Na-K-tartarat tartildi ve c¢ozelti
bidistile saf su ile toplam hacim 100 ml olacak sekilde ¢oziildii.

Cozelti C: 50 hacim ¢ozelti A, 1 hacim 1/1 oranindaki ¢6zelti B; ve B,
karigimu ile

karistirildi.

Folin-ciocalteu ¢ozeltisi: Kullanilmadan 6nce 1/1.5 oraninda bidistile saf

su ile seyreltildi.

Cizelge 3.1. Lowry ve ark. (1951) protein miktar1 6l¢iim prosediirii

Kor Standart Numune
Saf su (ml) 0.3 - -
Standart (ml) - 0.3 -
Ornek (ml) - - 0.3
Cozelti C (ml) 3 3 3

Karistirilir ve oda sicakliginda 15 dakika bekletilir

Folin-ciocalteu (ml) 0.3 0.3 0.3

Protein miktarlarinin dl¢timiinden 6nce 100 ml si 1 g albiimin (Sigma; A—
2153) igeren bir stok ¢ozelti hazirlandi ve bu ¢6zeltiden seyreltme yontemi ile 0.1,
0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 ve 0.8 mg/ml alblmin iceren standart cozeltiler elde
edildi. Her bir standart c¢ozeltiye (Lowry ve ark., 1951) protein tayini metodu
uygulanarak spektrofotometrede (Cecil 5000) 750 nm de 151k absorbsiyon degerleri

okundu ve verilerden, standart protein grafigi (regresyon dogrusu) elde edildi.

(y = 0,768x + 0,087 R? = 0,985)
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Orneklerin protein miktarlari, okunan absorbanslarin bu regresyon
denkleminde yerine konulmasiyla hesaplandi. Protein miktarlarinin belirlenmesi
icin, kor tipine 0.3 ml bidistile saf su konularak tizerine 3 ml ¢ozelti C eklendi ve
15 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 0.3 ml Folin-ciocalteu ilave edildi.
30 dakika bekletildikten sonra 750 nm de okuma yapildi. Orneklerin okunmasi
icin, 0.3 ml Ornek lizerine 3 ml ¢bzelti C eklenerek oda sicakliginda 15 dk
bekletildi ve tzerine 0.3 ml Folin-ciocalteu ilave edilerek 30 dakika bekletildi.
Daha sonra 750 nm de kore karst absorbans degerleri okundu. Elde edilen 151k
absorbsiyon degeri regresyon dogrusu denkleminde yerine konularak bir deney
serisinin bir tekrarindaki bdceklerin toplam protein miktar1 elde edildi. Bu deger
bdcek sayisina boliinerek birey basina diigsen protein miktar: saptandi. Yas agirliga
gore birey basina diisen protein orani, birey basina diisen protein miktarinin 100 ile

carpiminin yas agirliga boliinmesiyle elde edildi.

3.2.2.2. Glikojen Miktarinin Tayini
Glikojen miktarinin tayininde Van Handel’in (1985) gelistirmis oldugu
yontem kullanildi.

Kullanilan Cozeltiler:

Antron Cozeltisi: 750 mg antron tartildi, 150 ml bidistile saf su ve 380 ml
konsantre H,SO, icerisinde ¢ozuldu.

%2’lik Sodyum Siilfat (Na,SO,) ¢ozeltisi: 2 gr Na,SO4 tartild1 ve son hacim 100
ml olacak sekilde bidistile saf su ile ¢dzuldu.

Kloroform/metanol Karistnm (1/2): 10 ml kloroform ve 20 ml metanol

erlenmayer igerisinde karistirildi agz1 sikica kapatilarak saklandi.
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Cizelge 3.2. Van Handel (1985) glikojen miktar1 6l¢iim prosediirii

Kor Standart Numune
Saf su (ml) 0.2 - -
Standart (ml) - 0.2 -
Ornek (ml) - - 0.2
Antron (ml) 1 1 1

90°C de 15 dk bekletilir ve buzdolabinda sogutulur

Glikojen miktarmin tayininden 6nce mililitresi 0.1 g saf glikojen (Sigma
G-8751) igeren bir stok ¢ozelti hazirlandi ve bundan seyreltme yontemi ile 0.005,
0.010, 0.025, 0.050, ve 0.075 mg/ml glikojen standart ¢Ozeltileri elde edildi. Bu
glikojen standardi serisine Van Handel (1985) metodu uygulanarak 6rneklerin 151k
absorbsiyon degerleri 625 nm dalga boyundaki spektrofotometrede (Cecil 5000)

okundu ve verilerden regresyon denklemi elde edildi.

y =0,413x + 0,088 (R*=0,9984)

Orneklerin glikojen miktarlarmin tayininde ise her bir tiipe 6nce 100 pl
sodyum siilfat eklendi ve lzerine 900 ul kloroform-metanol (1:2) karigimu ilave
edildikten sonra 15.000 devirde 4 dk santrifiij edildi. Dipte kalan pellet ve yaklasik
0.2 ml siipernatant alinarak 90°C de ki sicak su banyosuna kloroform-metanolun
tamamen ugmast saglandi. Tipler sogutulduktan sonra {izerlerine 1 ml antron
cozeltisi eklenerek tekrar 90°C de 15 dakika bekletildi. Siire sonunda buzdolabinda
sogutulan tiiplerin absorbanst 625 nm de okundu. Elde edilen absorbsiyon degerleri
regresyon denkleminde yerine konularak 6rnegin 1 ml i¢indeki glikojen miktart mg

cinsinden elde edildi. Daha sonra bu deger o serideki bdcek sayisina bdliinerek
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birey bagina diisen glikojen miktar1 saptandi. Yas agirliga gore birey bagina diisen
glikojen orani ise birey basina diisen glikojen miktarinin 100 ile ¢arpiminin birey

basina diisen yas agirliga boliinmesiyle elde edildi.

3.2.2.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini

Katalaz aktivitesinin belirlenmesinde Aebi (1984) metodu kullanilmistir.

Prensip

Katalazin hidrojen peroksiti (H,O,) nétralize etmesi esasina dayanmaktadir.

Kullanilan Cozeltiler

Fosfat tamponu (50 mM): 6.81 gr KH,PO, ve 7.1 gr Na,HPO, bidistile suda
cozlindiikten sonra pH 1N NaOH ile 7.4 e ayarland1 ve son hacim bidistile su ile 1
litreye tamamlandi.

H,0, (30 mM): %30 luk H,0; den 0.34 ml alinarak fosfat tamponu ile 100 ml ye

tamamlandi.

Cizelge 3.3. Aebi (1984) CAT aktivitesi 6lcim proseduri

Kor Numune
H,O, (ml) 2.8 2.8
Fosfat tamponu (ml) 0.2 -
Ornek (ml) - 0.2

CAT aktivitesinin tayini i¢in iki tiip alind1 ve kor ve numune tiipii olarak
ayrilan bu tiiplerden kor tlipune 2.8 ml 30 mM H,O, ilave edildi ve tzerine 0.2 ml

fosfat tamponu eklendikten sonra seri bir sekilde calkalanarak spektrofotometrede
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(Varian, Carry 50) 240 nm de 30 saniye araliklarla iki kez okundu. Ornek igin
kullanilan tiipe yine ayni miktar 30 mM H,0O, konuldu ve tizerine 0.2 ml 6rnek
elenerek hizl bir sekilde calkalanarak 240 nm de absorbanslar1 okundu. ilk okuma

Ay, ikinci okuma A, olarak adlandirildi.

Hesaplama:
2.3 A,
U= — xlog—
Ax A,
23 A
U= — xlog—
30 A,

Formdili ile hesaplanarak katalaz aktivitesi U/mg protein olarak ifade edildi.

3.2.2.4. Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini
SOD aktivitesinin belirlenmesinde Sun ve ark. (1988) tarafindan gelistirilen

yontem kullanildi.

Prensip

Yontem reaksiyon ortaminda enzimatik bir reaksiyonla {iretilen siiperoksit
radikallerinin, ortamda bulunan nitroblue tetrazolium’u (NBT) indirgemesinin
ornekteki SOD tarafindan engellenmesi esasina dayanir. Yontemde siiperoksit
radikali Gretimi ksantin-ksantin oksidaz enzimatik reaksiyonu ile saglanir. Bu
sekilde olusturulan siiperoksit radikalleri NBT ile reaksiyona girerek maksimum
absorbansini 560 nm de veren bir formazon olusturur. Ortama ilave edilen enzimin
iiretilen radikalleri dismutasyona ugratmasi sonucunda NBT rediiksiyon reaksiyonu

yavaglar ve sonucta spektrofotometrede okunan absorbans degeri diiser.
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Dolayisiyla formazon olusumunun inhibisyonun tayiniyle SOD miktar1 indirekt

olarak saptanmaktadir.

Reaktif ¢ozeltisinin bilesenleri

Ksantin ¢ozeltisi (0.3 mM): 9.13 mg ksantin (Sigma; X7375) dnce birkac
damla 1IN NaOH ile ¢6zuldi daha sonra hacim bidistile saf su ile 200 ml ye
tamamlandi.

EDTA (0.6 mM): 22.3 mg EDTA (CyH14N,0gNa,2H,0) (Sigma: E-
1644) toplam hacim 100 ml olacak sekilde bidistile saf suda ¢oziildii.

NBT (150 pg/l): 12.3 mg NBT (Sigma; N6876) toplam hacim 100 ml olacak
sekilde bidistile saf suda ¢ozildu.

Na,CO3; (400 mM): 4.24 g Na,CO; toplam hacim 100 ml olacak sekilde
bidistile saf suda ¢ozuldu.

BSA (1 g/l): 25 mg BSA toplam hacim 25 ml olacak sekilde bidistile saf
suda ¢ozuldi.

Reaktif ¢ozeltisi (20 testlik): 20 ml ksantin ¢ozeltisi, 10 ml EDTA ¢0zeltisi,
10 ml NBT cozeltisi, 6 ml Na,CO; ¢ozeltisi ve 3 ml BSA ¢ozeltisi alind1 ve
karigtirildu.

Ksantin oksidaz [(EC:1.17.3.2) (Sigma; X1875) (167 U/I)] enziminden 48
ul alindi, 3 ml 2M buz soguklugunda (NH,4),SO,4 de ¢ozildu.

2M (NH,),SO4: 2.643 g (NH,4),SO,4 toplam hacim 10 ml olacak sekilde
bidistile saf su icerisinde ¢ozulda.

CuCl,.2H,0 (0.8 mM): 13.6 mg CuCl,.2H,0 toplam hacim 100 ml olacak
sekilde bidistile saf suda ¢oziildii.
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Cizelge 3.4. Sun ve ark. (1988) SOD aktivitesi 6l¢um proseduri

Kor Numune
Reaktif (ml) 1.425 1.425
Ornek (ml) - 0.05
Ksantin oksidaz 0.025 0.025
(ml)
Karigtirilir ve oda sicakliginda 20 dk bekletilir
CuCl;, (ml) 0.05 0.05
Ornek (ml) 005 e

SOD aktivitesinin tayini i¢in her bir 6rnek i¢in iki tiip alindi. Birinci tiip kor
icin ikinci tiip ise Ornek icin kullanildi. Kor tiipline 1.425 ml reaktif karigim
konuldu tizerine 0.025 ml ksantin oksidaz ¢ozeltisi ilave edildi, karistirilarak 20
dakika oda sicakliginda bekletildi, siire sonunda 0.05 ml bakir kloriir eklenerek
reaksiyon durduruldu. Son olarak proteinden kaynaklanan absorbansin sonuglari
etkilememesi igin 0.05 ml 6rnek eklendi ve spektrofotometrede (Cecil 5000) 560
nm de saf suya kars1 okuma yapildi. Ornek tiipiine yine 1.425 ml reaktif karigimi
uzerine 0.05 ml 6rnek ve 0.025 ml ksantin oksidaz ilave edildi ve 20 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 0.05 ml bakir kloriir ilave edilerek reaksiyon

durduruldu ve 560 nm de absorbanslar1 okundu.
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Hesaplama:

(Absorbans kér-Absorbans numune) X 100
Absorbans kir

% Inhiblsyon=
(3.3)

24 Inhibisyon
Alstivits (Ufml} = ———"— (3.4)
Aktivite (U/ml)

Spesifik aktvite (U/mg protsin) = Proteln miktar: (mg/ml)

(3.5)

3.2.3. Verilerin Degerlendirilmesi

Deney aymi kosullarda iicer defa tekrar edildi. Bir deney serisinden elde
edilen veriler, kontrol grubu ve kendi aralarinda karsilastinnlmak suretiyle
degerlendirildi. Verilerin karsilastirilmasinda varyans analiz yontemi, ortalamalarin
farkinin 6nem kontroliinde ise student Newman Keul’s (SNK) testi bilgisayarda
SPSS 22.00 istatistik paketi kullanilarak yapildi. Ortalamalar aras1 fark 0.05

olasilik seviyesinde F degerinden biiylik oldugunda énemli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Laboratuvar kosullarinda hazirlanan sentetik besini i¢ine G. mellonella
larvalart eklenmis, kontrole gbre artan konsantrasyonlarda kadmiyum ve
kadmiyum + vitamin E ilave edilmistir. Deney sonunda G. mellonella larvalar
tizerinde ylizde protein miktari, yiizde glikojen miktar1 ve antioksidan
enzimlerinden superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri

gozlenmistir.

4.1.1. Cd ve Cd + Vit E’nin Protein Miktar1 Uzerine Etkileri
Farkli Cd konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin birey basina diisen yuzde

protein miktarina etkileri gizelge 4.1 ve sekil 4.1°de gosterilmistir

Cizelge 4.1. Farkli Cd konsantrasyonlarinin G. mellonella’ nin birey basina diisen
yiizde protein miktarina etkileri

Kadmiyum Yas Agirlik (mg) Protein (%)
Konsantrasyon (ml) (X £sX) *
0.0** 212.22 3.27+035a
0.05 177.77 432+0.34 a
0.1 182.22 4.07+0.46 a
0.5 184.44 3.86+0.52 a
1.0 190.00 3.75+0.56 a

* 1 SNK: Harfler konsantrasyonlar arasindaki ayrimi belirlemek amaciyla kullanilmustir.

Farkli harf ile ifade edilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayirim vardir.

X +sX : Aritmetik ortalama + Standart hata
*x : Kontrol
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Sekil 4.1. Farkli Cd konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin birey basina
diisen yUzde protein miktarina etkileri

Deney periyodunda kontrol grubunda yiizde protein miktar1 3.27°dir. Diger
konsantrasyonlarda yiizde protein miktar: sirasiyla % 0.05’lik konsantrasyonda
4.32, %0,1°de 4.07, %0,5’de 3.86 ve %1.0’de 3.75 olarak belirlenmis, sonu¢ olarak
istatistiki bir fark gézlenmemistir.

Farkli Cd + vitamin E konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin birey basina

diisen yUzde protein miktarina etkileri ¢izelge 4.2 ve sekil 4.2°de gosterilmistir
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Cizelge 4.2. Farkli Cd + vitamin E konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin birey
basina diigen yiizde protein miktarina etkileri

Kadmiyum Vit. E Yas Agirlik Protein (%)

Konsantrasyon (ml) (mg) (X +£sX) *
(ml)
0.0** 0.00 185.66 4.08+0.13 a
0.05 0.125 190.66 3.88+0.16 a
0.1 0. 250 186.66 3.22+098 b
0.5 0. 500 195.00 3.11+£0.08b
1.0 1.000 174.00 3.43+0.29 ab
* : SNK: Harfler konsantrasyonlar arasindaki ayrimi belirlemek amaciyla

kullanilmustir. Farkli harf ile ifade edilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayirim
vardir.

X +sX: Aritmetik ortalama + Standart hata
*k : Kontrol

0.00:Kontrol

4,5

3,5

2,5

1,5

Protein (%)

0,5

Kadmiyum + Vit E derisimi (ml/100g)
Sekil 4.2. Farkli Cd + vitamin E konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin birey

basina diisen ylizde protein miktarina etkileri
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Deney periyodundaki kontrol grubunda yiizde protein miktar1 4.08 iken
diger konsantrasyonlarda yiizde protein miktar sirasiyla 3.88, 3.22, 3.11 ve 3.43
olarak belirlenmis ve kontrol grubuna gore tiim uygulama gruplarinda azalma
gbzlenmistir. % 0.05 lik konsantrasyon kontrol grubu ile yakin degerler
gostermistir. %0.1 ve %0.5 lik konsantrasyonlar Kontrol grubuna gore diisiis

gOstermis ve istatistiki bir fark bulunmustur.

4.1.2. Cd ve Cd + Vit. E’nin Glikojen Miktarina Etkileri
Farkli Cd konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin yiizde glikojen miktarina

etkileri ¢gizelge 4.3 ve sekil 4.3 gosterilmistir

Cizelge 4.3. Farkli Cd konsantrasyonlariin G. mellonella’nin birey basina diisen
yiizde glikojen miktarina etkileri

Kadmiyum Yas Agirlik Glikojen (%)
Konsantrasyon (ml) (mg) (X £sx) *
0.0** 209.66 16048+ 592 a
0.05 204.00 98.24+ 691 b
0.1 174.66 66.31+ 182 ¢
0.5 183.33 3865+ 258 d
1.0 173.33 27.50+12.90 d

* : SNK: Harfler konsantrasyonlar arasindaki ayrimi belirlemek amaciyla

kullanilmstir. Farkli harf ile ifade edilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayirim
vardir.

X +sX : Aritmetik ortalama + Standart hata

*x : Kontrol
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Sekil 4.3. Farkli Cd konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin birey basina diisen
yiizde glikojen miktarina etkileri

Artan kadmiyum derisimlerinin glikojen miktarina etkileri incelendiginde
kontrol grubunda yiizde glikojen miktar1 160.48 olarak saptanmistir. Denenen diger
konsantrasyonlarda sirasiyla, 98.24, 66.31, 38.65 ve 27.50 olarak belirlenmis olup
kontrol grubuna gore tiim uygulama gruplarinda 6nemli miktarda azalma oldugu
tespit edilmis ve istatistiki bir fark gozlenmistir.

Farkli Cd + vitamin E konsantrasyonlarinin glikojenine etkileri gizelge 4.4

ve sekil 4.4°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. Farkli Cd + vitamin E konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin birey
bagina diigen yiizde glikojen miktarina etkileri

Kadmiyum Vit. E Yas Agirlik Glikojen (%)
Konsantrasyon (ml) (mg) (X +£sX) *
(ml)
0.0** 0.0** 176.00 121.11+ 1145 a
0.05 0.125 181.33 99.22+ 7.07 ab
0.1 0.250 218.66 70.73 £15.79 bc
0.5 0.500 168.66 50.18+ 8.78 ¢
1.0 1.000 175.00 4493+ 553 ¢c
* : SNK: Harfler konsantrasyonlar arasindaki ayrimi belirlemek amaciyla

kullanilmstir. Farkli harf ile ifade edilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayirim
vardir.

X +sxX : Aritmetik ortalama + Standart hata

*x : Kontrol

0.00:Kontrol

140

120

100

80

60

Glikojen (%)

4

)

2

o

Sekil 4.4. Farkli Cd + vitamin E konsantrasyonlarmm G. mellonella’nin birey
bagina diisen yiizde glikojen miktarina etkileri
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Deney sonuglarina bakildiginda kontrol grubunun yiizde glikojen miktar
121.11 olarak tespit edilmistir. Kadmiyum ve kadmiyum + vitamin E’li diger
konsantrasyonlarda ise sirasiyla 99.22, 70.73, 50.18 ve 44.93 olarak belirlenmistir.
Sonug olarak konsantrasyon artigsina bagli olarak yiizde glikojen miktarinda kontrol
grubuna gore tiim uygulama gruplarinda azalma gozlenmistir. Bu sonuglar

istatistiki olarak 6nemli bir farki gostermektedir.

4.1.3. Cd ve Cd + Vit. E’nin CAT Aktivitesi Uzerine Etkileri
Farkli Cd konsantrasyonlarimin G. mellonella’nin CAT aktivitesi iizerine

etkileri gizelge 4.5 ve sekil 4.5°de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Farkli Cd konsantrasyonlariin G. mellonella’nin CAT aktivitesi
Uzerine etkileri

Kadmiyum Yas Agirlik CAT
Konsantrasyon (mg) (umol.dk.mg™ protein)

(ml) (X £sx) *

0.0** 209.66 1.44 +0.16 a

0.05 204.00 0.74+£0.14 b

0.1 174.66 0.16 £ 0.07 c

0.5 183.33 0.19+0.03 c

1.0 173.33 0.05+0.02 c
* : SNK: Harfler konsantrasyonlar arasindaki ayrimi belirlemek amaciyla

kullanilmistir. Farkli harf ile ifade edilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayirim
vardir.

X +sx : Aritmetik ortalama + Standart hata
wx : Kontrol
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Sekil 4.5. Farkli Cd konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin CAT aktivitesi tizerine
etkileri

CAT aktivitesinin artan Cd konsantrasyonlarinda kontrol grubunda 1.44
umol.dk.mg™ protein degerde oldugu belirlenmistir. Diger konsantrasyonlarda
sirastyla 0.74 pmol.dk.mg™ protein, 0.16 umol.dk.mg™ protein, 0.19 umol.dk.mg™*
protein ve 0.05 pmol.dk.mg™ protein degerlerine ulasarak kontrol grubuna gore
tiim uygulama gruplarinda azalma gozlenmistir (p<0.05) (Cizelge 4.5).

Farkli Cd + vitamin E konsantrasyonlarinin ~ G. mellonella’nin CAT

aktiviteleri Uzerine etkileri ¢izelge 4.6 ve sekil 4.6’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. Farkli Cd + vitamin E konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin CAT
aktivitesi Gzerine etkileri

Kadmiyum Vit. E Yas Agirlik CAT

Konsantrasyon (ml) (mg) (umol.dk.mgprotein)
(ml) (X +sx) *

0.0** 0.0** 176.00 0.39+£0.01 a

0.05 0.125 181.33 0.38+0.05 a

0.1 0.250 218.66 0.14+0.02 b

0.5 0,500 168.66 0.40£0.03 a

1.0 1.000 175.00 0.13+0.005b
* : SNK: Harfler konsantrasyonlar arasindaki ayrimi belirlemek amaciyla

kullanilmustir. Farkl harf ile ifade edilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayirim
vardir.

X +sX : Aritmetik ortalama + Standart hata
*x : Kontrol

| I 0.00:Kontrol

S N
& ¥ &
o o0 S0

Ce) e <
S ™~ “
S <0 oF

0,15

CAT aktivitesi (umol.dk.mgprotein})
(=)
M

0,05

0 S
&
o

&

~N

Kadmiyum + Vit E miktar1 (ml/100g)

Sekil 4.6. Farkli Cd + vitamin E konsantrasyonlarmim G. mellonella’nin CAT
aktivitesi Uzerine etkileri
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Kadmiyumun vitamin E ile birlikte uygulanmasi sonucunda CAT aktivitesi
kontrol  grubunda  0.39umol.dk.mg™ protein  degere ulasirken, artan
konsantrasyonlarda sirastyla % 0.05°lik konsantrasyonda 0,38 pmol.dk.mg™
protein, % 0.1’de 0,14 olmal: pmol.dk.mg™ protein, % 0.5’te 0.40 pmol.dk.mg™

protein , %1°de 0.13 pmol.dk.mg™ protein olarak 6l¢iilmiistiir.

4.1.4. Cd ve Cd + Vit. E’nin SOD Aktivitesi Uzerine Etkileri
Farkli Cd konsantrasyonlarinin) G. mellonella’nin SOD aktiviteleri iizerine

etkileri gizelge 4.7 ve sekil 4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Farkli Cd konsantrasyonlarin G. mellonella’nin SOD aktivitesi
uzerine etkileri

Kadmiyum Yas Agirlik SOD
Konsantrasyon (mg) (U/mg protein)
(ml) (X +sx) *
0.0** 209.66 4991+029 a
0.05 204.00 328 +191 b
0.1 174.66 31.15+398 b
0.5 183.33 2957+393 b
1.0 173.33 29.65+089 b

* . SNK: Harfler konsantrasyonlar arasindaki ayrimi belirlemek amaciyla

kullanmilmustir. Farkli harf ile ifade edilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayirim
vardir.

X £sX : Aritmetik ortalama + Standart hata

*x : Kontrol
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Sekil 4.7. Farkli Cd konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin SOD aktivitesi tizerine
etkileri

G. mellonella’nin farkli Cd derisimlerinde SOD aktivitesi kontrol grubunda
49.91U/mg protein olarak belirlenmis olup diger artan konsantrasyonlarda
sirastyla, 32.8 U/mg protein, 31.15 U/mg protein, 29.57 U/mg protein ve 29.65
U/mg protein olarak gozlenmistir. Yapilan galigmada SOD aktivitesinin kontrol
grubuna gore tiim uygulama gruparinda azaldig1 gozlenmistir. Elde edilen sonuclar
denenen tiim gruplarda kontrol grubuna gore istatistiki bir farkin oldugunu

goOstermektedir.

Farkli Cd + vitamin E konsantrasyonlarinin SOD aktivitesi tizerine etkileri

cizelge 4.8 ve sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.8. Farkli Cd + vitamin E konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin SOD
aktivitesi zerine etkileri

Kadmiyum Vit. E Yas Agirlik SOD
Konsantrasyon (ml) (mg) (U/mg protein)
(ml) (X £sX) *

0.0** 0.0** 176.00 40.59+2.41 a
0.05 0.125 181.33 4471+£291 a
0.1 0.250 218.66 42.01+1.67 a
0.5 0.500 168.66 39.15+4.23 a
1.0 1.000 175.00 39.76 £ 4.08 a

* : SNK: Harfler konsantrasyonlar arasindaki ayrimi belirlemek amaciyla

kullanilmstir. Farkli harf ile ifade edilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayirim
vardir.

X +sX : Aritmetik ortalama + Standart hata

*x : Kontrol
0.00:Kontrol
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Sekil 4.8. Farkli Cd + vitamin E konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin SOD
aktivitesi Uzerine etkileri
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Farkli Cd + vitamin E konsnatrasyonlarmm G. mellonella’nin SOD
aktiviteleri Tlzerine etkileri incelendiginde kontrol grubuna goére denenen diger
konsantrasyonlarda 6nemli bir ayrimin olmadigr gézlenmistir. Kontrol grubunda
SOD aktivitesi 40,59U/mg protein olarak belirlenms, Cd ve vitamin E
konsantrasyonlar1 arttikga sirasiyla 44.71U/mg protein, 42.01U/mg protein,
39.15U/mg protein, 39.76U/mg protein olarak gozlenmistir (p<0.05) (Cizelge 4.8).

4.2. Tartisma

Sunulan ¢alismada kadmiyumun farkli derisimleri (%0.05, %0.1,%0.5,
%1.0) ve kadmiyum + vitamin E karisimli besinlerin G. mellonella larvalarinda
birey basina diisen ylizde protein, yiizde glikojen miktarina etkileri ile siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktiviteleri incelendi..

Cevre kirliligi hava, toprak ve su kirliligi olarak ti¢lii bir gember icerisinde
dogada olusmakta ve sonucgta insammn da dahil oldugu tiim ekosistemi
etkilemektedir. Agir metallerin sebep oldugu g¢evre kirliligi, su, hava ve dogrudan
toprak kirliligine yol acan madencilik ¢alismalari, giibre ve pestisitler, sanayi
atiklar1 ve hidrokarbon yanma {iriinleri ile topraga ulasabilmektedir. Sonugta agir
metaller, kontamine olmus topraklarda yapilan bitkisel iiretimler ve meralarin da
kirlenmesi ile gida zincirine dahil olmakta, tiim canli sistemlerini etkiledigi gibi
insan saglhigint da olumsuz olarak etkilemektedir. Cevre kirliligine sebep olan
baslica agir metaller arasinda kursun (Pb), civa (Hg), arsenik (As), ¢inko (Zn),
bakir (Cu), krom (Cr) ve kadmiyum (Cd) sayilabilir. Metaller hava, su ve toprak
yolu ile besinlere ve igme sularina bulagir. Agir metaller dokularda birikerek
etkilerini yillar sonra gosterebilir. Agir metaller akut zehirlenmelere neden oldugu
gibi kronik hastaliklarin gelisiminden de sorumludur. Kronik hastaliklarin yani sira
DNA hasarina da yol agarak kanserojen etki gosterirler. (Caglarirmak N., 2010).

Agir metallerin besin zincirine katilmasim saglayan canli gruplarindan biri
de boceklerdir. Bocekler, cesitli habitatlarda yasayan memeliler ve kuslar dahil

bir¢ok hayvan igin protein kaynagi oldugundan, ekosistemdeki besin zincirinde ¢ok
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onemli role sahiptirler (Zhang ve ark., 2009). Boceklerin agir metallerle etkilesimi
sonucu bu metalleri viicutlarinda biriktirdikleri ve besin zinciri yoluyla bu
metallerin diger hayvanlara transfer edildigi goriilmiistiir (Zheng ve ark.,2008).

Besin zinciri yolu ile canli viicuduna giren toksik maddeler hayvanlar igin
oldukga zararli olup hiicresel ve sistemik islevsel bir¢ok bozukluklara sebep
olabilmektedir. Bu bozukluklar arasinda ATP ve ADP’nin fosfat gruplariyla olan
reaksiyonlari, hiicre zarimin zarar gérmesi, temel iyonlarin yerini almalar ve esas
metabolitlerle rekabete girmeleri sayilabilir (Gintenreiter ve ark.,1993a).

Proteinleri olusturan aminoasitlerin her canlida oldugu gibi bdceklerin
biiylime ve gelismelerinde de 6nemli bir yer tuttugu bilinmektedir. Yapilan birgok
calisma proteinlerin bocek tiirlerinde biiylime, gelisme ve tireme iizerinde dogrudan
etkili oldugunu dogrulamistir( Hinton ve ark., 1951).

Caligmamizda artan kadmiyum konsantrasyonlarinin, G. mellonella’da
birey basina diisen yiizde protein miktarini, kontrole oranla az miktarda arttirdigi
gozlenmis, fakat istatistiki olarak onemli kabul edilmemistir. Protein miktarinda
goriilen bu artig, agir metal etkisinde protein sentezinin degistigi ve bu degisimin
nedenlerinden birinin de glikoprotein ve metallotionein gibi metal baglayict
proteinler oldugunu gostermektedir (Braeckman ve ark., 1999,Cicik ve Erdem,
1992). Yapilan benzer bir ¢alismada sentetik besine ilave edilen kadmiyumum
genel olarak protein miktarlarina negatif yonde etki ettigi, fakat diisiik kadmiyum
konsantrasyonlarda (%0.05) protein miktarinda kontrole gore artislar oldugu
gosterilmistir (Kayis ve Emre, 2012). Bu durum Aedes hiicrelerinde de goriildiigii
gibi agir metallerin toksik etkilerine kars1 gosterilen bir tepki olarak diisiiniilebilir
(Braeckman ve ark., 1999). Bu durumun sebebi kadmiyum baglayici proteinlerdeki
artis olabilecegi gibi kesin bir yargi i¢in daha ayrintili ¢aligmalar gerekmektedir.
(Braeckman ve ark., 1999). Baslica agir metal detoksifiye edici proteinler olarak
karakterize edilen bu proteinler, hem omurgalilarda hemde omurgasizlarda
ozellikle kadmiyum baglayan ve siilfiir iceren proteinler olarak bilinmektedir

(George ve ark.,1996, Fowler ve ark., 1986).
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Yapilan ¢aligmalar besin yoluyla alinan ve toksik oOzellik gdsteren
kadmiyumun sublethal dozlarmin larval ve ergin evrede organizmada biriktigini,
ayni zamanda erginlerde dmiir uzunlugunu ve fertiliteyi diisiirdiigiinii gostermistir
(Moe ve ark., 2001). Kadmiyumun subletal etkisinin artan agirliga ragmen larval
evrede eriskin beslenmesini bozdugu belirtilmistir. Bu durum populasyon biiyiime
oraninda azalmaya yol agmustir. Populasyon biiyiimesi iizerine toksik maddelerin
etkisini Onlemek ve populasyon biiyiimesinde gorilen bu degisimlerin
mekanizmasini anlamak i¢in elde edilen bu bilgiler oldukga dnemli goriilmektedir.
Benzer caligmalarda kadmiyumun yiiksek konsantrasyonlarimin protein sentezini
inhibe ettigi ve organizmada protein miktarin1 azalttigi gosterilmis, Yyapilan
caligmalar bu azalisin sebebinin protein sentez mekanizmasinin bozulmasindan
kaynaklandigin1 gostermistir (Paris-Palacios ve ark., 2000).

Calismamizda deney besini i¢ine Cd ile birlikte artan konsantrasyonlarda
vitamin E ilave edildiginde protein sentezinin kontrol grubuna gore azaldigi
gbzlenmistir. Yapmis oldugumuz calisma ve elde ettigimiz veriler dogrultusunda,
protein miktarinda goriilen azalisin, agir metallerin bocekler tizerinde olusturdugu
strese karst koyma amaciyla protein katabolizmasinin uyarilmasi sonucu olusan
fizyolojik adaptasyon oldugu sdylenebilir (Ribeiro ve ark., 2001). Ayrica bu
azalmanin sebebinin, organizmada olusan stres karsisinda hasar géren hiicre ve
doku organellerinin tamir edilmesinde kullanilmak iizere lipoprotein olusumunun
artmasina da bagli olabilecegi de ileri siiriilmiistiir (Sancho ve ark., 1998). Sekil 4.2
ve gizelge 4.2’ de gozlenen protein miktarindaki artan konsantrasyonlardaki
azaligin bir diger sebebini ise canli i¢in toksik olan agir metallerin etkisi ile epitel
hiicrelerinin emilim gerceklestirememesi ve bu nedenle de beslenme eksikligi
olarak agiklamak miimkiindiir. (Rharrabe ve ark., 2008a). Bu durumda gug¢li bir
antioksidan olan vitamin E’ nin kadmiyum toksititesine kars1 protein sentezinde bir
etkisi olmadig1 sonucuna varilmistir (Beyer, 1994).

Boceklerde glikozun fazlasi enerji deposu olarak kullanilan glikojen

seklinde yag dokuda depolanir (Nath, 2000) ve metabolik ve fiziksel faaliyetlerinin
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yiiriitiilmesinde ilk bagvurulan enerji kaynagi olarak bilinmektedir (Akpinar ve ark,
2003; Lorenz ve Anand, 2004). Glikojenin dokulardaki birikim diizeyi bocegin
beslenme rejimi ve gevrenin Kirlilik dizeyi ile de ilgilidir. Yapilan ¢alismalar ile
toksik maddelerin bdceklerin yag dokusundaki karbohidrat metabolizmasina
etkileri incelenmis ve bu maddelerin toksik stres olusturarak karbohidrat
duzeylerini etkilediklerini gdstermistir (Nath, 2000). Ornegin, parazitlenmis L.
dispar larvalarinin hemolenf ve total viicut dokularindaki karbohidrat miktari, agir
metal stresinin etkileriyle 6nemli 6lglide azalmakta (Bischof, 1995a), ayn1 bocek
tiiriinde Cd, Pb ve Cu gibi agir metallerin diisiik derisimlerde verilmesi glikojen
miktarinin artmasina (Ortel, 1996) sebep olabilmektedir.

Sunulan c¢alismada kadmiyum igeren besinle beslenen G. mallonella
larvalarinda Cd konsantrasyonlar1 arttikga glikojen miktarinda kontrol grubuna
oranla azalma gozlenmistir. Besin ile hiicrelere giren agir metaller mitokondrinin
icine girerek oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek (Zaba ve Haris, 1978) etki
gosterdikleri gibi bu metallerin meydana getirdigi stres sonucunda glikogenolitik
stirecte hizlanma seklinde de etki gosterebilirler. Caligmamizda glikojen miktarinin
kontrole oranla azalmasi bu etkilerin bir sonucu olabilir. Bu durumda agir metale
maruz kalan bocekler gereksinim duydugu enerjiyi karsilamada viicut depolarini
kullanma yolunu tercih etmis olup organizmadaki glikoneogenoliz hizlanmistir
(George; 1996).

Yaptigimiz ¢aligmada deney gruplarindan birinde besine eklenen Cd ile
birlikte vitamin E glikojen miktarinin kontrol gruplarina gore azalmasini
degistirmemis biitiin deney gruplarinda yiizde glikojen miktar1 vitamin E varliginda
da devam etmistir. Sonug olarak vitamin E glikojen sentezinde herhangi bir etki
gostermemistir.

Antioksidan savunma sistemleri organizmalarda cesitli sebeplerle olusan
serbest radikalleri viicut dengesini bozmayacak sekilde yok ederler. Serbest
radikallerin organizmaya zarar verecek sekilde artmasi veya antioksidan savunma

sistemlerinin yeterince c¢alismamasi durumunda viicudun dengesi bozulur ve
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serbest radikaller zarar verici boyuta ulasabilirler. Bunun sonucunda da oksidatif
stres olusarak (Ahmad ve ark., 1995) organizmada c¢esitli hasarlara yol agar
(Mercan, 2004).

Agir metaller organizmalarda reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
hizlandirmakta ve bunun sonucunda canlida cesitli hasarlar olusmaktadir. Ozellikle
Cd agir metalinin dokularda siiperoksit olusumu ile birlikte lipid peroksidasyonuna
sebep oldugu yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir(Sarkar ve ark., 1995).

Lipit peroksidasyonu bagisikligi, bilylimeyi ve iiremeyi de iceren fizyolojik
fonksiyonlarin bozulmasina yol agar. Bazi antioksidan enzimler, E ve C vitamini
gibi eksojen vitaminler ile bazi mineraller, hiicreleri lipit peroksidasyonuna karst
korurlar. Fakat stres durumlarinda bu vitamin ve minerallere olan gereksinim artar.
Antioksidan vitaminler ve mineraller bir arada ¢alistiklar1 i¢in, bunlardan sadece
bir veya ikisinin yiiksek oranda ilavesi ¢ok ise yaramaz. Stres durumlarinda
hiicrelerin serbest radikallerden korunmalari i¢in bunlarin hepsinin daha yiiksek
miktarlarda tiiketimi 6nemlidir. ( Altiner ve ark., 2017).

Okaryotik hiicrelerin yiiksek oranda reaktif oksijen kaynakli serbest
radikallerle siirekli olarak basa ¢ikmalar1 gerekir.Bu serbest radikallere karsi
savunmalari, dogal antioksidan molekiillerin yani sira antioksidan enzimler
tarafindan gerceklestirilir. SOD ve CAT bu enzimler arasindadir. Bu enzimler
normal kosullarda bile hiicrenin hayatta kalmasi ve korunmasi igin gereklidir.Ek
olarak, bu enzimler kiiresel bir hiicre korumasini saglamak i¢in isbirlik¢i veya
sinerjik bir sekilde etki eder. Bununla birlikte, optimum koruma sadece bu
enzimlerin aktiviteleri arasinda uygun bir denge saglandiginda saglanir. Serbest
radikallerin zararli etkilerinin yorumlanmasi, sadece liretilen serbest radikallerin
miktarinin bir fonksiyonu olarak degil, ayn1 zamanda bu enzimatik ve kimyasal
antioksidan sistemlerinin etkinligi ve etkinliklerine gore de analiz edilmelidir
(Michiels ve ark. , 1994).

Sunulan c¢alismada G. mellonella larvalarma uygulanan kadmiyum

konsantrasyonlar1 arttikga CAT aktivitesinin azaldigi gozlenmistir. Bu durumun
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agir metal etkisiyle larvalarin oksijen tiilketiminde meydana gelen degismelerden
kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir. (Tucker ve ark. , 2004). Sitophilus
granariusta tizerinde fosfin insektisitinin etkisinin incelendigi bir ¢alismada fosfin
etkisinde organizmada SOD aktivitesinin arttigini, buna karst CAT ve peroksidaz
aktivitelerinin ise azaldigini tespit etmislerdir. Artan Cd konsantrasyonlari ile
birlikte azalan CAT aktivitesinin bir diger sebebin ise agir metale bir tepkinin
sonucu olup, yiiksek agir metal derisiminin CAT enziminin normal islevini
bozdugu sdylenebilir (Bolter ve Chefurka, 1990).

Caligmamizda besine kadmiyum ile birlikte artan konsantrasyonlarda
vitamin E ilave edildiginde, %0.1 ve %1.0 konsantrasyonlarinda kontrol grubuna
gore CAT enzimi aktivitesi azalmis, diger konsantrasyonlarda ise kontrol grubuna
oranla énemli bir fark gozlenmemistir. CAT enzim aktivitesinde goriilen azalmanin
sebebi ise enzim yapisinin ve islevinin agir metal etkisi ile bozulmasi olarak
degerlendirilmektedir (Freedmen ve ark.; 2001). Ayrica antioksidan enzim
sistemlerinin bir biitiin olarak c¢alistig1 ve agir metal derisiminin arttikga hiicrenin
daha fazla E vitaminine ihtiya¢ duydugu caligmalar ile desteklenmistir (Altiner ve
ark.; 2018). Sunulan ¢aligmada da en yiiksek konsantrasyonda (%1.0) enzim
aktivitesinin en dusiik seviyede oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.6).

Yapilan caligmalarda agir metallerin G. mellonella'nin bagigiklik ve
antioksidan sistemleri iizerindeki etkilere bakildiginda orta derecede agir metalin
dogal bagigikligini giiglendirdigini, ancak biiyilk miktarlarda ise larval immin
fonksiyonun inhibisyonuna yol ag¢tigim1 ve ayrica kullanilan agir metallerin
larvalarda giiglii oksidatif strese neden oldugunu gosterilmistir (Wu ve ark., 2014).

Superoksit dismutaz (SOD), reaktif oksijen turleri (ROT) ve siperoksit
anyon radikallerine karsi en Onemli antioksidan savunma sistemidir. SOD bir
stperoksit radikalini O, molekiiliine yiikseltgeyip, diger bir siiperoksit radikalini
ise daha az reaktif bir molekil olan hidrojen perokside (H ,0,) indirgenmesini
katalize eder(Wu ve ark. ;2014).
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Yaptigimiz c¢alismada G. mellonella larvalarinin besinine ilave edilen
kadmiyum konsantrasyonu arttikca SOD aktivitesinin azaldigi sonucuna
varilmistir. SOD aktivitesinde gorilen azalmanin, Cd’un SOD enziminde bulunan
metal iyonlarinin yerini alarak enzim aktivitesini inaktif hale getirmesinin sonucu
oldugu diislinilmektedir. Clinkii agir metaller, bliyimenin gecikmesine, reaktif
oksijen tiirlerinin olusumuna, hiicre membraninin biitiinliigliniin bozulmasina ve
enzimlerin inhibisyonuna neden olurlar (Viarengo, 1985; Regoli ve Principato,
1995, Canesi ve ark.; 1998). Yiksek konsantrasyonlarda SOD aktivitesindeki ani
azaligin diger bir sebebi ise canlida agir metal stresi sonucu beslenme eksikligi ve
hiicre biitiinligliniin tamamen yok olmasi olarak diisiiniilebilir.

Deney gruplarina Cd ile birlikte artan konsantrasyonlarda vitamin E ilave
edildiginde diisiik konsantrasyonlarda SOD aktivitesi az miktarda artmus, fakat bu
artis istatistiksel olarak Onemli bulunmamustir. Vitamin E antioksidan 6zellik
gosterdigi icin Cd ile birlikte deney gruplarina uygulandiginda oksidatif stres
sonucu artan siiperoksit radikallerinin ortamdan uzaklastirilabilmesi i¢in SOD
aktivitesinin bir miktar arttig1 seklinde yorumlanmustir (Freedmen ve ark.; 2001).

Bu ¢alisma ile kadmiyumun, G. mellonella larvalarinin glikojen, protein,
SOD ve CAT aktivitesi gibi biyolojik parametreleri Uzerindeki olumsuz etkileri
arastirilmig, vitamin E’nin toksik etkiyi azaltici etki yaratip yaratmayacagi
incelenmistir. Bu c¢alisma, bundan sonraki yapilacak benzer c¢aligmalarda,
antioksidan ve agir metallerin etkilerinin incelenmesi agisindan yapilacak yeni

calismalara 151k tutacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER Hiida YAZICI PIROGLU

5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda agir bir metal olan kadmiyumun farkli konsantrasyonlarinin
(0.05, 0.1, 0.5, 1.0 mg/ml) ve kadmiyum ile birlikte vitamin E konsantrasyonlarinin
(125 mikrolitre, 250 mikrolitre, 500 mikrolitre, 1000 mikrolitre) G. mellonella’ nin
protein,glikojen miktarlarina etkileri, siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)
aktiviteleri arastirtlmistir. Deney sonuglarina bakilarak kadmiyumun G. mellonella
larvalarinin biyolojik parametrelerinde oldukca farkli sonuglar ortaya ¢ikardigi
gOriilmiistiir.

Deneylerde kadmiyumun besinlere ilave edilen tiim derisimlerinde, protein
miktarinda kontrole oranla 6énemli bir fark gézlenmemisgken, glikojen miktarinda
konrol grubuna oranla azalma gozlenmistir. Besinlere artan konsantrasyonlarda
ilave edilen Cd sonucu SOD ve CAT enzim aktivitelerinde azalma meydana
gelmistir.

Toksik etkili agir metaller hiicre zarindan hiicre i¢ine alinirlar ve hiicrede
protein sentezi, enerji sentezi, enzim sentezi gibi dnemli biyolojik reaksiyonlari
engelleyerek metabolik faaliyetlerde bozulmalara sebep olurlar. Bu olay glikojen
sentezinin artan Cd konsantrasyonunda azalmasinin sebebi olarak gosterilebilir.
Yaptigimiz c¢alisma G. mellonella’da sonucunda glikojen miktarinin protein
miktarina gore agir metallerden daha ¢abuk etkilendigi sonucuna varilmis ve bu
durum da glikojenin biyokimyasal toksitite caligsmalarinda belirleyici olarak
kullanilabilecegini géstermistir.

Guclu bir antioksidan olan vitamin E ¢alismamizda onemli bir yer
tutmakta olup Cd ile birlikte besine ilave edildiginde glikojen, protein miktarlari,
SOD ve CAT enzim aktiviteleri iizerinde 6nemli bir degisiklige sebep olmadig
gozlenmistir. Fakat vitamin E’nin G. mellonella’nin biyolojik parametreleri
tizerinde etkilerini gérmek i¢in daha genis kapsamli caligmalar yapilmasi

Ongorilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER Hiida YAZICI PIROGLU

Bu ¢aligmada ¢evre ve canlilar i¢gin toksik etki gosteren kadmiyumun G.
mellonella larvalar1 iizerindeki etkilerine bakildiginda , larvalarda beslenme
bozukluguna sebep oldugu, hiicre icine kolayca girebildigi ve hiicre ici
fonksiyonlarini engelledigi goriilmiistiir.

Sunulan ¢alismada G. mellonella larvalarinin agir metal etkisinde
gosterdikleri morfolojik ve fizyolojik degisiklikler gézlenmis,kadmiyum etkisinde
larvalarin  protein, glikojen ve antioksidan enzim aktivitelerinin olumsuz
etkilendikleri sonucuna ulasilmistir. Bu sonuclara bakilarak E vitamini
konsantrasyonlarinin arttirilmasi ile ileride yapilacak immiinolojik ve fizyolojik

calismalara 151k tutacagi diistiniilmektedir.
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