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OZET

Cimicidae familyasinda, Cimex cinsi halk saglig1 acisindan 6nemiyle 6ne
cikmaktadir. Cimex lectularius, kan emici bir bocektir ve kiiresel bir
dagilima sahiptir. Bu derleme, Cimex lectularius tiirliniin bas (cephal), gégiis
(toraks) ve karin (abdomen) bdlgelerine ait morfolojik 6zelliklerini
incelemektedir. Piramidal ve dorsoventral basik bas yapisinda, yaklasik 30
ommatidyumdan olusan ve aralarinda tiire 0zgii setalar barindiran bilesik
gozler yer alir; basit gozler (ocellus) bulunmaz. G6z boyutlarinda disi lehine
eseysel dimorfizm goriilmektedir. Dort segmentli antenlerin pediselinde bes
farklr sensilla tipi tanimlanmis olup; C, D ve F tipleri belirgin bir duyusal
yamada (SP) kiimelenmistir. Delici-emici agiz yapisini olusturan rostrum,
deriyi kesen mandibular ve kanali barindiran maksiller stiletleri icerir. Gogiis
bolgesi pronotum, mesonotum ve metanotumdan olusur. Evrimsel olarak
ucma yetenegini kaybeden erginlerde, mesonotumdan gelisen scutellum ve
korelmis on kanat pullar1 (hemelytral pad) yer alir. Ug ¢ift bacagin tibia
ucunda yer alan tibial tutunma ayaklar1 (TAP), spatula formundaki killar1 ve
bezsel epiteliyle piiriizsiiz yiizeylerde (6zellikle ciftlesme esnasinda disi
kiitikulasinda) adezif tutunmay1 saglar. TAP sayis1 en yiiksek 6n bacaklarda
(Tibia I) gozlenmistir. Piirlizlii ylizeylerde ve beslenme sirasinda ise
tutunma, V seklinde acilan tarsal tirnaklarin mekanik kenetlenmesiyle
gergeklesir. Abdomen disi bireylerde dairesel, erkeklerde ise oval olup 9
segmentten olusur. Disilerde besinci segmentte spermalege, erkeklerde ise
saga bakan tek bir paramer yapist mevcuttur. Bu ¢alismada, elde edilen
sonuglarla bu tiriin taksonomik taninirligina ve bilinirligine katkida
bulunuldu.

Anahtar Kelimeler — Cimex lectularius, mofoloji, pedisel, tahtakurulari, tibia

GIRIS

Genel olarak, cimicidler kirmizimsi kahverengi, kanatsiz, 4,5 ila 7,0 mm
uzunlugunda, genel goriiniimii oval, viicutlarinda ¢ok sayida kil bulunur ve
viicutlarinin  sirt-karin  yoniinde yass1 olmasi, dar catlak ve yariklarda
saklanmalarin1 saglar, bu da tespit edilmelerini genellikle ¢ok zorlastirir.
Diger hematofag boceklerle karsilastirildiginda, cimicidlerin yarasalar ve
kuslar da dahil olmak iizere az sayida konakgisi vardir (Reinhardt ve Siva-
Jothy, 2007).

Cimicidae familyasinda, Cimex lectularius Linnaeus, 1758, halk
saglig1 agisindan onemiyle one ¢ikar (Usinger 1966). Bu tiir, "yaygin yatak
bocegi" olarak bilinir ve varliklar1 genellikle kotii saglik yonetimini ve
yoksullugu gosterir (Reinhardt vd.,2019). Fakat giiniimiizde, bu yatak
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bocekleri, uluslararasi seyahatlerin artmasiyla birlikte kisisel esyalar ve
bagajlarda pasif tasinma sonucu daha yeni ve daha wvarlikli evlerde
cogalmalari i¢in elverisli kosullar bulmaktadir (Pereira vd. 2018).

Cimex lectularius dinya genelinde 1liman bolgelerde yaygidir
(Usinger 1966). Tiirlin kdkeni Orta Dogu bolgesine dayanmaktadir ve diinya
capindaki dagilimi insanlarla yakin iliski yoluyla gerceklesmektedir.
Insanlara yakinlik, muhtemelen ilkel hominidlerle magaralar1 paylasan
yarasalarla olan iliskiden kaynaklanmistir (Usinger 1966). Kanitlar, en az
3500 yildir cimicidlerin insanlarda parazitlik yaptigin1 gostermektedir
(Panagiotakopulu ve Buckland 1999).

Bu derleme calismasinda, Cimex lectularius yetigkin evrelerinin
morfolojik 6zellikleri, 151k ve taramali elektron mikroskobu (SEM) verileri
kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen verilerle, halk sagligi acisindan
onemli olan bu tiiriin Tirkiye’deki tanimirligini ve bilinirligini artirmak
amaclanmustur.

MORFOLOJIK OZELLIKLER VE iSLEVLERI

Cimex lectularius morfolojik tanimlamasi, Bag (Cephal), Gogiis (Thorax) ve
Karin (Abdomen) 6zelliklerine dayanmaktadir (Sekil 1, 2).

BAS (CEPHAL)

Bas bolgesi piramidal ve dorsoventral (sirt-karin) yonde basik bir yapiya
sahiptir. Bas, gogiis bolgesine dogru gomiilii bir goriinlim sergiler. Bas
tizerinde beslenme, duyu ve gorme islevlerinden sorumlu temel morfolojik
yapilar bulunur.

Bilesik Gozler

Bilesik gozler, sertlesmis (sklerotize) bas kapsiiliiniin yan kenarlarindan
cikarlar ve faset (ommatidyum/goz yiizeycigi)’lerden olusurlar. Disa ¢ikintih
bu organlar basin en dis kismini olusturur. Ocellus (basit goz) yoktur (Shinti
Kawasima vd. 2022) (Sekil 2).

Erkek ve disi bireyler yaklasik 30 ommatidyuma sahiptir. Buna ek
olarak, ergin C. lectularius bireylerinde ommatidyumlar arasi setalarin
bulunmasi bu tiire 6zgli o6zelliktir (Singh vd., 1996). Eseyler arasinda
ommatidyum sayis1 bakimindan belirgin bir farklilik bulunmamasina ragmen
goz boyutlarinda 6nemli farkliliklar gozlenmistir. Disi tahtakurularinin
gozlerinin erkek bireylere kiyasla yaklasik 22 um daha uzun ve 18 um daha
genis oldugu bildirilmistir (McNeill vd., 2016) (Sekil 3).

Antenler
Bagin yan taraflarinda yer alan antenler 4 segmentlidir. Birinci segment
(scapus), goz ile clypeus arasindaki kiigiik bir ¢gikinti tizerine yerlesmistir. Bu



segment kalm ve uca dogru genislemistir. Ikinci segment (pedicellus) uzun
ve silindirigimsidir. Ugiincii ve dordiincii segmentler (flagellum/clavola)
daha ince ve ig seklindedir. Bu segmentlerin her birinin tabaninda, yalnizca
yayilmig ve lam tizerine hazirlanmig drneklerde goriilebilen ¢ok kiiciik bir
ara segment (interkalar segment) bulunur. Antenler lizerinde sicaklik ve
kokuya duyarli hassas setalar bulunur (Sekil 4) (Olson vd, 2014).

Olson vd. (2014), Cimex lectularius'un anten pediselinde bes farkl
sensilla tipi tanimlamistir (Sekil 5). Bunlardan dordii; tirtikli kallar (Sekil
5A), oluklu cikintilar (Sekil 5C), diiz ¢ikintilar (Sekil 5D) ve gomiili
konilerdir (Sekil 5F). Besinci sensilla tipi ise, onceki ¢aligmalarda bildirilen
Sekil 5 E1 ve E2 diiz killara biiyiik dl¢lide benzemekle birlikte kiitikiiler
gozenek tasimamasi nedeniyle bunlardan ayrilmakta ve bu nedenle
aragtirmacilar tarafindan yeni bir sensilla tipi olarak degerlendirilerek E3
olarak adlandirilmaktadir (Olson vd., 2014) (Sekil 5).

Sensillalarin pedisel tizerindeki konumlar1 da tiplerine gore farklilik
gostermektedir. Tirtikli killar pedisel boyunca homojen sekilde dagilirken
(Sekil 5A), diz killar (Sekil S5E3) agirhikli olarak distal bdolgede
yogunlasmakta, segmentin orta kisminda yalnizca 1-2 adet bulunmakta ve
proksimal bolgede hi¢ goriilmemektedir (Sekil SA). Ergin bireylerde C, D ve
F tipi sensillalar, pediselin posterior kenarinin distalinde yer alan belirgin bir
duyusal yama (SP) icerisinde kiimelenmektedir (Sekil 4 ve 5B, D) (Olson
vd., 2014).

TEM incelemeleri, sensilla tiplerinin ultrastriiktiirel agidan da
birbirinden belirgin bicimde ayrildigim gdostermektedir. Tirtikli kallar,
konumlari, yiiksek sayilari, girintili ¢ikintili dis yiizeyleri ve liimenlerinde
dendrit bulunmamasi1 sayesinde diger sensillalardan kolaylikla ayirt
edilmektedir (Sekil 5A). Diiz killar (E3), gozeneksiz ve kalin tek bir
kiitikiiler duvara sahipken, C ve D tipi sensillalar ¢ok sayida dendrit ile ¢ok
sayida kanal i¢eren ince ve gozenekli bir kiitikiiler duvar tagimaktadir (Sekil
5C, D). Oluklu ¢ikitilar (C), diger sensillalardan farkli olarak dendritleri
iceren merkezi liimeni g¢evreleyen ve sinir elemani igermeyen ek bir ig¢
kiitikiiler duvara sahiptir (Olson vd., 2014).

Klypeus/Kalkan

Basin 6n kisminda, alin/frons bolgesi ile tist dudak/labrum arasinda yer alan
sertlesmis bir dis iskelet/sklerit parcasidir. Agiz kaslarinin tutunmasi i¢in ana
ylizey olusturur ve beslenme sirasinda agiz pargalarina destek verir.
Klypeusun her iki yaninda rostrumun tabanini ¢evreleyen ve paraklypeal
loblar veya juga olarak tanimlanan maksiller loblar bulunur (Sekil 6)
(Usinger, 1966).

Labrum/Ust dudak

Basin en 6n kenarinda serbest bir sklerit olarak goriiniir. Yar1 dairesel veya
yar1 elips seklindedir ve belirgin bir labrum izi ile sinirlanmigtir. Genellikle
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basin altina dogru biikiiliir ve rostrumun kaidesini orter (Sekil 6) (Usinger
1966).

Labium/Rostrum/Alt dudak

Labrumun altinda, basin alt 6n kenarinin hemen i¢ kismindan c¢ikar ve
dinlenme aninda basin altina dogru katlanir. Tabanindaki kii¢iik sklerit plaka
dordiincii segment hari¢ tutulursa, 3 segmentli olarak kabul edilir (Sekil 6)
(Usinger 1966).

Labium/Rostrum/Hortum/Delici-emici agiz olarak  bilinir.
Snodgrass'a (1944) gore, bu yapida iki ¢ift stilet/igne bulunur. Distaki iki
Mandibular stilet/igneler (Q), deriyi kesen ve delen yapilardir. Uglarinda
konak derisine tutunmay1 kolaylastiran geriye doniik kiigiik disler bulunur.
Mandibular stiletler (¢gene igneleri), maksiller stiletlerden (iist gene igneleri)
cok daha incedir ve onlarin arka yiizeyine yaslanmig durumdadir. Ortadaki
Maksillar stilet/ignelerin arasinda nispeten genis bir besin kanali ile dar bir
tilkiirik kanali yer alir. Bocek beslenmeye hazir oldugunda, rostrum one
dogru uzar ve maksiller stiletler konakg¢min derisine niifuz eder.
Antikoagiilan ve anestezik maddeler iceren tiikiiriik, tiikiiriik kanali yoluyla
konakerya enjekte edilir. Konak¢inin kani besin kanali yoluyla emilir.
Rostrumun kaidesindeki stiletler geriye dogru bas keselerine kivrilir ve
geniglemis tabanlari, protraktdr (6ne c¢ekici) ve retraktdr (geriye gekici)
kaslara tutunur; tahtakurularinda ne mandibular ne de maksiller stilete bagh
bir kaldira¢ kolu (lever arm) bulunmaz. Mandibular stiletler u¢ kisimda
(apikalde) ince tirtiklidir ve sag maksilla ucu kanca seklindedir (Sekil 7)
(Dickerson ve Lavoipierre 1959).

GOGUS (TORAKS)

Cimex lectularius gogls (toraks) bolgesi iic segmentten olusur. Bu
segmentleri tanimlayan terimler o segmentlerin sirt (notum) plakalarini ifade
eder: Pronotum, 6n gogiis sirt plagidir. Basin hemen arkasindaki genis
yapidir. Mesonotum, kanat kalintilarinin (hemelytral pad) bagl oldugu orta
gbgilis segmentinin sirtidir. Arka gdgiis sirt plagir olan Metatorasik notum
(metanotum), ergin bireyde de varligmmi siirdiirir. Ancak erginlerde,
mezotorakstan ¢ikan genislemis hemelitral pedler (6n kanat pullar1) geriye
dogru uzanarak metatorasik notumun iizerini kismen veya tamamen Orter. Bu
nedenle nimflerde (larvalarda) disaridan agikga goriilen metatorasik notum,
erginlerde mezotorasik kokenli olan hemelitral pedlerin altinda gizli kalan
bir sirt plakasidir (Krinsky, 2002) (Sekil 2).

Ergin bireyde son gomlek degisiminden (ekdisis) sonra mezotorasik
notum tek bir diiz plaka olarak kalmaz, Scutellum, Sag ve Sol Hemelitral
Pedler olmak fizere ii¢ farkli morfolojik yapiya farklilagir. "Scutellum" adi
verilen tiggen kalkan seklindeki yapi, evrimsel ve gelisimsel olarak nimf
evresindeki mezotorasik notumun (orta goglis sirt plaginin) merkez



bolgesinin farklilagmasi ve genislemesiyle meydana gelir. Dolayisiyla ergin
bireydeki Scutellum, 5. evre nimfteki mezotorasik notumun (orta gogiis
sirtinin) tamamina degil, bu yapmin erginlesme sirasinda merkezi hat
boyunca 0Ozelleserek olusturdugu orta kalkan bolgesine denk gelir.
Scutellum, bu kalint1 kanatlarin ortasinda birlestirici ve destekleyici bir yapi
olarak gorev yapar. Temel islevi, bocegin gogiis yapisina mekanik destek
saglamak, govdeyi sertlestirmek ve ugus kaslarinin (diger ugabilen
boceklerde oldugu gibi) baglanma yiizeyini olusturmaktir. Cimex lectularius
ucamayan bir bocek olsa da, bu anatomik yapi evrimsel siirecten miras
kalmistir ve toraksin (gogiis) temel iskeletini olusturmaya devam eder
(Shinti Kawasima vd. 2022) (Sekil 2).

Scutellumun yan taraflar1 ise kanat kalintilarina "Hemelytral pad"
doniisiir. Bu yap1 "hemelitral ped", "hemelitron kalintis1" veya "koérelmis 6n
kanat pulu" olarak da tanimlanir. Hemelitral ped’ler, kii¢iik, oval ve derimsi
yapili korelmis 6n kanatlardir. Ergin bireydeki hemelitral pedler, nimf (larva)
evresindeki  mezotorasik notum  (mesonotum) iizerindeki  kanat
kabartilarindan gelisir. Tahtakurular1 evrimsel siiregte ugma yeteneklerini
kaybettikleri i¢in 6n kanatlar1 kdrelmis, kiigiilmiis ve pul/ped (pad) seklini
almistir. Arka kanatlar tamamen yok olmustur (Shinti Kawasima vd. 2022)
(Sekil 2).

Bacak Morfolojisi

Cimex lectularius, tim bocekler gibi gogiis (toraks) segmentlerine bagl
eklemli 3 ¢ift bacaga sahiptir. Bacaklar 5 segmentten meydana gelir (Sekil
8). Coxa (Koksa): Bacag1 govdeye baglayan, genellikle genis ve kisa olan ilk
bazal segmenttir. Trochanter (Trokanter): Coxa ile femur arasinda yer alan,
bacagin hareket kabiliyetini artiran ¢ok kiiciik, mafsal benzeri ikinci
segmenttir. Femur: Bacagin en kalin, en gii¢lii ve genellikle en belirgin olan
iiclincili segmentidir. Tibia: Femurdan sonra gelen, genellikle daha ince, uzun
ve tlizerinde ince dikenler/killar barindiran dordiincli segmenttir. Tarsus:
Bacagin en ucunda yer alan, kendi i¢inde alt segmentlere (tarsomer) ayrilan
ayak kismidir. Tarsus 3 segmentlidir ve ucunda tutunmay1 saglayan iki adet
tirnak (claws) tasir (Usinger, 1966).

Tibial Tutunma Ayaklar1 (TAP)’nin Morfolojisi ve Islevleri

Baker ve Goddard (2018), taramali elektron mikroskobu (SEM)
incelemelerinde, her bir bacagin tibia ucunun ventral yiizeyinde, tibianin
yastiksi bir uzantisi iizerinde yer alan ve fossula spongiosa olarak tanimlanan
Tibial Tutunma Ayaklar1 (Tibial Attachment Pads, TAP) bulundugunu
bildirmistir (Sekil 9, 11A). Arastirmacilar, bu killarin uzunlugunun 35,6—
59,3 um arasinda degistigini ve killarin {izerindeki yastiks1 uzantinin oldukga
engebeli (pliriizlii) bir ylizey yapisina sahip oldugunu gostermistir (Sekil 11
B, D). Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) analizleri ise tibial firga
killariin iginin bos oldugunu ve gozenekli bir kutikula yapisina sahip
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bulundugunu gostermistir (Sekil 11C, D). Ayrica, tibial firga killarinin ug
kisimlarina yakin bolgede belirgin sekilde spatula (kasik) formu aldigi;
dorsal yiizeylerinin diiz, ventral yiizeylerinin ise yuvarlatilmig g¢ikintilar
tasidig ortaya konmustur (Sekil 11E, F). Bunun yan sira, killarin tabaninda
yerlesmis bezsel bir epitel dokunun fir¢a killartyla iliskili oldugu
belirlenmistir (Sekil 10, 11G). Tibial firca killar1 arasinda ise u¢ kisminda
belirgin bir gbzenek tasiyan diiz duvarl trikoid duyu killar1 (trikoid sensilla)
tespit edilmistir (Sekil 11H). Tibial tutunma killarinin bacak ciftlerine gore
farkli yogunluklarda dagildig: belirlenmistir. Buna gore, ortalama TAP sayisi
On bacak tibiasinda (Tibia I) 134—138, orta bacak tibiasinda (Tibia IT) 83—88
ve arka bacak tibiasinda (Tibia III) 43—48 olarak rapor edilmistir (Sekil 14
K, I) (Baker ve Goddard, 2018).

Farkli Ortam ve Biyolojik Eylemlerde Tutunma Mekanizmalar:

Reinhardt vd. (2019), piiriizsiiz yiizeylerde tutunma agirlikli olarak tibial
yapisma pedleri (TAP) araciligiyla saglanirken, daha piiriizlii yiizeylerde ise
mekanik tutunma esas olarak tarsal tirnaklar tarafindan gerceklestirildigini
belirtmistir (Sekil 12, 13, 14) (Reinhardt vd., 2019).

Reinhardt vd. (2019), erkek bireylerin piiriizsiiz disi kiitikulasina
tutunmasinda temel roliin tarsal tirnaklardan ziyade tibial tutunma pedleri
(TAP) tarafindan gergeklestirildigini ortaya koymustur. Kriyo-taramali
elektron mikroskobu (Cryo-SEM) incelemeleri ve canli bireyler iizerinde
yapilan gdzlemler, ¢iftlesme sirasinda erkek bireyin 6zellikle sol taraftaki ii¢
bacagi ile sag taraftaki bir bacagini kullandigin1 gostermistir. Aragtirmacilar,
ozellikle sol orta ve arka bacaklarda bulunan TAP yapilarindaki tutunma
killarinin ~ (tenent setae) spatula bicimli ug¢larmin, diginin dorsal
kiitikulasindaki piiriizsiiz yiizeyle genis bir temas alani olusturdugunu ve
boylece giiclii bir adezif tutunma ara yiizii meydana getirdigini bildirmistir
(Sekil 14A, B). Ciftlesme sirasinda tarsal tirnaklar morfolojik bir refleksle
yukart dogru kaldirlarak diginin viicut yiizeyiyle temas etmeleri
engellenmektedir. Bu durum, erkek bireyin disi kiitikulasina tutunmasinda
temel mekanik roliin tarsal tirnaklardan ziyade tibial tutunma pedleri (Tibial
Attachment Pads, TAP) tarafindan gerceklestirildigini gostermektedir (Sekil
13B) (Reinhardt vd., 2019).

Ayrica, ¢iftlesme sirasinda erkegin disi birey disinda bir yiizeyle
temas ettigi durumlarda, adezif 6zellik gosteren TAP yapilarmin devre dist
birakildigi ve ylizeyle tutunmanin yalnizca sag bacaklardaki tarsal tirnaklarin
mekanik kavrama etkisiyle saglandigi belirlenmistir. Bu bulgular, yatak
boceklerinde tutunma mekanizmasinin temas edilen yiizeyin 6zelliklerine ve
davranigsal baglama gore farkli yapisal adaptasyonlarla gergeklestirildigini
ortaya koymaktadir (Sekil 14) (Reinhardt vd., 2019).
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Piiriizlii Yiizeylerde Tutunma

Reinhardt vd. (2019), piiriizlii veya lifli yiizeylerde, 6rnegin filtre kagidi
lizerinde ya da beslenme sirasinda insan derisi gibi biyolojik ylizeylerde,
yatak boceklerinin temel tutunma organinin adezif 6zellik gosteren tibial
tutunma pedleri (TAP) degil, tarsal tirnaklar oldugunu bildirmistir.
Arastirmacilar, beslenme davranisi sirasinda hem ergin erkek ve disi
bireylerde hem de nimflerde, alt1 bacagin tamaminda bulunan ciftli tarsal
tirnaklarin temel mekanik tutunma yapisi olarak gorev yaptigini gostermistir
(Sekil 12, 13).

Tarsus ucunda bulunan tirnak ciftlerinin lateral olarak agilarak V
seklinde bir konformasyon olusturdugu ve bu yapisal esnekligin, tirnaklarin
insan derisindeki mikro kivrimlara, epidermal killara veya piiriizli
yiizeylerdeki lif yapilarina mekanik olarak kenetlenmesini (mechanical
interlocking) sagladig1 belirtilmistir. Bdylece, yatak bdceklerinde tutunma
mekanizmasinin yiizey Ozelliklerine bagl olarak degistigi; piiriizsiiz
yiizeylerde TAP aracili adezif tutunmanin, piiriizlii ve diizensiz yiizeylerde
ise tarsal tirnaklara dayali mekanik tutunmanmn 6n plana ¢ikti1 ortaya
konmustur (Sekil 12, 13) (Reinhardt vd., 2019).

ABDOMEN (KARIN)

Yetiskin disilerin karin bolgesi dairesel, erkek bireylerin ise oval sekildedir
(Sekil 1). Bu boliim 9 segmentten meydana gelir (Sekil 2). Erkeklerde karin
bolgesinin son kisminda ¢iftlesmeyle ilgili adaptasyonlar bulunur. Disi
C.lectularius spermalegesi, besinci segmentin sol tarafinin lateral ve merkezi
kismi arasinda yer alir. Bu genital agiklik, besinci segmentin ige dogru
kivrilmasindan baslayip bu segmentin i¢ kismindaki kiigiik bir delikte
sonlanan bir yariktan olusur (Sekil 8C, E, F). Spermalege besinci segmentin
her iki tarafinda, sadece sol tarafta ya da sadece sag tarafta bulunur (Sekil
15E, F). Bu bulgu daha 6nce Kamimura ve ark. (2014) tarafindan baz1 C.
lectularius 6rneklerinde gozlenmistir. Erkek C. lectularius parameri, sivri
uclu ve pigofor boyunca saga bakan tek, uzun bir yapidir (Sekil 15D) (Shinti
Kawasima vd. 2022).
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Sekil 1. Cimex lectularius. A: Toplama yerindeki koloni, B: Disinin dorsal
goriliniimii, C: Erkegin dorsal goriiniimii (Shinti Kawasima vd., 2022).

o 0 :
20x S80r»m 2019 S —

Sekil 2. A: Cimex lectularius yetiskin disisinin tiim viicudu, B: detayli goriiniim. C:
Cimex lectularius yetiskin erkeginin tiim viicudu, D: detayli gériiniim. h: bas, p:
pronotum, 6n gogiis segmentinin (prothorax) iist/sirt kismini kaplayan sertlesmis
biiyiik plaka, ms-s: scutellum, tiggen veya kalkan bigimindeki toraks plakasi. hp:
hemelitral ped veya kérelmis 6n kanat pulu. I, II, III, TV, V, VI, VII, VIII, IX:
Abdominal segmentler (Shinti Kawasima vd. 2022).
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Sekil 3. Cimex lectularius’a ait gézlerin 3 bovutlu (3D) gériintiileri: (A) Ergin erkek, ) Ergin disi,
(C) Ommatidyumlar aras: setalar (McNeill vd_, 2016).

Sekil 4. C. Jectularius anteninin ventral (karm
tarafi)  goriiniimdeki  Taramali  Elektron
Mikroskobu  (SEM)  goriintiisii;  antenal
ablasyonlarm (A2,A1.5 ve A1) konumlar (kesikli
cizgiler) ve pedisel segmentinin arka distal
kenarindaki duyusal bélgenin yeri (bkz. $ekil 3B).
Sag alt késede, soldan saga dogru protoraks (6n
gogiis), bilesik gdz ve probosis (emici agiz
pargasi) gorillmektedir (Olson vd, 2014).

Sekil 5. Erkek C. Jectularius pediselinin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) gériintiileri; yveni kesfedilen
diiz kalar (E3) ve bir distal duyusal bélge (SP) gosterilmektedir. (A) Sol pediselinin dorsal (st tarafy)
goriiniimii; ¢ok sayida turtkls kil ve beg adet diiz kil (oklar) goriilmektedir. (B) Sol pediselinin distal yansmm
posterior (arka) gorimimmii; tirtkls killar, bir adet diiz kil ve duyusal bélge gériilmektedir. (C) Sol pediselinin
iki E3 kilms gdsteren yakin ¢ekim gériintiisii (oklar). (D) C, D ve F tipi sensillalari (duyusal killars) igeren
duvusal bolgenin yakm ¢ekim goriintiisii. Olgek gubuklart = 10 pm (Olson vd., 2014).
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Sekil 6. Cimex lectularius™un bas ve rostrum detaylari. Bag dorsal (a). ventral (b), lateral gériiniim (c).
Maksiller ve mandibuler stiletler ile tikriik ve besin kanallarmm labiumdaki konumlan (d).
Labium/proboscis transversal kesitinde anatomik vapilar () (Snodgrass 1944).
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Sekil 7. (A): Cimex lectularius’ta delici-emici stiletlerin (mandibul ve maksil) km (labium) igerisindeki
konumu (Marlatt, 1916). (B): Cimex lectularius’un delici-emici agiz yapismm (proboscis/rostrum)
longitudinal gériiniimii. M: Maksiller igne/stylet distal ucu. J: Mandibular stilet distal ucu. G: Maksillar
kanalm birlegme bolgesi. L: Mandibular stilet iizerindeki gerive déniik disler (serrations). P: Maksiller stilet
distal ucu. Q: Sag ve sol mandibular stilet proksimal ucu. R: Rostrum/Labium (Snodgrass. 1944).
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Sekil 8. Cimex lectularius tiirtinde 5 segmentli bacak yapisi. Cx: Coxa (Koksa), Tr:
Trochanter (Trokanter), F: Femur, Tb: Tibia, Tar: Tarsus (Crosby, 1913).

Sekil 9. Yetiskin Cimex lectularius Tibial Tutunma Ayaklar1 (TAP) ventral ve lateral

goriiniimii. A: Disi 6n ayagi. B: Erkek 6n ayagi. Setalarin uzunlugundaki gradyanin

distal yonde arttigina dikkat edin. mpl: TAP’1n maksimum uzunlugu. mpw: TAP’1n
maksimum genisligi. SIb: TAP’1n taban bdlgesindeki seta uzunlugu. Tmw: seta
ucunun maksimum genisligi. Tml: seta ucunun maksimum uzunlugu. Ssw: seta

govdesi genisligi. Slm: TAP’1n orta kismindaki seta uzunlugu. Sld: distal taraftaki
seta uzunlugu. t1: birinci tarsomer. Ti: tibia. Olgek gubuklari: 20 um (Reinhardt vd.,
2019).
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Sekil 10. C. lectularius (A, erkek orta bacak) tibial yastiginin uzunlamasina kesiti,
bez epitelyumunu (GE), deri alt1 boglugunu (yildiz isaretleri) ve i¢i bos tenent
killarini (th) gostermektedir. Tibia'nin iki tibial tendon (TT) igerdigine dikkat edin;
bunlardan ventral olani bez epitelyumuna yakindir. B'deki (C. lectularius disi arka
bacak) kesit diizlemi, A'dekine diktir ve tibia'nin ventral yiizeyine agag1 yukar1
paraleldir. LN: bacak siniri, t: tarsomerler, Tb: tibia. Tiim bacaklardaki histolojik
organizasyon benzerdir; bu sekilde gosterilen fotograflar, mevcut en iyi goriintiiler
olduklari i¢in segilmistir (Kim vd., 2017).
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Sekil 11. Fossula spongiosa'y1 (tibial yastik) olusturan tibial fir¢a killarinin SEM ve

TEM gériintiileri. A: Disi tahtakurusu I. bacagi. B: Tibial firga killari (tbrs). C: I¢i

bos tibial fir¢a killar1. D: Cikintilara sahip, i¢i bos tibial firga kilt ucu. E: Sirt

(dorsal) yiizeyi. F: Karin (ventral) yiizeyi. G: I¢i bos tibial firca kili tabaninin epitel

hiicreleri ile temasi. H: Tibial firga killar1 arasindaki trikoid duyu kili. Bp: taban

yastig1, btbrs: tibial fir¢a kil1 tabani, epc: epidermal hiicre, p: gdzenek, st: trikoid
duyu kili (sensillum trichodeum), tb: tibia, tbrs: tibial fir¢a kili, ts: tarsus, vp: ventral
¢ikint1 (Baker ve Goddard, 2018).
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Sekil 12. C. lectularius erkek ve disilerde ayak pozisyonuna iligkin sematik
diyagram. Tahtakurularinin insan derisine (A) ve cam yiizey ile disi integiimentine
(B) tutunmas1 gosterilmistir. Beyaz ok uglari, Tibial Tutunma Ayaklar: (TAP) nin
substratla temas halinde oldugunu gostermektedir. Siyah ok uglari ise insan killar1 ve
deri kivrimlariyla birbirine kenetlenmis pengeleri gostermektedir (Reinhardt vd.,

B |} L — ? = :
Sekil 13. Ciftlesme sirasinda C. lectularius tutunma bolgelerinin kriyo-taramali
elektron mikroskobu (cryo-SEM) goriintiileri. A: Disi, pengeleriyle substrata (filtre
kagidr) tutunmugtur. Erkek, sol orta ve arka bacagini disinin abdomenine
yerlestirerek tutunur. B: A’nin detay goriintiisii; beyaz ok uglari, erkek TAP’lerinin
disinin dorsal abdomenindeki piiriizsiiz kutikulasi iizerine yerlestigini
gostermektedir. Pengeler substratla temas etmez ve disiyi kavramada kullanilmaz. C:
Disi pencelerinin (cl) filtre kagidi substratinin lifli ag1 ile kenetlenmesinin detay
goriintiisii (siyah ok uglariyla gosterilmistir). D: TAP’e ait setalarin spatulat uclarinin
disi epikutikular yiizeyiyle yakin temas olusturmasi. t3: 3. Tarsomer. ts: tenent
setalar. Olgek gubuklart: A, 1 mm; B, 200 um; C, 20 um; D, 2 um (Reinhardt vd.,
2019).
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Sekil 14. Ergin C. lectularius dorsal abdomen, tarsus ve tutunma pedleri. A:
Ciftlesme sirasinda erkek tutunma sisteminin substrati, disi abdomeninin
epikutikular yiizeyi, enine setal bantlar (h) ve bunlar arasinda yer alan piiriizsiiz
bantlar (yildizlar). B: A’nin detay goriintiisii; piiriizsiiz bantlar siskin, genislemis
disilerde goriiliir ve erkek TAP’lerinin tenent setalarla birlikte en 6nemli tutunma
bolgeleridir. C: Disi 6n bacak tibiasi ve tarsusunun ventro-lateral gériiniimii. D: Disi
6n bacaginda tibio-tarsal eklemin detay goriintiisii. E: Tarsal setalarin uglarinda ve
intersegmental baglantilari cevreleyen membrandz alanlarda resilin varligini
gosteren floresans mikroskobu goriintiisii (mavi). Disi 6n bacak (F), orta bacak (G)
ve arka bacakta (H) TAP’in detaylar1. Erkek on bacak (I), orta bacak (K) ve arka
bacakta (K) TAP’in detaylar1. Terminal TAP’in detaylari: Dorsal goriiniim (L),
ventral goriiniim (M); ok uglari setalarin terminal spatulalarinin oluklu dorsal
yiizeyini gostermektedir. (N) Diiz, altin kapl bir ylizeyden TAP setalarin
ayrilmasindan sonra kalan ayak izleri. b: dikenimsi kil, cl: tirnak, cr: kutikular
¢ikinti, co: kontaminasyon, h: setali bant, t1-t3: tarsomer 1-3, ti: tibia, ts: tutunucu
setalar. Olgek gubuklar: A—C, 200 um; D-K, 20 um; L-N, 2 um. Tiim goriintiiler E
hari¢ kriyo-SEM mikrograflaridir (Reinhardt vd., 2019).
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Sekil 15. Cimex lectularius ventral goriiniimii ve abdomenin terminal segmentleri.
A. Disi. B. Erkek. C. Diside genital agiklik. D. Erkek genital organi. E. Ergin Cimex
lectularius disisinde ¢ift genital agikliklar/spermalegenin sematik gosterimi. F.
Genital agikliklarin optik mikroskobi goriintiisii. Kisaltmalar: V-IX: V-IX.
Abdominal segmentler. cd: Merkezi ¢okiintil. sj: 8. ve 9. segmentlerin merkezi
kisimdaki birlesme sinir1. ca: 8. segmentin merkezi ve posterior kisminda yer alan
cevrelenmis alan. ss: Ucu diiz ve sivri duyu organlart. bs: Uzeri dikencikli duyu
organlari. op: Oval psddo-segment. go: Genital agiklik. pg: Pigofor, IX. abdominal
segment, genital kapsul. pa: Paramer, erkek ¢iftlesme organi kancasi (Shinti
Kawasima vd. 2022).
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TARTISMA ve SONUC

Yatak tahtakurusu Cimex lectularius morfolojik 0&zellikleri {izerine
gergeklestirilen bu derleme calisma, bu tiiriin zorunlu hematofag yasam
bicimine uyum saglamis yapisal modifikasyonlar gelistirdigini ortaya
koymaktadir. Bag bolgesindeki rostrum ve stilet kompleksinin, epidermisi en
az mekanik hasarla delmeye ve kan emme sirasinda uygun bir beslenme
kanal1 olusturmaya yonelik 6zellesmesi; antenlerde bulunan cesitli sensilla
tiplerinin konake1 kaynakli kimyasal ve fiziksel uyaranlarin algilanmasindaki
rolleri; bilesik gozlerin 151k siddeti ve hareket algisina katkisi ile bacaklarda
bulunan tarsal tirnaklar ve tibial adezyon yapilarmin farkli yiizeylerde
tutunmay1 kolaylastirmasi, tiiriin konak bulma, beslenme ve barinma
davranislariyla dogrudan iliskilidir. Ozellikle son yillarda taramali elektron
mikroskobu (SEM), transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve konfokal
mikroskopi gibi ileri goriintiileme tekniklerinin kullanilmasi, daha 6nce 151k
mikroskobuyla ayrintili  olarak  degerlendirilemeyen c¢ok sayida
mikromorfolojik karakterin tanimlanmasini saglamis ve bu yapilarin olasi
fonksiyonlar1 hakkinda 6nemli bilgiler sunmustur. Bununla birlikte, farkli
arastirmalarda sensilla tiplerinin siniflandirilmasi, terminolojisi ve homolog
yapilarin isimlendirilmesinde tam bir goriis Dbirliginin bulunmamasi,
caligmalar arasinda dogrudan karsilagtirma yapilmasini giiclestirmektedir.
Ayrica, bazi morfolojik karakterlerin cinsiyet, gelisim evresi ve beslenme
durumuna bagl olarak degiskenlik gosterebildigi bildirildiginden, gelecekte
gercgeklestirilecek ¢aligmalarin standart 6rnek hazirlama protokolleri, ortak
terminoloji ve nicel morfometrik analizlerle desteklenmesi biiyilk 6nem
tagimaktadr.

SONUC

Sonug olarak, 151k ve elektron mikroskobu destekli morfolojik ¢aligmalar
yalmizca C. lectularius biyolojisinin daha iyi anlagilmasina degil, aym
zamanda Cimicidae {iyelerinin taksonomik ayrimimin gii¢lendirilmesine,
istilact1 popiilasyonlarin dogru tanilanmasina ve morfolojik verilerin
molekiiler filogenetik bulgularla biitiinlestirilmesine de Onemli katkilar
saglayacaktir.
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OZET

Kapiler elektroforez yontemiyle triazol tiirevi fungusit olan
hekzakonazol ve tebukonazol kalintilarinin tayini i¢in bir yontem gelistirilmis
ve bu iki fungusitin toplam miktar1 belirlenmistir. 7,5 mM NH4sHCO, ¢6zeltisi
ve %10 (h/h) metanol (pH=2,1) igeren bir arka plan elektroliti kullanilarak; 50
cm etkin uzunluga ve 50 um i¢ ¢apa sahip, kaplanmamis bir erimis silika
kapiler kolon tizerinde, 25 kV potansiyel uygulanip 200 nm dalga boyunda ve
30 °C sicaklikta Olgiim yapilarak kapiler elektroforetik ayirim
gerceklestirilmistir. Hassasiyeti artirmak amaciyla, 3 saniyelik hidrodinamik
su tapasi enjeksiyonu ve 25 saniyelik elektrokinetik numune enjeksiyonu
“cevrimici numune zenginlestirme” yontemlerinden olan “alan giiclendirilmis
ornek enjeksiyonu” teknigi (AGOE) tekniginden yararlanilmistir. Ayrica,
numune ¢oziiclisii olarak 1:1 hacim oraninda metanol-su karigimi
kullanilmistir. Bu yontemle, toplam miktar i¢in en diisiik tespit sinir1 0,0303
pug mL, tayin smirt ise 0,101 ug mL™"' olarak hesaplanmustir. Gelistirilen
yontem, ICH tarafindan belirlenen kilavuz ilkelerine gore dogrulanmistir.
Dogrulanmis bu yontem, ¢evrimi¢i 6n zenginlestirme teknikleri ile kapiler
elektroforezi birlestirerek hekzakonazol ve tebukonazoliin es zamanl
Ol¢limiinii saglayan, bilgimiz dahilindeki ilk yontemdir.

Anahtar Kelimeler: Hekzakonazol, tebukonazol, fungusit, kapiler elektroforez,
cevrimi¢i numune zenginlestirme, alan giiclendirilmis drnek enjeksiyonu,

GIRIS

Tarimda, mantar istilalarinin yol ac¢tig1 bitki hastaliklariyla miicadele
etmek amaciyla fungusitler yaygin olarak kullanilmaktadir. Fungusitlerin
cevre ve insan saghgi {lizerindeki zararli etkileri kamuoyunda endise
yaratmaktadir. Bu nedenle, toprak, su ve tarimsal {iriinler dahil olmak iizere
bircok matristeki fungusit kalintilarinin miktarin1 ve hareketliligini dikkatle
izlemek 6nemlidir (Sakamoto ve ark., 2004). Fungusitler, yaygin kullanimlari
nedeniyle mahsulleri ve dogal su kaynaklarini kirletmektedir. Triazol
tiirevleri; cesitli bitki hastaliklarini 6nleme, tedavi etme ve ortadan kaldirma
konusundaki tstiin yetenekleri nedeniyle glinlimiizde mevcut olan en dnemli
fungusit sinifi olarak kabul edilmektedir (Wu ve ark., 2001). Triazol ailesinin
bir liyesi hekzakonazol (HEK)'diir. Triazollerin; ergosterol sentezi i¢in gerekli
olan sitokrom P-450 aracili oksidatif demetilasyon siire¢lerini ve gibberellin
biyosentez yolunda kaurenin kaurenoik aside doniisiimiinii engelledigi
bilinmektedir. (RS)-2-(2,4-diklorofenil)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-il)hekzan-2-ol
olarak da bilinen hekzakonazol, iki enantiyomerden olusan giiclii bir triazol
fungusittir; bunlardan (-)-enantiyomer, (+)-enantiyomere kiyasla daha yiiksek
fungusidal aktiviteye sahiptir (Sekil 1) (Wang ve ark., 2005). ilk kez 1986'da
piyasaya siiriilen bu bilesik; meyveler, sebzeler, tahillar ve tarla bitkileri
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iizerinde yapraktan uygulanan bir fungusit olarak kullanim onayr almistir
(Paredes ve Munos, 2002; Navarro ve ark., 2000). (RS)-1-(p-klorofenil)-4,4-
dimetil-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil)pentan-3-ol yapisindaki tebukonazol
(TEB); yer fistig1 ve diger mahsullerde yaprak ve toprak kaynakli hastaliklarla
miicadelede kullanilan, genis uygulama alanina sahip bir triazol fungusittir.
Tebukonazol, Sekil 1'de gosterildigi gibi bir kiral karbon atomuna ve bir ¢ift
enantiyomere sahiptir. Tebukonazol siklikla tarimsal topraga uygulanan bir
tohum kaplama maddesi olarak kullanilmaktadir. Dolayisiyla, biyoyararlanim
acisindan yararli organizmalar olan toprak solucanlari, dogrudan yiiksek
dozda tebukonazole maruz kalabilir (Dingyi ve ark., 2012).

@ A

0 O L/

OH
OH Cl

o]

a b
Sekil 1: a) HEX ve b) TEB'in kimyasal yapilar1

Bu fungusitlerin ve diger pekcok pestisitin tayinine yonelik cesitli
yontemler bulunmaktadir. Bunlar arasinda HPLC (Carmona ve ark., 2020;
Ekiert ve ark., 2010; Huang ve ark., 2012) ve GC yontemleri (Ekiert ve ark.,
2010; Cserhati ve Szégyi, 2012) yer almaktadir. Geleneksel analitik
yontemlere bir alternatif olarak, kapiler elektroforez (CE) biiyiik bir potansiyel
sunmaktadir. Voeten ve ark. (2012)'na gore; bolge elektroforezi, izotakoforez,
izoelektrik odaklama ve elektrokinetik kromatografi gibi CE ayirma
modlarinin uyarlanabilirligi sayesinde, farkli boyut ve 6zelliklere sahip ¢ok
sayida bilesigin tayini yapilabilmektedir.

Literatiir, pestisit kalintilarinin ayrilmasi ve tayininde CE yontemlerinin
gecerliligine dair genel bir bakis sunmaktadir (Pico ve ark., 2003; Bol'shakova
ve Amelin, 2016). Bununla birlikte, CE yonteminin dezavantajlar1 arasinda
sinirlt sayida segici dedektor bulunmasi ve nispeten yiiksek bir saptama siniri
yer almaktadir (Pico ve ark., 2003). Ayrica, ¢evrimdisi veya ¢evrimi¢i numune
on zenginlestirme islemleri, CE'nin diisiik hassasiyetinden kaynaklanan bu
dezavantaj1 daha da artirabilir.

Bu c¢alismada, eser diizeydeki tebukonazol ve hekzakonazol
fungusitlerinin toplam miktarim1 belirlemek amaciyla, ¢evrimig¢i 06n
zenginlestirme yOntemini i¢eren dogrulanmis bir kapiler elektroforez (CE)
yontemi kullanilmigtir.
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MALZEME VE YONTEM

Kapiler kolonun sicakligi 25 °C'ye ayarlanmistir ve kapiler; sirasiyla
1,0 mol L™! NaOH, 0,1 mol L NaOH, H20O ve hareketli faz kullanilarak 15
dakika boyunca siirekli olarak kosullandirilmistir. Kapiler; her iki enjeksiyon
arasinda iki dakika siireyle deiyonize suyla ve ardindan bes dakika siireyle
hareketli fazla yikanmigtir. Kontaminasyonu Onlemek amaciyla, her
enjeksiyondan 6nce membran filtreler (0,45 um gézenekli RC) kullanilmastir.
Enjeksiyon isleminden 6nce, tiim numuneler ve ¢ozeltiler bes dakika boyunca
sonikasyona tabi tutulmustur. HEK + TEB ve i¢ standart (IS) i¢in 200 nm
dalga boyundaki migrasyon siireleri sirasiyla 9,42 ve 2,21 dakika olarak
belirlenmistir.

Analitlerin pik normalizasyon degeri (PNanaic veya PNgq), IS'in pik
normalizasyon degerine (PNis) boliinerek her bir deney icin pik
normalizasyon alan oranlar1 (rPN) hesaplanmistir.

PN = PNst / PNis

Her bir alan, Standart ve IS alikonma siirelerine boliinerek, Standart ve
IS i¢in en iyi pik normallestirme alan orani degerleri belirlenmistir.

PNsia = Pik Alanisy / Alikonma Zamanisy
PNis = Pik Alanis / Alikonma Zamaniss

Bu hesaplama sonuglarina gore, en yiiksek rPN degerini ve en iyi pik
morfolojisini veren elektroferogramlar dikkate alinarak optimum kosullar
belirlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Incelenen Fungusitler Icin Yontem Optimizasyonu

Oncelikle, ¢alismada kullanilacak calisma elektrolit tiiriinii belirlemek
amaciyla asidik ¢ozeltilerle deneyler gerceklestirilmistir. Deneyler; KCI-HCI
tamponu, sodyum dihidrojen fosfat-fosforik asit tamponu, asetik asit-asetat
tamponu ve formik asit-amonyum format elektroliti kullanilarak
yiiriitiilmistiir. En iyi sonuglar, formik asit-amonyum format elektroliti ile
calisildiginda elde edilmistir. Calisma elektroliti tiirii belirlendikten sonra, bu
elektrolitin pH degeri optimize edilmistir. Incelenen fungusitlerin 8,0 x 1075
M nihai derisimini ve 1,0 x 10~ M i¢ standard1 (IS) iceren ¢ozelti, Tablo 1'de
belirtilen optimum pH degerlerinde sisteme enjekte edilmistir. Tablo,
calismada en yiiksek rPN degerlerine sahip olan bu fungusitlerin sonuglarinin
birbirine olduk¢a yakin oldugunu gostermekle birlikte; pH 2,14 degerinin en
iyi morfolojiyi sagladigi ve belirgin sekilde daha iistiin oldugu goriilmektedir.
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Tablo 1: Caligilan fungusitlerin 8,0 x 10~ M standart ¢6zeltilerinin, ¢alisma
elektrolitinin pH degerine bagl rPN degerleri (200 nm'de)
Calisma elektrolitinin pH

Standartlarin rPN degerleri

degeri
1,80 0,245
2,05 0,252
2,14 0,273
2,26 0,232

Incelenen fungusitlerin karisimindan olusan ve 8,0 x 10~ M nihai
konsantrasyon ile 1,0 x 10~ M i¢ standart (IS) iceren ¢ozelti; pH 2,14'e
ayarlanmis, farkli konsantrasyonlarda (0,5-15 mM) hazirlanan NH<HCO:
tampon ¢ozeltileriyle enjekte edilmistir. Ancak, tampon c¢dzeltisi
konsantrasyonunun 7,5 mM'yi astigi durumlarda kolon siirekli olarak
tikanmigtir. Bu nedenle, optimum konsantrasyon olarak 7,5 mM amonyum
format (NH4sHCO::) se¢ilmistir. Elektroferogramda daha iyi pik ¢oziiniirligi
elde etmek amaciyla, tampon ¢ozeltisinin viskozitesini artirmak i¢in ¢ozeltiye
organik c¢oziiciller eklenmistir. Bu amagla en sik kullanilan ¢oziiciiler
asetonitril (ACN) ve metanol (MeOH)'diir. Bu dogrultuda, sabit
konsantrasyonlarda (8,0 x 10 M) hazirlanan standart fungusit karisim
cozeltisi analiz edilmistir. Fungusitler i¢in en iyi rPN degerlerini saglayan
MeOH oran1 %10 (h/h) olarak belirlenmis ve uygun analiz siiresi agisindan bu
konsantrasyon secilmistir. Potansiyel 10 kV'dan 30 kV'a kadar artirilmig ve
uygun analiz siiresi gdz 6niinde bulundurularak ¢aligma potansiyeli olarak 25
kV belirlenmistir. MeOH ile ¢ozilerek hazirlanan stok c¢ozeltilerin
seyreltilmesiyle elde edilen standart ¢ozeltiler, 6nce hidrodinamik modda,
ardindan elektrokinetik modda enjekte edilmistir. Standartlar, diisiik
iletkenlige sahip sulu bir ¢ozelti icinde biiyiik hacimlerde kapilere enjekte
edilip konsantre bir ¢alisma elektroliti hazirlandiginda; yiiksek elektrik alani
etkisiyle numune bolgesinde hizla hareket eden iyonlar tampon bdlgesine
ulastiklarinda (elektrik alaninin azalmasi nedeniyle) aniden yavaslamakta,
sikismakta ve tampon sinirinda yogunlagmaktadir. Bdylece, standartlarin
elektrokinetik enjeksiyonu i¢in uygulanan voltaj ve siire ile hidrodinamik
moddaki su basinci ve siiresi ayr1 ayr1 optimize edilmistir. Fungusitlerin 8,0 x
10~ M'lik standart ¢ozeltileri; pH 2,14, 7,5 mM NHs:HCO: konsantrasyonu,
%10 (h/h) MeOH igeren tampon ortami, 25 kV uygulama voltaji ve 10 kV
elektrokinetik enjeksiyon voltaji kosullarinda hazirlanmistir. 25 saniyelik
uygulama siiresi boyunca 50 mbar hidrodinamik basingla yapilan su
enjeksiyonu sonucunda 200 nm'de elde edilen pikler i¢in en iyi rPN degerleri
gbzlemlendi. Nihai derigimi 8,0 x 1075 M olacak sekilde hazirlanan fungusit
standart ¢ozeltileri i¢in kolon sicakligi, yukarida Onerilen kosullar altinda
optimize edildi. En iyi rPN degerini ve pik morfolojisini saglayan sicakligin
30 °C oldugu belirlenmistir.

Optimum kosullar altinda elde edilen elektroferogram Sekil 2'de
verilmistir.
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Sekil 2: Optimum kosullar altinda (pH=2,1; 7,5 mM NH4HCO; tamponu; %10
metanol; 50 mbar, 3 s su ve 10 kV; 25 s standart karisim enjeksiyon siiresi; 200 nm
dalga boyu; 30 °C kolon sicakligi ve 25 kV) 8,0 x 107> M son derisimdeki
HEK+TEB ve 1,0 x 107> M derisimdeki IS'ye ait elektroferogram.

Fungusitlerin Tayin Yonteminin Validasyonu

Uluslararast1 Uyum Konferans1 (ICH) kriterleri dogrultusunda,
incelenen fungusitlerin dogrusallik, tespit sinir1 (LOD), tayin sinir1 (LOQ),
kesinlik ve dogruluk parametreleri degerlendirilerek gelistirilen kapiler
elektroforez yontemi dogrulanmustir.

Y 6ntemin dogrusalligy; alt1 noktali bir kalibrasyon egrisi ve her biri 1,0
x 107 mol L nihai derisime sahip i¢ standart (IS) ve standart fungusit
¢ozeltisi kullanilarak incelenmistir.

Fungusitler i¢in, 200 nm dalga boyunda 3,00x10°¢ mol L ile 4,00x10~°
mol L derigim araligindaki ¢ozeltiler kullanilmis ve li¢ ayr1 giinde alt1 tekrarli
enjeksiyon gerceklestirilmistir. Deneylerde, analitin pik normalizasyon
degerinin IS pik normalizasyon degerine boliinmesiyle pik normalizasyon
oranlart (rPN) hesaplanmistir [fPN = PNswa/PNis]. Asagidaki denklem
kullanilarak, kalibrasyon egrisinden yontemin (LOD ve LOQ degerleri
belirlenmistir:

LOD =3.3 X s/m
LOQ =10 x s/m

Bu hesaplamalarda, analit ¢ozeltisinin standart sapma degeri i¢in en
diisiik konsantrasyonu temsil eden “s” ve kalibrasyon denkleminin egim
degeri olan “m” kullanilmstir.

Fungusitlere iligkin tayin aralig1 sonuglar1 ile LOD ve LOQ degerleri
Tablo 2'de verilmistir.
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Tablo 2: Fungusitlerin i¢in kalibrasyon verileri

I. Giin, n=6 | II. Giin, n=6 | III. Giin, n=6 | Gilinler arasi, n=18

m? 0,0618 0,0618 0,0618 0,0618

n® -0,0378 -0,0367 -0,0379 -0,0379

R 0,9990 0,9991 0,9990 0,9990

Smd 0,0011 0,0011 0,0011 0,0011

LOD® pg mL™! 0,0406 0,0354 0,0521 0,0303

LOQf pg mL™! 0,1354 0,1180 0,1735 0,1010

*m egim

®n kesim noktasi
¢ R korelasyon sabiti

4 s, kalibrasyon egrisinin standart sapmasidir. (s,, = \/% ), S: regresyon sabitinin standart sapmasidir.
¢ LOD tayin limiti
fLOQ en kiigiik tayin edilebilme sinir1
Yontemin kesinligi, hem giin i¢i hem de giinler arasi gergeklestirilen
tekrarlanabilirlik deneyleri ile degerlendirilmistir.

Ug set standart ¢dzelti hazirlamak amaciyla 1,00 x 10° mol L' M IS
eklendi. Enjeksiyonlar, birbirini takip eden 3 giin boyunca 6 kez (n = 6)
gergeklestirilmistir. Kesinlik sonuglart Tablo 3'te sunulmustur.

Tablo 3: 9,00 x 10°° mol L™ fungusitlerin (2,83 pg mL* HEK, 2,77 ng mL™!
TEB) giinler arasi ve giin i¢ci sonuglari
1. Gin,n=6 II. Giin,n=6 III. Giin, n=6 Giinler arasi, n=18

X° 0,321 0,322 0,323 0,322
5¢ 0,006 0,005 0,006 0,005
RSD%¢ 1,749 1,509 1,757 1,624
CLe 0,006 0,006 0,007 0,005

* n is the number of experiments.

® is the mean ratio of peak normalization.
¢s is the SD of the mean response.
4RSD% is relative standard deviation, %
¢CL confidence limit, (ts/Vn)

SONUC

Bu c¢aligmada oOnerilen ve HEK ile TEB'in es zamanli tayinini
amaglayan CE yontemi; diisiik maliyet, dogruluk, se¢icilik, giivenilirlik ve
cevre dostu olma gibi 6nemli avantajlara sahiptir. Bilgimiz dahilinde bu
dogrulanmis yaklasim, kapiler elektroforez ve ¢evrimici 6n zenginlestirme
yontemleri kullanilarak HEK ve TEB o6l¢limiiniin yapildigi ilk o6rnektir.
Gelistirilen yontemin dogrulanmasinda ICH kilavuzu esas alinmigtir ve tiim
ICH parametreleri olumlu sonuglar vermistir.
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