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Tez Danismani: Prof. Dr. Ender BUYUKGUZEL
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Drosophila melanogaster, laboratuvar ortaminda kiiltiiriiniin devaminin kolay olmasi, farkli
ekolojik kosullara adaptasyon gosterebilmesi, kisa siirede ve fazla sayida yavru déller vermesi
gibi avantajlari sebebiyle en ¢ok tercih edilen model organizmalardandir. Model organizmalarin
laboratuvar ortaminda yapay besinler kullanilarak kiiltiire alinmasi ve bu kiiltiirlerin
devamlihiginin saglanmasi &nemlidir. Onceki ¢alismalar, yapay besin ortamma eklenen
antibakteriyel, antifungal ve antihelmintik maddelerin, mikrobiyal kontaminasyonun énlenmesi
ve laboratuvar kosullarinda saglikli bireyler elde edilmesi i¢in kullanildigini gostermektedir.
Bu ¢alismada kullanilan griseofulvin antifungal bir madde olup, 50, 100, 200, 400 ve 800 mg/L
konsantrasyonlar1 D. melanogaster yapay besinine eklenerek bocegin larva, pup ve ergin
evrelerinin yasama orani1 ve gelisme siiresine etkileri arastirilmistir. Ayrica D. melanogaster
ergin bireylerine ayn1 griseofulvin konsantrasyonlar: uygulanmistir. Bu uygulama sonucu ergin
bireylerde oksidatif stres belirtecleri olan protein karbonil (PCO) miktari, malondialdehit
(MDA) miktar1 ve detoksifikasyonda gorevli bir enzim olan glutatyon-S-transferaz (GST)

aktivesi Ol¢lilmiistiir.



OZET (devam ediyor)

Uygulanan tiim konsantrasyonlar, kontrole oranla, larva, pup ve ergin evrelerin tiimiinde
yasama oranmin diismesine; 200, 400 ve 800 mg/L konsantrasyonlar, gelisme siiresinin
uzamasina sebep olmustur. MDA miktari, griseofulvinin en yiiksek konsantrasyonlart olan 400
mg/L ve 800 mg/L’de kontrol ile karsilastirildiginda 6nemli derecede yiikselmis, bu
konsantrasyonlarda GST aktivitesinde artis oldugu gosterilmistir. 50, 100 ve 200 mg/L

griseofulvin konsantrasyonunda ise PCO miktarinin kontrole oranla arttig1 gosterilmistir.

Bu sonuglara gore, bocek iizerinde griseofulvinin 6zellikle denenen en yiiksek konsantrasyonlar

olan 200,400 ve 800 mg/L’de olumsuz etkisi oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, oksidatif stres, yasama orani, gelisme siiresi,
glutatyon S-tansferaz
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Drosophila melanogaster is one of the most preferred model organisms due to its advantages
such as being able to continue its culture in the laboratory condition, adapting to different
ecological conditions and producing a large number of offspring in short time. It is important
to culture model organisms using artificial diets in the laboratory conditions and to ensure the
continuity of these cultures. Previous studies show that antibacterial, antifungal and
anthelmintic substances added to artificial diet media are used to prevent microbial
contamination and to obtain healthy individuals under laboratory conditions. Griseofulvin, an
antifungal agent used in this study, was added to the artificial diet of D. melanogaster at
concentrations of 50, 100, 200, 400 and 800 mg/L to investigate the effects of larvae, pupae and
adult stages on survival rate and development time of the insect. Additionally, the same
griseofulvin concentrations were exposed to D. melanogaster adult individuals. As a result of
this, the oxidative stress markers, the amount of protein carbonyl (PCO), the amount of
malondialdehyde (MDA) and the activity of glutathione-S-transferase (GST), which an enzyme

involved in detoxification, were measured in adults.



ABSTRACT (continued)

All concentrations resulted in reduced survival rate in all larval, pup and adult stages compared
to the control; 200, 400 and 800 mg/L griseofulvin concentrations are resulted in a prolonged
development time.The amount of MDA was significantly increased at the highest
concentrations of griseofulvin, 400 mg/L and 800 mg/L, compared to the control and GST
activity was shown to increase at these concentrations. It was shown that the amount of PCO

increased at 50, 100 and 200 mg/L griseofulvin concentrations compared to the control.

According to these results, it was observed that griseofulvin had a negative effect on the insect,
especially at the highest concentrations tested, 200, 400 and 800 mg/L.

Keywords: Drosophila melanogaster, oxidative damage, survival rate, developmental time,

glutathione S-transferase

Vi



TESEKKUR

Bu tez calismasinin gergeklesebilmesi icin, bana laboratuvarinin kapisini sonuna kadar agan,
bilgilerini ve deneyimlerini benimle paylasan danisman hocam Sayin Prof. Dr. Ender
BUYUKGUZEL ve Sayin Prof. Dr. Kemal BUYUKGUZEL’e saygilarimi sunarak ictenlikle

tesekkiir ederim.

Laboratuvarda lisansiistii egitimimizi birlikte devam ettirdigimiz Uzm. Molekiiler Biyolog
Cagri ALKAN’a, Ogr. Gor. Gokce USTUNDAG a, Ogr. Gor. Dr. Volkan KELES’e ve Ogr.
Gor. Cihat CELIK e calismalarima yardim ve destekleri icin tesekkiir ederim.

Karsima ¢ikan zorluklarda gerek mental gerekse duygusal anlamda bana her zaman destek olan,
vizyonlariyla bana yol gosteren sevgili arkadaslarim Ars. Gor. Utku Can ATILGAN ve Ars.
Gor. Aycan CELIK e cok tesekkiir ederim.

Her zaman isteklerime saygi duyan ve bana olan giivenlerinden bir an bile kusku etmedigim
sevgili annem Tiirkan DALGAN ve babam Mehmet DALGAN’a; zorlu siiregleri birlikte
atlattigimiz ablalarim Saniye DALGAN ERTURK ve Burcu HASIRCI’ya cok tesekkiir

ediyorum.

vii






ICINDEKILER

(N2 = 16 1 PO U TP PR TOPROPRTR I
OZET oottt bbb iii
ABSTRACT ettt E e R e e e neennne s %
TESEKKUR ..ottt ettt sttt s sttt as s et s s entetasnas vii
ICINDEKILER.........cociteietiicececte ettt sttt n st as s sas st s s snasaeses s ensesetesans iX
SEKILLER DIZINI......oiiiiiieieceee ettt sttt en sttt en e Xi
(@) VA2 5 €) 2 5512 5) 1411 \\) (R Xiii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.......ccccoiiiiiininiiiisnscieiesssssesssssseenes XV
BOLUM 1 GIRIS ..ottt sttt ettt en st nssn e, 1
BOLUM 2 MATERYAL VE METOD......coiiiiieieeieeeecee et tss s ensas e ss s sssen e, 11
2.1 Drosophila melanogaster Stok Kiltirtinin Devami............ccoovieieienenenesesesesneeenn, 12
2.2 Griseofulvinin Uygulanmasi.........cccviiiiiiiiiiiiiiiiicsis s 12
2.3 Yasama Orani1 ve Gelisim Siiresi Deneyleri........cccocoeiiiiiiiiiiiinicceee e 12
2.3 Biyokimyasal Analizler Igin Homojenatlarin Hazirlanmasi .............ccccovvvevriveverienennnne, 13
2.4 Malondialdehit Miktar ANAHIZI ..., 13
2.5 PCO MiKtarinin OIGUIMEST ......cveveveveeeeeeeeeerececeeececscscecscecscsessssscssssssssssssssssssssssssssssssssees 13
2.6 GST AktiviteSinin OIGHIMESI ........cvevevreeeieiececeeerececececececscscecsescssssscsssesesesessssssssseees 14
2.7 Toplam Protein Miktarinin OIGHIMESI.............ceveveviiiieireieiiieceee e 14
2.8. Verilerin Degerlendirilmesi.........c.cooviiiiiiiiiiicceeree e 14
BOLUM 3 ARASTIRMA BULGULARI........coooiiiricccceeceee s en s 15
BOLUM 4 TARTISMA ..ottt sttt tesnas 27
SONUCLAR VE ONERILER ........cooviiiiiiiiiiiiiiieeteteeeteeeeeeeeeest sttt 31
KAY NAKLAR . .ttt ettt ettt e s s e e be e e be e e teessbeebeeabeeeteenneeennes 33
(0746 ) 2160).Y 1 1S 39






SEKILLER DiZiNi

No Sayfa
Sekil 1.1 D. melanogaster Oregon R soyu disi ve erkek bireyler.........coovvvveviiiveiieeieeicseennn, 2
Sekil 1.3 KSENODIYOTIKIET ...civviiiiiii ittt e e eanbne e 5
Sekil 1.4 Oksidatif dengenin oksidanlar lehine bozulmast ..........cccocvvviiiiiiiii i 6
Sekil 1.5 Ksenobiyotiklerin neden oldugu oksidatif hasar.............c.ccoviiiiiiiiiiiicie, 7
Sekil 2.1 Yapilan deneylerin sematik olarak 0Zeti.........cccocvvvviiieiiiiiiiiiiceee e 11
Sekil 3.1 Griseofulvinin D. melanogaster pup yasama oranlarina etkisi...........cc.coovvvereernenne. 17
Sekil 3.2 Griseofulvinin D. melanogaster pup yasama oranlarina etkisi...........cc.coovrverrinenne. 18
Sekil 3.3 Griseofulvinin D. melanogaster ergin yasama oranina etkisi............c.ccocevvrvrernnnnnn. 19
Sekil 3.4 Griseofulvinin D. melanogaster 3. evre larva gelisim siiresine etKisi. .........c.ceevnee. 20
Sekil 3.7 Griseofulvinin D. melanogaster GST aktivitesing etkiSi. ..........ccccvvvvieriviiiniinrinrinnnn, 23
Sekil 3.8 Griseofulvinin D. melanogaster MDA miktarina etkisi. ......cccoocvvereiinieninieniinninnnnn 24
Sekil 3.9 Griseofulvinin D. melanogaster PCO miktarina etkisi. ........ccccoerererinieninnniniinnnnn 25

Xi






CIZELGELER DIiZiNi

No Sayfa

Cizelge 1. Griseofulvinin Drosophila melanogaster larva, pupa ve erginlerinin yasama orani
Ve geligme SUTESINEG ELKISI. ....veiviiiiiiiiie ittt 16

Xiii






SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER
% - Yiizde
mg : Miligram
L - Litre
ml - Mililitre
n : Mikro
i : Ki-kare

: Gram
dk : Dakika
S : Saniye

nm : Nanometre

KISALTMALAR

4-HNE : 4-hidroksinonenal

8-OHdG : 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin
ANOVA : Analysis of Variance

BHT . Biitilli hidroksi toulen

BSA : Bovine serum Albumin

CAT . Katalaz

CDNB : 1-chloro-2,4-dinitrobenzen
DNA : Deoksiriboniikleik asit

DNP : Dinitrofenol

DNPH : Dinitrofenilhidrazin

XV



DOPA
DTT
EDTA
GPx
GR
GRx
GSH
GSSG
GST

H

H20
H20:2
HCI

IR
K2HPO4
KCI
LOO-
LOOH
LSD

M
MDA
mM
Na2HPO4
NaCl
NADP*
02-
OH-
PCO
pH
PMSF

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi (devam ediyor)

: Dihidroksifenilalanin

: Ditiyotreitol

: Etilen diamin tetra asetik asit
: Glutatyon peroksidaz

: Glutatyon rediiktaz

: Glutaredoksin

: Glutatyon

- Okside glutatyon

: Glutatyon S-Transferaz

: Hidrojen

:Su

: Hidrojen Peroksit

: Hidroklorik asit

: Iyonize radyasyon

: Dipotasyum hidrojen fosfat
: Sodyum kloriir

: Lipid peroksil

. Lipit hidropeksit

. Least Significant Difference
: Molar

: Malondialdehit

: Milimolar

: Disodyum hidrojen fosfat

: Sodyum klortiir

- Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
: Siiperoksit radikali

- Hidroksil radikali

: Protein Karbonil

: Power of Hydrogen

: Fenilmetilstilfanil florit

XVi



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi (devam ediyor)

ROS/ROT  : Reaktif Oksijen Tiirleri

SOD . Siiperoksit dismutaz

SPSS - Statistical Package fort he Social Sciences
TBA : Tiyobarbiitirik asit

TBARS : Tiyobarbiitirik asit reaktif tiriinler

TCA : Trikarboksilik asit

uv - Ultraviyole

W : Watt

XVii






BOLUM 1

GIRIS

Insan Genom Projesi (Human Genome Project, HGP) ile iliskili genis &lgekli genomik
dizilemenin ortaya ¢ikisindan bu yana, "model organizma™ terimine hemen her alanda
rastlanmaktadir. Model organizmalar, bir dizi biyolojik olay1 anlamak i¢in kapsamli bir sekilde
incelenen tiirler olup, modelin kullanilmasi yoluyla olusturulan veri ve teoriler, model
organizmadan daha karmasik yapili organizmalara ve 6zellikle insanlara uygulanabilmektedir
(Ankeny and Leonelli 2021). Kalitim, gelism, fizyoloji, hiicresel ve molekiiler siiregler
hakkindaki bilgilerin oldukg¢a bilyiik bir kism1 model organizmalar ile yapilan ¢alismalardan
elde edilmektedir. Yasamin biiyiik gesitliligine ragmen, deneysel ¢alismalara uygunluklarina
gore secilen birka¢ yasam formu incelenerek bir ortak ilkeler temeli elde edilebilir (Miiller and

Grossniklaus 2010).

Bocekler, dogal ekosistemlere, tarima ve insan saglhigina hem fayda saglayan hem de zarar
veren tiirlere sahip, ylksek derecede gesitlilik gosteren bir hayvan grubunu olusturmaktadir
(Elston et al. 2022). Boceklerin ekolojik denge iginde biiyiik bir yere sahip olmasi, besin
iceriklerinin direkt olarak kontrol altinda tutulabilmesi, besine eklenecek maddelerin kolay
uygulanabilir olmas1 gibi sebeplerle bocekler beslenme deneylerinde sikga tercih edilmektedir
(Glines 2016). Ekonomik olarak 6nemli bir bdcek olan ipekbocegi Bombyx mori (L.)
(Lepidoptera: Bombycidae) ile yapilan genomik ¢alismalar, bazi ipekbocegi genlerinin, insan
kalitsal hastalig1 ile ilgili belirli genlere yliksek oranda homolog oldugunu ve bu nedenle insan
hastaliklarini incelemek i¢in aday bir model oldugunu gostermistir (Meng et al. 2017). Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) hizli biiyiime, yiiksek dogurganlik ve kisa yasam
dongiisii gibi avantajlara sahip bir bocek olup bu 6zellikler iyi model organizmalar tarafindan
karsilanmasi gereken dzelliklerdir; bu nedenle, patojen deneyleri i¢in model organizma olarak

G. mellonella ile yapilan aragtirmalarin sayis1 yildan yila artmaktadir (Mikulak et al. 2018).



Drosophila cinsi, Thomas Hunt Morgan ve meslektaslarinin bir asir 6nce bu bdceklerle
calismalarindan bu yana ¢ekici ve etkili bir genetik model organizma olmustur (Hales et al.
2015). Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophiladae), kanserin baslamasi ve ilerlemesi,
steroid hormon fizyolojisinin anlasilmasi, beslenme c¢alismalari, immiine-nanotoksisite
calismalari, insanda beyin hastaliklari, obezite ve metabolik hastaliklarin anlasilmasi igin
yapilan ¢aligmalarda model olarak kullanilmistir (Ou et al. 2016, Chatterjee and Deng 2019,
Staats et al. 2018, Ng et al. 2019, Jeibmann and Paulus 2009, Musselman and Kiihlein 2018).

Tez ¢alismasinda kullanilan Drosophila melanogaster, Oregon R soyu (Diptera: Drosophilidae)
olup bu bocek uzun kanatli, kahverengi viicutlu, goz rengi kirmizi olan ve herhangi bir
mutasyon tasimayan yabani tiptir. D. melanogaster, ABD’nin Oregon adli eyaletinden koken
almigtir ve ilk kez Thomas Hunt Morgan tarafindan kullanilmistir (Fernandez-Moreno et al.
2007).

Sekil 1.1 D. melanogaster Oregon R soyu disi ve erkek bireyler

Sistematikteki yeri asagidaki gibidir:

Domain (Ust alem): Eukarya

Regnum (Alem): Animalia

Phylum (Sube): Arthropoda

Subphylum (Alt Sube): Mandibulata-Antennata. Bu bdcekler, antene sahiptirler ve

YV V VYV V

mandibullan kuvvetlidir.



» Classis (Smif): Insecta-Hexapoda (Bocekler- Alti bacaklilar). Viicutlari; bas, thorax
(gdvde) ve abdomen olmak iizere ii¢ boliimden meydana gelmistir. Bas kisminda bir
cift bilesik g6z ve bir ¢ift anten bulunmaktadir. Gévde {i¢ kisimdan olusmaktadir ve her
kisimda bir ¢ift bacak bulunur.

Subclassis (Alt sinif): Pterygota (Kanatli bocekler).

Ordo (Takim): Diptera (iki kanatlilar). Thorax bdlgesinden bir ¢ift kanat cikar.

Alt takim (Subordo): Brachycera (Bocekler-Kisa antenliler).

YV V V V

Familia (Familya): Drosophilidae. Sirke bocekleri-Meyve bocekleri. Ciirtimekte olan
meyvelerin ve sirke, meyve suyu gibi bazi sivilarin kokusuna pozitif kemotaksi

gostermektedirler.

A\

Genus (Cins): Drosophila

» Species (Tiir): Drosophila melanogaster

D. melanogaster,

» dogal veya yapay varyasyonlarin fenotipik 6zelliklerinin kolayca gézlemlenebilmesi,

A\

kisa bir hayat devrine sahip olmasi,

» Dbir defada ¢ok sayida yavru dol elde edilebilmesi ve bu sayede deneylerde elde edilen
verilerin dogrulugunun ve giivenirliginin ytliksek olmasi,

» laboratuvar ortaminda kiiltlirliniin devaminin basit ve ucuz olmasi sebebiyle kullanimi

yaygin bir model organizmalardandir (Yi2021).

Drosophila'dan memelilere birgok farkli organizmalarda oksidatif stres ve bunlara verilen
antioksidan cevap mekanizmasinin korunmasi sebebiyle kisa bir yasam dongiisiine ve genetik
manipiilasyonun avantajlarina sahip koklii bir model organizma olarak D. melanogaster,
antioksidanlarin islevlerini in vivo degerlendirmek icin de giderek daha fazla kullanilmaktadir.
D. melanogaster genetik, biyokimyasal ve molekiiler analizler i¢in 6zellikle tercih edilen bir
bocek tiiriidiir (Yi 2021).

Laboratuvarda, D. melanogaster genellikle 18 veya 25°C’de kiiltiirlenir (18°C esas olarak
stoklarin saklanmasi i¢in tercih edilmektedir). Déllenmis yumurtadan ergine kadar tireme siiresi
yaklasik 10 giin olup maksimum yasam siiresi ise kiiltiir kosullarina baglh olarak 60 ile 80 giin
arasinda degismektedir. D. melanogaster, holometabol bir bocek olup yasam dongiisii embriyo,
larva, pupa ve ergin olmak iizere dort evrede incelenebilmektedir (Fernandez-Moreno et al.

2007).



Ergin yumurta biraktiktan 1 gilin sonra birinci evre larvaya; 2 giin sonra ikinci evre larvaya; 3
giin sonra igiincii evre larvaya ulasmaktadir. Larval evrenin tamamlanmasiyla tiglincii evre
larva 3 giin sonra pupa evresine ulasir. Pupa ise 4 giin sonra ergin olarak bir yasam dongiisii

tamamlanmis olur (Alloca et al. 2018).

1. evre larva

4 gln
ung 1

2. evre larva

3. evre larva

Sekil 1.2 D. melanogaster yasam dongiisii

Ksenobiyotik Yunanca xenos (yabanci) ve bios (yasam) kelimelerinden tiiretilmistir ve ‘yasama
yabanci’ anlamina gelmektedir (Grace et al. 2008, Knapp 2003). Ksenobiyotikler, bir
organizmaya disaridan alinarak maruz birakilan, normal metbolizmanin disinda olan
kimyasallar olarak tanimlanmistir (Croom 2012). Bu terim dogada bulunmayan sentetik
kimyasallar i¢in tanimlanmistir. Ksenobiyotikler dogada bulunmamakta ya da nadir
bulunmaktadirlar bunun yaninda, dogal olusumlu olmayan bir yapiyla birlikte bulunabilirler.
Canlilarda disaridan alinan veya normalden ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunan
kimyasallardir (Grace et al. 2008). Bazi arastirmacilar, dogada bulunmayan bir konsantrasyon
anlamma gelen ‘ksenobiyotik konsantrasyon’ terimini de kullanmaktadir. Bu tiir bir
konsantrasyon, drnegin bir petrol sizintis1 veya endiistriyel atik su desarjinin bir sonucu olarak

ortaya ¢ikabilir (Knapp and Bromley-Challoner 2003).
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Sekil 1.3 Ksenobiyotikler

Calismada kullanilan  griseofulvin, Penicillium spp'nin metabolik bir riiniidiir.
Dermatofitozlarin tedavisi igin mevcut ilk oral ajandir (Develoux 2001). Griseofulvin
fongistatiktir ve etkisi niikleik asit baglanmasi ile iligskilendirilmis ve kolsisine benzer bir
sekilde mitoza miidahale ettigi gosterilmistir. Ayrica, griseofulvinin tiibiiline baglanarak
tiibiilin polimerizasyonunu inhibe ederek mikrotiibiil dinamiklerini bozar, ancak deneyler,
tiibiiline baglanmanin diisiik afiniteye sahip oldugunu ve genellikle fungistatik etkisinin daha
yiiksek oranda meydana geldigini gostermektedir (Petersen et al. 2014).

Griseofulvin, gastrointestinal sistemden zayif bir sekilde emilmekte ve uygulandiktan hemen
sonra stratum corneumun (boynuzsu tabaka) dis tabakasinda tespit edilir, hiicre dis1 sividan
yayilir. Ayrica yiiksek dozlarda kullanildiginda anti-inflamatuar 6zelliklere ve bazi dogrudan
vazodilator etkilere sahiptir. Karaciger mikrozomal enzim sistemi tarafindan metabolize edilir

ve idrarla atilir. Yar1 dmrii 9 ile 21 saattir (Develoux 2001).

Canli organizmalar siirekli olarak metabolizmanin yan iirlinleri, solunum ve ksenobiyotiklerin
oksidasyonu veya bir dizi hastaliga eslik eden stres sonucu olusan reaktif oksijen tiirlerine
(ROT) maruz kalirlar (Anraku et al. 2018, Giilgin 2020). Serbest radikaller en dis yoriingede
bir paylasilmamis elektrona sahip kimyasallar olarak tanimlanabilirler. Bu radikaller iki yolla
olusabilirler; bunlardan ilki radikal olmayan bir molekiilden ya da atomdan bir elektron
¢ikmast, ikincisi ise atom ya da molekiile bir elektron eklenmesidir. Olusan bu radikaller yiiksek
reaktiviteye sahip olup stabil degildirler. Diger molekiillere elektron verebilmesi ve onlardan
elektron alabilmesi dolayisiyla indirgeyici veya yiikseltgeyici olabilmeleri miimkiindiir (Caylak
2011).



Endojen ve eksojen kaynaklar tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi ayrica, inflamatuar
yanit sirasinda iyonlastirici radyasyon (IR), UV, sitokinler, biiylime faktorleri, kemoterapotik
ilaclar ve g¢evresel toksinler dahil olmak tizere ¢ok sayida eksojen ajan ve olaya maruz kalma

yoluyla da gergeklesir (Salmon et al. 2004).

Birkag¢ milyon yil 6nce, denizlerdeki ilkel tek hiicreli organizmalar ¢evreye yeni bir toksik ajan
atmaya baslamis ve evrimsel uyum yetenegi ile bu toksik maddeyi avantajlarina dondiirmenin
yollarin1 bulmuslardir. Birgok organizma, arkaik, fakat dogasi geregi daha giivenli olan
metabolik yollara tutunurken, gida maddelerinden enerji eldesini artirmak i¢in bu toksik ajani
kullanma yetenegini gelistirmistir. Zamanla, bu toksik maddenin faydalari, varliklar: tiimiiyle
ilkel akrabalarinin zay1f atik yonetimi uygulamalarina bagli olan yeni tiirlerin ortaya ¢ikmasina
izin vermistir. Iste bu toksik madde oksijendir. (Davies 2000). Bu sekilde, zorunlu aeroblarin
oksijensiz yagayamamasi ve oksijenin son derece tehlikeli bir ajan olmasi ikilemi ‘Oksijen
Paradoksu’ diye bilinmeye baslamistir (Davies 1995, Davies 2000). Oksijenle yasamak bu
temelde giivensizdir. “Pro-oksidan/antioksidan sistemlerde oksidanlar lehine bir bozulma

oksidatif stres olarak gosterilebilir” denilmistir (Ozcan vd. 2015).

) Antioksidanl -
- [\? \ ntioksidanlar |"/,/ \\/ \/

“ Serbest Radikal

Oksidatif.
Denge

Sekil 1.4 Oksidatif dengenin oksidanlar lehine bozulmasi
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Sekil 1.5 Ksenobiyotiklerin neden oldugu oksidatif hasar

Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu oksidatif stres, DNA baz modifikasyonlarina,
hiicre membran1 yag asitlerine etki ederek lipid peroksidasyonuna, proteinlerle reaksiyona
girerek karbon merkezli radikaller ve siilfiir radikallerinin olugsmasina ve kiimiilatif bir etki ile
hiicre disfonksiyonuna veya 6liimiine sebep oldugu bilinmektedir. (Ryter et al. 2007, Salmon
et al. 2004, Siileyman vd. 2018).

Reaktif oksijen tiirleri DNA’da tek ve ¢ift zincir kirilmalarina ve birgogu toksik ve/veya
mutajenik olan apurinik/apirimidinik lezyonlarin olusumuna sebep olur (Salmon et al. 2004).
DNA baz mutasyonlar1 arasinda en iyi bilinen 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG)’dir.
Guanin bazinin sekizinci pozisyonunun hidroksil radikallerinin (OHe), etkilesimi sonucu bu
hasar meydana gelmektedir. Oksidatif stresin DNA yapisi tizerine bir diger etkisi de olusan baz
radikallerin proteinlerin aromatik aminoasitleri ile kombine olarak “DNA-protein” c¢apraz
baglar1 olusturmasidir. Bunun yaninda hidroksil radikalleri DNA {izerindeki seker
rezidiilerinden (deoksiriboz) hidrojen atomu kopararak seker modifikasyonlarina ve zincir
kirilmalarina da yol agmaktadir. Sonug olarak hiicrelerin hidrojen peroksite veya diger oksidan
maddelere maruz kalmasi, replikasyon ve transkripsiyon iizerine etki etmekte ve ayni zamanda

DNA tamir mekanizmalarini baskilayarak DNA hasarim arttirabilmektedir (Ozcan vd. 2015).

Reaktif oksijen tiirlerinin hasar verdigi bir diger molekiil olan lipitler ise hiicrede 6zellikle
membran yapisinda bulunmasi ve bununla birlikte sinyal yolaklarinda énemli rol almaktadir
(Ayala et al. 2014). Lipidlerde oksidatif hasar, doymamis yag asitleri, glikolipidler, kolesterol
ve esterlerinde lipid peroksidasyonu seklinde meydana gelir. Peroksidasyon, karbon-karbon ¢ift

baglarindan veya ¢oklu ¢ift baglardan olusan lipitlerin oksidatif pargalanmasidir (Mathew



2012). Lipid peroksidasyonunun baslica birincil iriinleri lipid hidroperoksitlerdir (LOOH).
Lipid peroksidasyonu sirasinda ikincil tiriinler olarak olusabilen bir¢ok farkli aldehit tiirevi
vardir. Malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal (4-HNE), heksanal ve propanal aldehit

tiirevlerine 6rnek olarak verilebilir (Ayala et al. 2014).

Malondialdehit, lipid peroksidasyonunun en Onemli iriinlerinden biri olmasi sebebiyle
oksidatif hasarin boyutunu gostermektedir. Uzun yillardir, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
kolaylikla reaksiyona girmesi sebebiyle omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin peroksidasyonu
i¢in uygun bir biyobelirte¢ olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Xiong et al. 2018, Ayala et
al. 2014).

Protein oksidasyonu, ROT (OH’, H20: gibi) ile dogrudan veya oksidatif stresin sekonder
tiriinleri ile reaksiyonu sonucu dolayli olarak indiiklenen, proteinlerin kovalent modifikasyonu
olarak tanimlanmaktadir (Giilbahar 2007). Serbest radikal veya radikal olmayan bir oksidan ile
olusan oksidatif protein modifikasyonlarinin biyokimyasal sonuglari; yeni reaktif tiirlerin
olusumu (DOPA, peroksit), yan zincir gruplarinin oksidasyonu, omurganin fragmentasyonu
fazla miktarda radikal olusumu ve zincir reaksiyonu seklinde devam ettirilmesi, proteinin
normal katlanmasinin bozulmasi veya konformasyon degisimi, protein yada amino asitlerde
dimerlesme, ¢okelme, yapisal bozulmaya bagli islevsel kayip, gen diizenlenmesinin ve
ifadesinin degisimi, enzim gibi islevsel proteinlerin ¢evirim sayisinin degismesi, apoptoz ve
nekrozun uyarilmasi, sinyal yollarinda modifikasyon, capraz baglanmalar, yanlis katlanmalar,
konformasyon ve hidrofobik yapida degisiklikler ve proteolitik enzimlerde aktivite kaybi olarak

siralanabilir (Hawkins and Davies 2001).

Protein karbonil tiirevleri oksidatif protein hasarinin belirlenmesinde sik kullanilan ve uzun siire
dolagimda bulunan belirteglerden biridir. Protein karbonil tiirevleri glutamil rezervlerinin
oksidasyonu, lizin, arjinin, prolin ve treonin amino asitlerinin direkt oksidasyonu veya
proteinlerin a-amidasyon metabolik yoluyla boliinmesi sonucu olugmaktadir. Ayn1 zamanda
proteinlerin lizin bakiyelerinin 4-hidroksi-2-onenal gibi lipid peroksidasyon metabolitleri,
ketoaminler, indirgen karbohidratlar ya da bukarbohidratlarin oksidasyon iirtinleri gibi diger
reaktif karbonil tlirevleri ve enzimatik olmayan reaksiyonu sonucu da protein karbonil tiirevleri

olusur (Ceballos et al. 1992, Buyukguzel 2013).

Oksidatif hasarin azalmasi igin aerobik organizmalar ¢ok sayida antioksidan enzim ve protein
sentezlerler (Davies 2000). Hiicre igerisinde ve membraninda, serbest radikallerin zararli

etkilerini engelleyen olan oldukga fazla korunma mekanizmasi gelismistir. Bu mekanizmalar



serbest radikal iretimini engelleyerek veya olusan radikallerin zararli etkilerini ortadan

kaldirarak etki gosterebilmektedirler (Stileyman vd. 2018).

Antioksidan savunmada tokoferoller (E vitamini), askorbik asit (C vitamini), trik asit,
glutatyon, beta-karotan, tiyoller ve seruloplazmin sayilabilir (Davies 2000, Grizanova et al.
2018). Tokoferoller (E Vitamini) yagda ¢6ziinen vitaminlerdir ve canli organizmay1 6zellikle
viicut hiicrelerini serbest radikallerin ve ROT'un neden oldugu hasarlardan korumak ig¢in
antioksidan ozelliklere sahiptir (Gulcin 2020). Tiyoller hiicreyi hidroksil radikalinin (OHe),
nitroksilin (NO"), ve siiperoksit radikalinin (O2¢) verdigi hasardan korumaktadirlar (Grizanova
et al 2018).

Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) ve (GST) glutatyon-s
transferazlar canli dokularda iyi sekilde g¢alisilmig, 6nemli enzimatik antioksidanlardandir
(Siileyman vd. 2018).

SOD (EC 1.15.1.1), gesitli prostetik gruplar iceren melloenzimlerin bir grubunu teskil etmekte
olup siiperoksit radikalini (O2¢) hidrojen peroksite (H202) dontistiirmektedir (Caylak 2011):

207+ 2H++ SOD — H>0, + O>

GPx (EC 1.11.1.9), glutatyonu oksitleyerek hidrojen peroksiti (H202) suya (H20)
indirgemektedir (Reaksiyon 1). Ardindan glutatyonun okside formunun (GSSG) tekrar
indirgenmesi (Reaksiyon 2) ise glutatyon rediiktaz (GR) ile katalizlenir (Grizanova et al. 2018,
Caylak 2011):

Reaksiyon 1: H202 +2 GSH — GSSG + 2 H20
Reaksiyon 2: GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP”

CAT (EC 1.11.1.6) ise hidrojen peroksite adaptif yanitta ¢cok dnemli bir rol oynamakta olup bu
roliiniin bir sekilde glutatyon peroksidaza yardimei oldugu 6ne siiriilmiistiir (Caylak 2011).

Hidrojen peroksitin su ve oksijene degrede olmasini saglar (Alfonso-Prieto et al. 2009):
2H2,02 — 2 H2O + O2

Bunlarin yaninda enzimatik savunmada rol alan glutatyon S-transferazlar (GST, EC 2.5.1.18)

glutatyonun sisteinin siilfiir atomu tlizerinden gesitli elektrofillere aktarilmasini saglayan faz Il

detoksifikasyon enzimlerindendir (Wilce and Parker 1994, Pickett and Lu 1989).



Glutatyonun ¢ok cesitli elektrofilik substratlara konjugasyonunu katalize etmeleri ile GST ler,
hiicre biitiinliglinti, oksidatif stresin hasarlarini ve DNA hasarin1 korumada 6nemli rol
oynamaktadirlar (Chatterjee and Gupta 2018). Genellikle kanserojenler, ¢evresel toksinler ve
oksidatif stres tirtinleri ve ilaglar gibi reaktif metabolitler, glutatyon (GSH) ile konjugasyon

yoluyla GST'ler tarafindan detoksifiye edilir (Dasari et al. 2021).

Boceklerdeki GST'ler 50 yildan uzun siiredir ilgi gormektedir. Drosophila GST’leri baslangigta
amino asit dizi analizine gore alt1 sinifa ayrilmistir: delta, epsilon, omega, teta, zeta ve sigma
GST’lerdir. Delta ve epsilon smiflar1 yalnizca boceklerde bulunmaktadir, filogenetik analizin
yani sira dizi hizalamasi ile en yakindan iliskili siniflardir (Ketterman et al. 2011, Eneyati et al.
2005). Delta ve epsilon GST’ler boceklerde pestisit duyarliligini etkilemektedir (Shi et al.
2012). Boceklerde ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu igin 6nemli dokular olan yag doku ve
orta bagirsakta oldukga yiliksek GST aktivitesine rastlanmistir (Eneyati et al. 2005).

Bu ¢alismada, Drosophila melanogaster (Meigen)’in Oregon R soyu (Diptera: Drosophilidae)
erginleri yapay besiyerinde yetistirilmis, yapay besin ortamlaria 50, 100, 200, 400 ve 800
mg/L griseofulvin eklenerek deneyler gergeklestirilmistir. Besine griseofulvin eklenmeden
(kontrol grubu) ve eklenerek (deney grubu) yetistirilen bu ergin bdceklerin yasama orani-

gelisme stiresi parametreleri ile GST aktivitesi, MDA ve PCO miktarlar1 6l¢tilmiistiir.

10



BOLUM 2

MATERYAL VE METOD

Bu calismada yapilan tiim deneyler igin Oregon R soyu Drosophila melanogaster stok
kiltiiriniin devami saglanmistir. Yasama orani ve gelisim siiresinin saptanabilmesi igin kiiltiir
devam ederken birinci evre larvalar griseofulvin igeren (50, 100, 200, 400, 800 mg/L) ve
icermeyen (kontrol grubu) yapay besin ortamina alinmigtir. MDA miktari, PCO miktar1 ve GST

aktivitesi 6l¢limii i¢in ise ergin bireyler kullanilmistir.

Drosophila melanogaster kiltiiri

—» Yagama Orani

Griseofulvin Uygulamasi

—» Gelisim Suresi

¥
I = ..

:% ;i’tiiit’t;i 1. evre

3 larva
kontr || so 100 ||200 400 ||800
/ ol et mg/L ||mg/L me/L | | me/L

~1y
)

Ergin

—» MDA Analizi

Agar8g,
D-sitkroz 20 g, g 5 %
Kurumaya11,8g, —» PCO Analizi
L-askorbik asit 0,8 g,
Nipajin 3.5% solution,
36 g patates piiresi,

> GST Aktivitesi
Olciimii

100 ml hacimli cam sise

Sekil 2.1 Yapilan deneylerin sematik olarak 6zeti
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2.1 Drosophila melanogaster Stok Kiiltiiriiniin Devami

D. melanogaster stok kiiltiirii Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Bocek Kiiltiir
Laboratuvarindan temin edilmis olup deneylerde kullanilan 6rnekler %60-70 bagil nem, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik fotoperiyot ve 25 + 2 °C sicaklikta olan laboratuvar ortaminda
yetistirilmistir.

Boceklerin yetistirilecegi besin ortami (Lesch et al. 2007) hazirlanmast i¢in ilk olarak 250 ml
saf su, 2 g agar, 5 g sakkaroz, 2,945 g kuru maya ve 9 g patates piiresi kullanilmigtir. Besinin
sicakligi viicut 1s1sina yaklasmaya baslayinca igerisine 0,2 g askorbik asit ve 1,95 ml nipajin
cozeltisi ilave edilip 100 ml’lik siselere 50 ml besin aktarilmustir.

Siselerdeki besinin sicakliginin oda sicakligina ulasmasi beklenmis ve ardindan ergin
boceklerin  besine aktarimi  gergeklestirilmistir. Son olarak siselerin agz1 pamuk ile

kapatilmistir. Bu islem her hafta tekrarlanarak stok kiiltiiriin devami saglanmistir.

2.2 Griseofulvinin Uygulanmasi

Bu calismada griseofulvin, bocek kiiltiiriiniin devami i¢in kullanilan yapay besine karistirilarak
uygulanmistir.

Denenecek olan konsantrasyonlarin belirlenmesi i¢in griseofulvin ile 6n beslenme deneyleri
yapilmistir. D. melanogaster i¢in ergin evreye gelene kadar gelisim evrelerini tamamladigi
konsantrasyon aralig1 belirlenmistir. Griseofulvin, yapay besin igine kontrol grubu hari¢ olmak
iizere 50, 100, 200, 400 ve 800 mg/ L konsantrasyonlarda ilave edilmistir.

Bocegin yumurtadan ergin evreye kadar tiim evrelerinde yasama orani ve gelisim siiresi; ergin
evrelerinde MDA, PCO miktar1 ve antioksidan enzimlerden GST aktivitesine etkisi

incelenmistir.

2.3 Yasama Oram ve Gelisim Siiresi Deneyleri

Drosophila melanogaster’de yasama oran1 ve gelisim siiresinin griseofulvin varliginda
degisimini tayin etmek i¢in gergeklestirilen deneylerde ilk olarak belirlenen konsantrasyonlarda
griseofulvin igeren ve griseofulvin icermeyen besinler hazirlanmistir. Besinler 15ml’lik cam
sigselere esit miktarlarda dagitilmistir. Yumusak uclu firga ile griseofulvin igermeyen kontrol
grubuna ve belirlenmis olan 50 mg/L, 100 mg/L, 200 mg/L, 400 mg/L ve 800 mg/L griseofulvin
bulunan besin ortamlarinin her birine 25 adet 1.evre larvalar1 birakilmistir. Yasama oraninin
belirlenmesi igin birinci evreden ligiincii evreye, pup ve ergin evreye ulasan birey orani olarak
hesaplanmistir. Gelisim siiresinin tayini i¢in ise birinci evreden ti¢iincii evre larva, pup ve ergin

evrelere ulagma siiresi hesaplanmistir.
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Deneyler dort tekrar seklinde laboratuvarda bocegin kiiltiiriiniin yapildigi 25 + 2 °C %60-70
bagil nemde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik fotoperiyotta gergeklestirilmistir.

2.3 Biyokimyasal Analizler Icin Homojenatlarin Hazirlanmasi

Griseofulvin uygulanan ve kontrol grubunda bulunan boceklerden 25’er ergin birey toplanmis
ve bu islem dort kez tekrarlanmistir. Toplanan boeekler %1,15°lik KCI (Potasyum klortir), 25
mM K>HPO4 (Di-potasyum hidrojen fosfat), 5 mM EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit), 2
mM PMSF (Fenilmetilsiilfonil florid), 2 mM DTT (Ditiyotiretol), pH: 7,4) igerisinde ultrasonik
homojenizatér (Bandelin Sonoplus, HD2070, Berlin, Germany) kullanilarak (30 W) ile
homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat, GST tayini i¢in 16000 x g’de 20 dk
santrifiijlenmistir. MDA miktart ve PCO miktar1 tayini i¢in &rnekler ultrasonik
homojenizatorden (10 s, 30 W) gecirilerek kullanilmistir. Arastirmanin bu asamasinda
girseofulvinin belirlenen konsantrasyonlart ile yetistirilen ergin bireylerde MDA, PCO miktar1

ve GST aktivitesi belirlenmistir.

2.4 Malondialdehit Miktar Analizi

MDA analizi igin hazirlanan homojenatlardan 200 pul alinip tizerine 800 pl fosfat tamponu (pH:
7,4) (18 mM NaCl, 18 mM NazHPOs), 25 ul 0,04 M biitillihidroksitoulen (BHT) ve 500 pl
%30’ luk trikloroasetik asit (TCA) ilave edilmis Ve tiipler, vorteksleme islemi ardindan 2 saat
buz icinde karanlikta bekletilmistir. Daha sonra Ornekler 15 dk + 4 °C, 2000 x g’de
santrifiijlenmis ve elde edilen siipernatanttan 1 ml alinarak {izerine 0,1 M’lik EDTA ve %]1’lik
tiyobarbitiiriik asit (TBA) eklenerek 45 dakika boyunca kaynar su banyosunda bekletilmistir.
TBA ile reaksiyona giren lipid peroksidasyonun son iriinii MDA spektrofotometrede
(Shimadzu 1700, UV/VIS Spectrophotometer, Kyoto, Japan) 532 nm’deki absorbans degeri
okunarak MDA miktar1 hesaplanmistir. MDA miktar1 1,56 x 105 M-1cm-1 kat sayisi

kullanilarak nmol/mg protein olarak verilmistir (Jain and Levine 1995).

2.5 PCO Miktarimn Olgiilmesi

Protein karbonil tayini Levine et al. (1994)’in metodu temel alinip bir miktar degisiklikler
yapilarak (Krishnan and Kodrik 2006) kuvvetli asit ortamda (2 M HCI) proteindeki karbonil
gruplarinin 2,4 dinitrofenil hidrazin (DNPH) ile kararli bir 2,4 dinitrofenil (DNP) hidrozon
olusturmasi ve bu iiriinlerin 370 nm’de absorbanslarinin Olgiilmesi temeline dayanarak

yapilmistir. PCO miktar1 22,000m-1cm-1 kat sayis1 ile nmol/mg protein olarak verilmistir.
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2.6 GST Aktivitesinin Olciilmesi

Habig et al. (1974) tarafindan gelistirilen metod GST (EC 2.5.1.18) aktivitesi 6l¢iilmesinde
kullanilmigtir. GST aktivite Olglimii i¢in 3 ml’lik cam kiivetlere 200 ul 20 mM rediikte
glutatyon, 2,5 ml 50 mM fosfat tamponu ve 150 ul siipernatant eklenmistir. Bu karisima 150 pl
25 mM 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) eklenip enzimatik reaksiyon baslatilmis ve 2
dakika stiresince absorbans degerleri okunmustur. Enzim aktivitesi 340 nm’de (£340: 0,0096
uM.cm—1) siipernatantta bulunan 1 mg toplam protein basina 1 dakikada olusturulan tioether

miktar1 olarak Ol¢iilmiistiir. Enzimin spesifik aktivitesi ise nmol/mg protein/dk’dir.

2.7 Toplam Protein Miktarinin Olciilmesi

MDA miktarim1 ve GST aktivitesini hesaplamak i¢cin homojenatlardan total protein tayini
deneyi yapilmistir. Orneklerin  protein  miktarinin  tayin edilebilmesi igin farkl
konsantrasyonlarda bovin serum albumin (BSA) ¢ozeltileri hazirlanarak yapilan 6l¢timler ile
standart grafik olusturulmus ve bu grafik tizerinden toplam protein miktarlar1 hesaplanmigtir
(Lowry et al. 1951). PCO miktarinin hesaplanmasi i¢in de total protein tayini yapilmistir.
Omneklerin 280 nm dalgaboyundaki absorbanslar1 spektrofotometre kullanilarak dl¢iilmiistiir. 6
M guanidin hidroklortir ile BSA standart ¢ozeltileri hazirlanmis ve standart grafik olusturularak

total protein miktar1 hesaplanmistir (Pajot 1976).

2.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada gelisme siiresi, MDA, PCO miktarlari, GST aktiviteleri verilerinin degerlendirilmesi
icin tek yonli “Varyans Analizi” (ANOVA) (IBM SPSS 2021 version 28.0 for Windows; SPSS
Inc., Chicago, IL, USA), ortalamalar arasindaki farkin 6neminin saptanmasi i¢in “LSD Testi”
(IBM SPSS 2021 version 28.0 for windows; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) uygulanmistir. Elde
edilen sonuglar kontrol grubu ve kendi aralarinda karsilastirilmistir. Yasama orani bulgularinin
degerlendirilmesinde ise “y2 (Chi square) Testi” kullanilmistir (Snedecor and Cochran 1989).

0,05 olasilik seviyesinde ortalamalarin 6nemi degerlendirilmistir.
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BOLUM 3

ARASTIRMA BULGULARI

Yapilan deneylerden elde edilen arastirma bulgularina gore:

Yasama oraninin kontrole oranla yiikselen konsantrasyonlarin tamaminda larva, pup ve ergin
olmak iizere tiim evrelerde istatistiksel olarak 6nemli derecede azaldig1 (Cizelge 1, Sekil 3.1,
Sekil 3.2, Sekil 3.3) gelisme siiresinin kontrole oranla larva, pup, ergin olmak iizere tiim
evrelerde 200 mg/L, 400 mg/L ve 800 mg/L konsantrasyonlarda (en yiiksek 3 konsantrasyon)
istatistiksel olarak onemli derecede arttigi (Cizelge 1, Sekil 3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6) GST
aktivitesinin kontrole oranla 200, 400 ve 800 mg/L konsantrasyonlarda istatistiksel olarak
onemli derecede yiikseldigi (Sekil 3.7), MDA miktarinin kontrole oranla 200, 400 ve 800 mg/L
konsantrasyonlarda istatistiksel olarak 6nemli derecede yiikseldigi (Sekil 3.8), PCO miktarinin

kontrole oranla 50, 100 ve 200 mg/L konsantrasyonlarda yiikseldigi (Sekil 3.9) tespit edilmistir.
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Cizelge 1. Griseofulvinin Drosophila melanogaster larva, pupa ve erginlerinin yasama orani ve gelisme siiresine etkisi.

3. evreye ulasan 3. evreye ulasma Pup olma Pup olma Ergin olma Ergin olma
Griseofulvin (mg/L) larva orani (%) stiresi (giin) orant (%) stiresi (giin) orani (%) stiresi (giin)
(Ort” + S.H)* (Ort” + S.H)* (Ort” + S.H)* (Ort” + S.H)* (Ort” = S.H)* (Ort” = S.H)*
0,0008 85+4,97a 3,09 £ 0,007a 85+4.97a 416+0,11a 85+4,97a 8,65 + 0,46a
50 68 £ 12,16b 3,20+0,13a 63 +9,83b 441 £0,14a 59 + 7,66b 8,64 £0,47a
100 63 £9,59 3,16+0,11a 58 + 7,54bc 4,79 £0,22a 49 +7,53bc 8,78 £0,41a
200 58 £2,23bc 4,09 +0,22b 56 +3,16b 6,18 £ 0,24b 38+ 3¢ 10,48 £ 0,31ab
400 40 £ 5,09¢ 3,88+ 0,12b 40 £ 5,09¢ 6,45 +0,19bc 15+4,76d 12,47 £ 1,37bc
800 48 + 2,44c¢ 4,00+ 0,34b 45 +£4,09¢ 7,06 +0,36¢ 14 + 6,08d 12,91 £ 0,36¢

“Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar i¢in 25 larva kullanildi.
*Ayni siitunda ayn1 harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P> 0,05 (y?testi, LSD Testi).

YKontrol besini (Griseofulvin icermeyen)
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Sekil 3.1 Griseofulvinin D. melanogaster pup yasama oranlarina etkisi. Her bir
siitun 25 bireyden olusan 4 tekrarin ortalamasin1 gostermektedir. Ayni

harfler gruplar arasinda istatistiki olarak fark olmadigini belirtir, P>
0.005 (X? test)

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda %85 + 4,97 olan 3. evre larval yasama orani 50 mg/L
griseofulvinin denenen en diisiik konsantrasyonunda %68 + 12,16, 100 mg/L konsantrasyonda
%63 £+ 9,59, 200 mg/L konsantrasyonda %58 + 2,23, 400 mg/L konsantrasyonda %40 + 5,09
ve en yuksek konsantrasyon olan 800 mg/L konsantrasyonda %48 + 2,44 olarak hesaplanmis

ve denen tiim bu konsantrasyonlarda istatistiksel olarak onemli derecede diisiis saptanmistir
(Sekil 3.1).
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Sekil 3.2 Griseofulvinin D. melanogaster pup yasama oranlarina etkisi. Her bir
siitun 25 bireyden olusan 4 tekrarin ortalamasin1 gostermektedir. Ayni

harfler gruplar arasinda istatistiki olarak fark olmadigini belirtir, P>
0.005 (X? test)

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda %85 + 4,97 olan pup yasama oran1 50 mg/L griseofulvinin
denenen en diisiik konsantrasyonunda %68 + 12,16, 100 mg/L konsantrasyonda %63 + 9,83,
200 mg/L konsantrasyonda %58 + 7,54, 400 mg/L konsantrasyonda %40 + 5,09 ve en yiiksek
konsantrasyon olan 800 mg/L konsantrasyonda %45 + 4,09 olarak hesaplanmis ve denenen tiim

konsantrasyonlarda istatistiksel olarak 6nemli derecede diisiis saptanmustir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.3 Griseofulvinin D. melanogaster ergin yasama oranina etkisi. Her bir
stitun 25 bireyden olusan 4 tekrarin ortalamasini1 gostermektedir. Ayni

harfler gruplar arasinda istatistiki olarak fark olmadigini belirtir, P>
0.005 (X? test)

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda %85 + 4,97 olan ergin orani 50 mg/L griseofulvinin
denenen en diisiik konsantrasyonunda %59 + 7,66, 100 mg/L konsantrasyonda %49 + 4,53, 200
mg/L. konsantrasyonda %38 + 3, 400 mg/L konsantrasyonda %15 + 4,76 ve en yiiksek
konsantrasyon olan 800 mg/L konsantrasyonda %14 + 6,08 olarak hesaplanmis ve istatistiksel

olarak 6nemli derecede diisiis saptanmustir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.4 Griseofulvinin D. melanogaster 3. evre larva gelisim siiresine etkisi. Her
bir siitun 25 bireyden olusan 4 tekrarin ortalamasini gostermektedir. Ayni
harfler gruplar arasinda istatistiki olarak fark olmadigini belirtir, P> 0.005
(LSD test)

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 3,09 + 0,007 giin olan larval gelisme siiresi 50 mg/L
griseofulvinin denenen en diisiik konsantrasyonunda 3,20 + 0,13 giin, 100 mg/L
konsantrasyonda 3,16 + 0,11 giin olarak gézlemlenmis ve belirgin bir fark hesaplanmamistir

(Sekil 3.4).

200 mg/L konsantrasyonda 4,09 + 0,22 giin, 400 mg/L konsantrasyonda 3,88 + 0,12 giin, en
yiiksek konsantrasyon olan 800 mg/L konsantrasyonda 4 + 0,34 giin olarak gdzlemlenmis ve
kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu konsantrasyonlarda gelisme siiresinde istatistiksel olarak

belirgin bir artis hesaplanmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.5 Griseofulvinin D. melanogaster pup gelisim siiresine etkisi. Her bir siitun
25 bireyden olusan 4 tekrarin ortalamasini gostermektedir. Ayni harfler
gruplar arasinda istatistiki olarak fark olmadigini belirtir, P> 0.005 (LSD
test)

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 4,16 + 0,11 giin olan pupal gelisme siiresi 50 mg/L
griseofulvinin denenen en diisiik konsantrasyonunda 4,41 + 0,14 giin, 100 mg/L

konsantrasyonda 4,19 + 0,17 giin olarak gozlemlenmis ve belirgin bir fark hesaplanmamigtir
(Sekil 3.5).

200 mg/L konsantrasyonda 6,18 + 0,24 giin, 400 mg/L konsantrasyonda 6,45 + 0,19 giin ve n
yiiksek konsantrasyon olan 800 mg/L konsantrasyonda 7,06 + 0,36 giin olarak gézlemlenmis
ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu konsantrasyonlarda gelisme siiresinde istatistiksel

olarak belirgin bir artis hesaplanmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.6 Griseofulvinin D. melanogaster ergin gelisim siiresine etkisi. Her bir
stitun 25 bireyden olusan 4 tekrarin ortalamasini gostermektedir. Ayni

harfler gruplar arasinda istatistiki olarak fark olmadigim belirtir, P>
0.005 (LSD test)

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 8,65 + 0,46 giin olan ergingelisme siiresi 50 mg/L
griseofulvinin denenen en diisiik konsantrasyonunda 8,64 + 0,47 giin, 100 mg/L
konsantrasyonda 8,78 + 0,41 giin olarak gdzlemlenmis ve belirgin bir fark hesaplanmamigtir
(Sekil 3.6).

200 mg/L konsantrasyonda 10,48 + 0,31 giin, 400 mg/L konsantrasyonda 12,47 + 1,37 giin ve
en yiiksek konsantrasyon olan 800 mg/L konsantrasyonda 12,91 + 0,36 giin olarak
gbzlemlenmis ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu konsantrasyonlarda gelisme siiresinde
istatistiksel olarak belirgin bir artis hesaplanmustir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.7 Griseofulvinin D. melanogaster GST aktivitesine etkisi. Her bir siitun 25
bireyden olusan 4 tekrarin ortalamasini gostermektedir. Ayni harfler
gruplar arasinda istatistiki olarak fark olmadigini belirtir, P> 0.005 (LSD
test)

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 552 + 57,5 nmol/mgprotein/dk olarak 6lgiilen GST
aktivitesi 50 mg/L griseofulvinin denenen en diisiik konsantrasyonunda 353 + 54
nmol/mgprotein/dk, 100 mg/L konsantrasyonda 516 + 55 nmol/mgprotein/dk olarak 6l¢iilmiis

ve onemli bir fark hesaplanmamustir.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda GST aktivitesi 200 mg/L konsantrasyonda 828 =+ 44
nmol/mgprotein/dk, 400 mg/L konsantrasyonda 871 + 103 nmol/mgprotein/dk ve en yiiksek
konsantrasyon olan 800 mg/L konsantrasyonda 1120 + 157 nmol/mgprotein/dk olarak olgiilmiis
ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu konsantrasyonlarda GST aktivitesinde istatistiksel

olarak 6nemli derecede artis hesaplanmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.8 Griseofulvinin D. melanogaster MDA miktarina etkisi. Her bir siitun 25
bireyden olusan 4 tekrarin ortalamasini gostermektedir. Aynmi harfler
gruplar arasinda istatistiki olarak fark olmadigini belirtir, P> 0.005 (LSD
test)

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 0,240 + 0,01 nmol/mgprotein olarak Olciilen MDA
miktar,, 50 mg/L griseofulvinin denenen en diisiikk konsantrasyonunda 0,245 + 0,02
nmol/mgprotein, 100 mg/L konsantrasyonda 0,218 + 0,03 nmol/mgprotein ve 200 mg/L
konsantrasyonda 0,307 + 0,03 nmol/mgprotein olarak oOl¢iilmiis ve Onemli bir fark

hesaplanmamustir (Sekil 3.8).

MDA miktar1 400 mg/L konsantrasyonda 0,436 + 0,04 nmol/mgprotein ve en yiiksek
konsantrasyon olan 800 mg/L konsantrasyonda 0,406 + 0,06 nmol/mgprotein olarak 6l¢iilmiis

istatistiksel olarak 6nemli 6l¢lide bir artis hesaplanmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.9 Griseofulvinin D. melanogaster PCO miktarina etkisi. Her bir siitun 25
bireyden olusan 4 tekrarin ortalamasini gostermektedir. Aynmi harfler
gruplar arasinda istatistiki olarak fark olmadigini belirtir, P> 0.005 (LSD
test)

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 156,5 + 21 nmol/mgprotein olarak dl¢iilen PCO miktari,
50 mg/L griseofulvinin denenen en diisiik konsantrasyonunda 568 + 111 nmol/mgprotein, 100
mg/L konsantrasyonda 1279 + 211 nmol/mgprotein olarak o6lglilmiis ve PCO miktarinda
istatistiksel olarak onemli bir yiikselme hesaplanmustir (Sekil 3.9).

PCO miktar1 200 mg/L konsantrasyonda 190,5 + 39 nmol/mgprotein, 400 mg/L
konsantrasyonda 187,7 + 38 nmol/mgprotein ve en yiiksek konsantrasyon olan 800 mg/L
konsantrasyonda 124,2 + 29,5 nmol/mgprotein olarak ol¢iilmis ve belirgin bir fark
hesaplanmamstir (Sekil 3.9)
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BOLUM 4

TARTISMA

Yapilan ¢alismada bir antifungal olan griseofulvinin, model organizma D. melanogaster’in
yasama orani ile gelisme siiresi lizerine etkisi ve bocegin ergin evresindeki MDA miktari, PCO

miktar1 ve GST aktivitesi lizerindeki etkileri arastirilmistir.

Alinan sonuglara gore yasama oraninin kontrole oranla yiikselen konsantrasyonlarin tamaminda
larva, pup ve ergin olmak tizere tiim evrelerde azaldigi ve bununla birlikte gelisme siiresinin de
kontrole oranla larva, pup, ergin olmak iizere tiim evrelerde 200 mg/L, 400 mg/L ve 800 mg/L
konsantrasyonlarda (en yiiksek 3 konsantrasyon) arttigi tespit edilmistir. Daha once Kili¢ vd.
(2015) yaptig1 bir ¢alismada farkli konsantrasyonlarda triklabendazoliin Galleria mellonella
larvalar1 lizerine etkileri incelenmis olup, bizim ¢alismamizla benzer sekilde yasama oraninin
diistiigii ve gelisme siiresinin yiikseldigi gosterilmistir. Bu sonuglar besine dogal olmayan bir
kimyasal eklendiginde besin kalitesinin diigmesine bagli olarak larvalarin beslenme
davraniglarinin degistigi ve bdcegin biyolojik ozelliklerinin olumsuz etkilendigi seklinde
yorumlanmugtir. Griseofulvinin D. melanogaster yasama ve gelisme parametleri tizerindeki
olumsuz etkisinin nedeni besin kalitesini azaltmasi ve bocegin biyolojik ozellikleri {izerine
olumsuz etkisi olabilir. Sefer ve Biiyilikgiizel (2017) yine G. mellonella besinine piperazin
uygulanip bocegin biyolojik aktivitesi lizerinde benzer sonuglari elde etmisler ve Sonuglarin
beslenme davraniglarinin degismesine dayandigini ileri siiriilmiistiir. Biiytlikgiizel ve Kayaoglu
(2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, niklozamidin etkisi G. mellonella larvalar1 iizerinde
arastirilmig ve niklozamidin 7. evre larva, pupa ve erginlerin yasama oranlarini biiyiik 6lgiide
azalttig1 ve en yiiksek niklozamid konsantrasyonu (%1) larva gelisimini 5 giin, pupa gelisimini

4 giin ve ergin evresini 6 glin geciktigi gosterilmistir.
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Benzer bir ¢alisma da Silva Cruz et al. (2009) tarafindan yapilmistir Apis mellifera (L.)
kiiltiiriine2,5 ve 7,5 (mg/g diyet) oraninda eklenen borik asitin is¢i larvalarinda kontrol grubuna
gore 6liim oranini arttirdigl ve 2,5 mg borik asit uygulamasinin oldiirtildiigii tespit edilmistir.

5. ve 6. giinlerde larva %100, 4. giinde 7,5 mg doz ile 6liim oran1 %100 olmustur.

Tim bu ¢alismalarin yaninda yapilan pek ¢ok calismada benzer sonuglar elde edilmis besin
iceriginin kalite degisiminin serbest radikal olusumuna sebep olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Biiyiikgiizel and Kalender 2007, Biiyiikgiizel and Kalender 2008, Kastamonuluoglu et al.
2020, Aslan et al. 2019, May et al. 2015, Ustundag et al. 2019).

MDA miktarinin kontrole oranla 200, 400 ve 800 mg/L konsantrasyonlarda yiikseldigi
gosterilmistir.  Griseofulvin, reaktif oksijen tiirleri olusumunu indiikleyerek lipid
peroksidasyonuna yol agmis olabilir. Farkli ¢alismalarda arastirmacilar, lipid peroksidasyon
triini olan MDA seviyesindeki artisin reaktif oksijen tiirlerinden lipidlerin kolaylikla
etkilenmesi dolayisiyla olusabilecegi, bir oksidatif stres belirteci olmasi, MDA’nin 6zellikle
aldehitler ilizerinde etkili olmasini sebebiyle oksidatif hasara sebep olabilecegi iizerinde
durulmustur (Akahin et al. 2007, Sochaski et al. 2002, Del Rio et al. 2005 Choi et al. 2010,
Aslantiirk et al. 2011).

Yapilan calismada GST aktivitesinin kontrole oranla 200, 400 ve 800 mg/L konsantrasyonlarda
yukseldigi gosterilmistir. Kastamonuluoglu vd. (2020) yaptig1 bir calismada model organizma
olarak G. mellonella kullanarak griseofulvin gibi antifungal bir madde olan terbinafini farkli
konsantrasyonlarda bocegin besinine ilave edilmistir. Tiim konsantrasyonlarda yasama
oraninin diigmesinin yanisira diisiik terbinafin konsantrasyonunda (0,1 g) PCO miktar1 6nemli
derecede yiikselmis, konsantrasyona bagli olarak MDA miktar1 ve GST aktivitesinde onemli
Olciide ylikselme oldugu gosterilmistir. Aragtirmacilar yiikselen MDA ve PCO miktarlarinin
yasama oranindaki diisiisten sorumlu olabilecegini One slirmiislerdir. Ayrica GST
aktivitesindeki bu yiikselisin, besindeki terbinafin konsantrasyonuna bagli olarak gelisen
oksidatif hasarin dnlenmesi i¢in olabilecegini ileri sirmiislerdir. GST nin antioksidan bir enzim
oldugu, hiicresel lipid peroksidasyon tiriinleri detoksifiye ettigi bilinmektedir (Dubovskiy et al.
2008). Ayrica bu tez calismasinda GST enzim aktivitesinin 400 mg/L ve 800 mg/L

konsantrasyonda yiikseldigi, ayni1 konsantrasyonlarda MDA miktarinin da arttig1 goriilmiistir.
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MDA miktart ve GST aktivitesinin birlikte artist Aslan vd. (2019) ¢alismasinda da rapor
edilmistir. Arastirmacilar bu sonuglart GST enziminin, reaktif oksijen tiirlerinin ve lipid
peroksitlerin detoksifikasyonu ile oksidatif hasarin yok edilmesinde 6nemli etkiye sahip olusu
ile ilgili olabilecegi belirtilmistir. Benzer bir sonug, Biiyiikgiizel (2006) tarafindan, P.
turionellae erginlerinde siiperoksit dismutaz aktivitesindeki ve uzun 6miir parametrelerindeki
artiglarin, bocegin 6ldiiriicli olmayan organofosforlu insektisit dozlarina verdigi bir tepki olarak
kabul edildigi gézlemlenmistir. Bu calismada rapor edilen yliksek MDA ve PCO igeriginin
gosterdigi gibi, organizmada artan biyomolekiiler hasar nedeniyle yiikselen detoksifikasyon
kapasitesinin, bocek tarafindan oksidatif strese karsi gelismis olan adaptif bir tepkiye yol agmis
oldugu ifade edilmistir. Giines ve Biiyiikgiizel (2017) D. melanogaster'in ii¢iincii evre larva,
pupa, ergin ve yumurtalarinda oksidatif stresin 6nemli indikatorleri olan MDA ve PCO miktari
ile GST aktivitesi iizerine etkisi incelemislerdir. Farkli konsantrasyonlarda borik asit iceren
yapay besinlerde yetistirilen D. melanogaster igiincii evre larvalarinin MDA miktar1 6nemli
derecede artmistir. 300 mg/L borik asit iceren besin ile 10 giin siireyle beslenen erginlerin
kontrol besinine gore MDA ve PCO miktarlari 6nemli derecede artmistir. Disilerin
yumurtalarindaki MDA miktari, PCO miktar:i ve GST aktivitesinin 6nemli derecede artttigi
gosterilmistir. Bu sonuglar arastirmacilar tarafindan enzimin seviyesindeki bu artigin borik asit
veya oksidan gibi davranan ve serbest radikal {iretimini hizlandiran ve bdylece larvalarda
oksidatif strese neden olan metabolik {iriinler nedeniyle olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bununla
birlikte 6zellikle 200 ve 300 mg/L borik asidin, ergin erkeklerde GST aktivitesini kontrol besine
kiyasla sirasiyla yaklasik 2,5 ve dort kat artirdigini géstermisler ve Drosophila erkeklerindeki
diren¢ mekanizmasi nedeniyle nispeten direncli bireyler olabilecegini ifade etmislerdir. Ayrica
bu besinle yetistirilen pupa ve ergin erkeklerde MDA diizeyinin disilere gore yaklasik 10 kat
daha fazla artmasinin da bu goriisii destekledigini, borik asidin oksidatif stress belirteci olan
MDA ve PCO diizeylerinde ve 6nemli bir detoksifikasyon enzimi olan GST'nin aktivitesinde
degisikliklere neden oldugunun c¢alismalarinda agik¢a goriilmekte oldugunu ileri siirmiislerdir.
Yapilan tez ¢aligmasinda da MDA ve PCO miktarindaki artis griseofulvinin yol actig1 oksidatif
stres sebebiyle olusmus, GST aktivitesindeki artis bu oksidatif hasarin detoksifiye edilmesi i¢in

olusmus olabilir.

Piccoli et al. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada D. melanogaster’e ninilkloroheksen
(VCH) ve metilciva (MeHg") uygulanmstir. Uygulama, boceklerin yumurtadan ¢ikmasindan
sonra farkli siirelerde uygulanmis ve sonugta yasama orani ti¢ giin boyunca VCH ve MeHg"'ya

birlikte maruz kalan boceklerde azaldigr goriilmiistiir.
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VCH'ye bir giinliik maruz kalma, MeHg"’ye ise li¢ giinliik maruziyet, bocegin bas segmentinde
GST aktivitesinde bir artisa neden olmustur. Tiim viicutta ise tiim uygulamalarda bir giinlikk
maruziyetten sonra GST aktivitesini artmis, ancak sadece MeHg+'ya maruz kalan boceklerde,
lic glnlilk maruziyetten sonra GST aktivitesinde bir artis gozlenmistir. Arastirmacilar bu
sonuglart GST'lerin, VCH metabolitlerinin GSH ile konjugasyonunu katalize ederek hedef
proteinlerle etkilesimlerini 6nledigi ve GST aktivitesindeki bu artisin VCH'ye 6zgii elektrofil
toksisitesine kars1t koyan adaptif bir yanitla ilgili olabilecegi seklinde yorumlamislardir.
Calismamizda goriilen GST aktivititesindeki artis, griseofulvinin sebep oldugu toksisiteye karsi
adaptif bir yanit olabilir. Konus (2015), bir tarim zararlis1 olan Tuta absoluta ile ¢alisma
yapmustir. Calismada laboratuvarda yetistirilen bocekler ile Adana ve Antalya’daki domates
tarlalarindan alinan boceklerin GST aktiviteleri kiyaslanmigtir. Tarlalardan alinin boceklerdeki
GST aktivitesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Aragtirmacilar tarla populasyonunun daha
fazla insektisite maruz kalmis olabilecegini ileri siirmiislerdir. GST aktivitesinin artan oksidatif
stres nedeniyle yiikselebilecegini ¢linkii birgok insektisitin toksik etkisini, reaktif oksijen

tiirlerinin olusumunu indiikleyip oksidatif stres olusturarak gosterebilecegini 6ne siirmiislerdir.
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SONUCLAR VE ONERILER

Bir antifungal madde olan griseofulvinin iyi ¢alisilmis ve kabul géren bir model organizmda
olan D. melanogaster’e farkli konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucunda, bir lipit
peroksidasyon iirlinli olan MDA nin yiikselen konsantrasyonlarda artmasi ve bununla dogru
orantili olarak lipit peroksidasyon {rlinleri iizerinde &zellikle etkili oldugu bilinen
detoksifikasyon enzimi GST’nin aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar ile
yapilanonceki caligmalarin sonuglar1 degerlendirildiginde griseofulvinin bir ksenobiyotik
olarak organizmada ROT olusumunu tetikledigi ve oksidatif strese neden oldugu
diisiiniilmektedir. Bu sonuglarin yaninda tiim evrelerde ve konsantrasyonlarda azalan yasama
orani ve en yiiksek li¢ konsantrasyonda uzayan gelisme siiresi griseofulvinin bocek tizerinde

olumsuz etkisinin oldugunu goéstermektedir.

Farkli enzimatik (SOD, CAT vb.) veya enzimatik olmayan (C vitamini, E vitamini vb.)
antioksidanlarin ayni bocek ve griseofulvin konsantrasyonlarinda denenerek oksidatif stres ile
ilgili daha detayli caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun yanisira griseofulvinin denenen en
diisiik konsantrasyonunun besin kalitesini arttirmak ve kontaminasyonu onlemek amaciyla

kullanilan maddelere alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir.
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