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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

NIKLOZAMIDIN DROSOPHILA MELANOGASTER’IN BAZI BiYOLOJIK VE
BiYOKIMYASAL OZELLIKLERINE ETKIiSi

Gikce USTUNDAG

Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal

Tez Danismant: Prof. Dr. Ender BUYUKGUZEL
Temmuz 2017, 57 sayfa

Drosophila melanogaster’in yapay besin ortamina salisilanilid tiirevi bir antihelmintik olan
niklozamidin belli oranlarda eklenerek beslendi; bocegin yasama orani, gelisme siiresi ve ergin
Omiir uzunlugu iizerine etkisi incelendi. Ayrica bu antihelmintik ilacin bdcegin son evre larvalar
(3. evre), pup ve erginlerinde oksidatif stresin énemli indikatérleri lipid peroksidasyonu tiriinii
malondialdehid (MDA), protein oksidasyonu firiinii protein karbonil (PCO) miktarlart ve
detoksifikasyon enzimi glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi tizerine etkisi belirlendi. Kontrol
besini ile karsilastirldiginda, bu antihelmintik maddenin belirtilen konsantrasyonlar1 3.evreye
ulasan larva oranini, pup ve ergin olma oranini 6nemli derecede azaltmistir. Kontrol besininde %
94,00 + 1,00 oranminda 3.evre larvasi elde edilmesine karsin en yiiksek konsantrasyon olan 800
mg/L’de bu oran % 14,00 £ 1,73’e diigmiistiir. Kontrol besininde erginlerin 42,08 + 0,50’si
yasarken en yliksek konsantrasyon olan 800 mg/L’de bu siire 2,30 + 0,15 giine diismiistiir.
Niklozamidin tiim konsantrasyonlari D. melanogaster’in son evre larvalarinda, pup evresinde ise
100 mg/L, 200 mg/L ve en yiiksek niklozamid konsantrasyonlarinda MDA miktarin1 kontrol

grubuna gore 6nemli derecede azalttig1 tespit edilmistir.



OZET (devam ediyor)

Son evre larvalarinda protein karbonil miktar1 diisiik niklozamid konsantrasyonlarinda
diigmiistiir. 400 m/L niklozamid konsantrasyonu pup evresinde GST aktivitesini onemli
derecede yiikseltmistir. Arastirmada elde edilen sonuglar, Niklozamidin oksidatif stres
belirteglerindeki artisa sebep olmasi D. melanogaster’in biyolojik Ozellikleri ve

detoksifikasyon enzimi iizerine de olumsuz yonde etkisini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, Oksidatif Stres, Niklozamid, Yasama

Bilim Kodu: 401.02.00



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

THE EFFECT OF NICLOSAMIDE ON SOME BIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL
ASPECTS OF DROSOPHILA MELANOGASTER

Gikce USTUNDAG

Biilent Ecevit University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology

Thesis Advisor: Prof. Dr. Ender BUYUKGUZEL
July 2017, 57 pages

Niclosamide which is an antihelmintic derivative of salisilanilid; was added in certain amounts
to artificial diets of Drosophila melanogaster (Meigen). Furthermore, effects on survival rate,
develpoment time and adult longevity of insects were examined. The effect of this
antyhelmintic antibiotic on important oxidative stress indicators; lipid peroxidation product,
malondialdehyde (MDA) and protein oxidation products; protein carbonyl (PCO) contents and
a detoxification enzyme, glutathione S-transferase (GST) activity in 3th-instar larvae, pupae
and adult stage of the insect were also investigated. Compared with control diet, the tested
concentrations of niclosamide significantly decreased survivorship in 3th-instars, pupal and
adult stages of the insect. The control diet produced 94.0 + 1.0 % of 3th stage larvae whereas
in the highest concentration (800 mg/L), this ratio decreased to 14.00 % + 1.73. While 42.08 +
0.50 % of the adults are survived in the control diet, longevity decreased to 2.30 + 0.15 days in

the highest concentration.



ABSTRACT (continued)

All concentration of niclosamide resulted in increased MDA contents in last stage larvae of D.
melanogaster and concentrations of 100, 200 and 800 mg/L niclosamide increased pupal MDA
content in comparison to control. At low concentrations of niclosamide, protein carbonyl
decreased at last stage of larvae. The diet with 400 mg/L niclosamide concentration
significiantly increased GST activity in pupal stage. The results of this work indicated that the
negative effects of niclosamide on biological characteristics of D. melanogaster is due to
increase of oxidative stress and crippled detoxification capacity of the insect.

Keywords: Drosophila melanogaster, Oxidative Stress, Niclosamide, Survival

Science Code: 401.02.00
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BOLUM 1

GIRIS

Giliniimiizde, besinsel 6neme sahip bitkilerin gelisimini ve verimini diisiiren tarimsal ilaglar
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu ilaglar, tarimsal alanlarda bocek popiilasyonlarinin
kontrol edilmesinde ¢ok etkin bir yontem olmasina karsin bilingsizce kullanilmalar1 sonucu
zararli birgok bocek tiirliniin bu tiir ilaglara kars1 direng olusturulmasina sebep olmaktadir

(Ozparlak 2003).

Zirai miicadele arastirma ve uygulamalarinda kullanilan kimyasal maddelerin her biri pestisittir.
Insanlarin besin kaynaklarina zarar veren, hastalik yayan bdcekler, bitki patojenleri,
mikroorganizmalar ve yabani otlar gibi zararli organizmalar1 engellemek ya da kontrol altina

almak icin kullanilirlar (Giiler ve Cobanoglu 1997).

Modern tarimin tamamlayicilardan biri olan pestisitler, toksik ve biyosidal maddeler olarak
bilinmektedir. Havada, suda, toprakta, yagmurda ve yiizeysel sularda bulunan pestisitlerden

biitiin canlilar etkilenmektedir (Giiler ve Cobanoglu 1997).

Pestisitlerin %75°1 tarimsal alanlarda kullanilmaktadir. Pestisitler, boceklere karsi kullanilanlar
(insektisit), yabanci otlara karst kullanilanlar (herbisitler), mantarlara karsi kullanilanlar
(fungusitler), yumusakgalara kars1 kullanilanlar (mollusitler), kemiricilere kars1 kullanilanlar
(rodendisitler), uyuz bocekleri ve parazitlere karsi kullanilanlar (akarasitler) seklinde

isimlendirilir (Giiler ve Cobanoglu 1997).

Bu tiir pestisitlerin bir kismi toprakta, bitki veya hayvan biinyesinde ya dogrudan dogruya ya
da olusan daha toksik metabolitler halinde birikerek uzun siire viicutta kalabilmektedir.
Kimyasal miicadelede kullanilan maddelerin o6zellikle insektisit gruplarinin ekosistem
tizerindeki kotii etkilerinden dolay1 zararlilarla miicadelede degisik arayislara gidilmis ve bu

maddelere karsi koruyucu 6nlemler alinmaya baslanmistir (Haynes 1988).



Spesifik olmamalarindan dolay: insektisitler sadece hedef organizmalar1 degil, omurgali veya

omurgasiz organizmalari da etkilemektedir (Giiler ve Cobanoglu 1997).

Etki siirelerinin daha uzun olmas1 sebebiyle zirai miicadelede en ¢ok kullanilan kimyasallar
insektisitlerdir. Kimyasal insektisitlerin bir kismi hedef organizmanin sinir sistemleri iizerine
toksik etki gdsteren ndrotoksikanlardir. insektisitlerin nérotoksik etkilerini sinir sisteminde
sodyum, potasyum, kloriir iyonlarinin membran transportunu interfere ederek veya spesifik

enzimleri inhibe ederek gosterir (Gliler ve Cobanoglu 1997).

Boceklerin - kimyasal — miicadelesinde;  Organoklorinler,  Pyretroidler, Karbamatlar,
Organofosfatlar olarak siniflandirilan 4 c¢esit insektisit grubu vardir (Ishaaya 2000). Bu
insektisit gruplari arasinda organofosforlu insektisit grubu en yaygin olarak kullanilan kimyasal

maddedir.

Insektisitler bdceklerin metabolik faaliyetlerinde degisikliklere, enzim aktivitelerinde birtakim
bozukluklara, davranis bozukluklarina, beslenme aliskanliklarinda degisikliklere, verimli

bireyler elde edilmesini engelleyerek tireme bozukluklarina sebep olmaktadir (Haynes 1988).

Gilinlimiizde kimyasal maddelerin yerini dogada var olan, zararlilarin dogal diismanlar
parazitoit, predatdr ve entomopatojenler gibi biyolojik miicadele etmenleri almaya baslanmigtir.
Bunlarin disinda ¢evreye daha az toksik etkisi bulunan maddelerin arastirilmasi veya farkli
miicadele yontemlerinin gelistirilmesine yonelik 6zellikle son yillarda oldukca fazla ¢alisma

yapilmistir (Haynes 1988).

Son yillarda yapilan galigmalar ile klinik olarak dnemli antimikrobiyal antibiyotiklerin zararl
boceklerin miicadelesinde kullanilmaya baslanmis ve Oonemli sonuglar elde edilmistir. Bu
yiizden antibiyotik insektisitlere olan ilgi artmis ve son yillarda bu konudaki ¢alismalar da
yogunluk kazanmistir. Antibakteriyel, antifungal ve antiviral antibiyotikler bdceklerin
biyolojisi lizerinde olumsuz etkiler gdstermelerine karsin boceklerdeki etki mekanizmalar1 tam
anlamiyla olarak ortaya ¢ikarilamamis olup, antihelmintik ilaglarin bocekler lizerindeki etkisi

ise bilinmemektedir.



Bazi antiviral antibiyotiklerin bocek hiicreleri {lizerinde oldiiriici etkiye sahip oldugunun
gosterilmesi ilgiyi antibiyotiklerin boceklerdeki etki mekanizmasini ortaya ¢ikarmaya yonelik
caligmalara yoOneltmistir. Antibiyotikler daha onceki c¢alismalarda boceklerin yetistirildigi
yapay besin ortamina ilave edilerek mikrobiyal kontaminasyonlar1 6nlemek, besin alimini
uyarmak, bocekler tizerindeki etkilerini tespit etmek amaciyla kullanilmistir (Liles 1958, Ouye
1962, Vail et al. 1968, Singh and House 1970, Xie et al. 1986, Grenier and Liu 1990, Pearson
and Raybould 1998, Biiyiikgiizel 2001, Biiyiikgiizel and Yazgan 2002, Alverson and Cohen
2002, Inglis and Cohen 2004). Yapilan son ¢alismalar bu kullanilan antibiyotiklerin bocekler
tizerinde oksidatif etkiye neden oldugu ¢esitli biyokimyasal analizler ile gdsterilmistir.
Biiytikgiizel and Kalender (2007, 2009) tarafindan boceklerde transaminazlar ALT ve AST
enzimlerinin aktivitelerindeki degisimler antibiyotik toksisitesinin siddetini gosteren bir
belirtegler oldugunu belirtilmistir. Bir bagka calismada ise ¢esitli antibiyotikleri iceren ve dogal
besinler ile beslenen Philosamia ricini (Boisd) larvalarinda transaminaz enzimlerinin
aktifligindeki artisin, bdcek metabolizmasinin bozuldugunun bir gostergesi oldugu

belirtilmistir (Eid et al. 1989).

Antihelmintik ilaglar insan ve hayvanlarda sindirim kanali, solunum yollari, karaciger ve
benzeri organlardaki parazitler lizerinde etkilidir. Antihelmintikler i¢ parazitleri ya konak¢inin
viicudunda oldiirerek veya sadece viicut disina atilmalarini saglayarak hastay1 parazitlerden

arindirirlar (Bonomo and Salata 1996, Grover et al. 2001, Balcioglu 2003).

Ik defa 1959 yilinda Schraufstaater ve Gomert tarafindan hazirlanan niklozamid, insan ve
hayvanda sestodlar tarafindan meydana gelen enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ilaglarin

etken maddeleri arasinda yer almaktadir (Oztop 1996).



Sekil 1.1 Niklozamidin kimyasal yapisi (URL-1 2017).

Kimyasal yapis1 sekil 1.1°de, li¢ boyutlu yapis1 sekil 1.2°de verilen niklozamidin kapali formdilii
C13HsCI2N204, molekiiler agirligr 327.117 g/mol’diir. Niklozamidin kimyasal formiilii ise 5-
chloro-N-(2-chloro-4-nitrophenyl)-2-hydroxybenzamide’dir (URL-1 2017).

Sekil 1.2 Niklozamidin {i¢ boyutlu yapis1 (URL-1 2017).

Niklozamid parazitlerin mitokondrisinde oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek -etkisini
gosterirler. Ayrica birgok helmintik paraziti ilgilendiren anaerobik metabolizmay1 da inhibe

edebilirler. Antihelmintik ilaglar parazitlerde baglica enerji metabolizmasin1 bozarak

noromuskiler iletimi etkiler.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C13H8Cl2N2O4&sort=mw&sort_dir=asc

Glukoz emilimi veya taginmasini etkileyerek glikojen metabolizmasini bozar ve glikolizi dnler.
Niikleik asit sentezini ve sonugta iiremeyi engeller. Niklozamidin gastrointestinal kanaldan
belirgin bir emilimi olmayip, digki ile viicuttan atilir. Emilen kismu ise etkisiz bir metaboliti

olan aminoniklozamide gevrilir (Sanli ve Kaya 1994).

Niklozamid hemen hemen zehirsiz bir madde olup tedavi dozunun (50-100 mg / kg) 40 kat1
miktarda verilen evcil hayvanlarda toksisitesi goriilmemistir (Booth and Mc Donald 1982).
Sindirim kanalindan son derece sinirl 6l¢iide emilmesinin bu 6l¢iide giivenli olmasinda katkisi

vardir (Sanli ve Kaya 1994).

Parazit bulasan hayvanlar tarafindan diski ile dis ortama birakilan antiparaziter ilaglarin
diskinin parcalanmasi ve dagilimi sonucunda besin zinciri aracilifiyla hedef olmayan bazi
canlilarin gelisimi ve yasama oranini olumsuz yonde etkiledigi gosterilmistir (Schmidt 1983,
Halley et al. 1989). Ornegin Macri et al. (1988) bakteriyel ve protozoal enfeksiyonlarm
tedavisinde kullanilan furazolidonun sivrisinek tiirii Culex pipiens molestus larvalarina oldukga
toksik etki yaptigim1 gostermistir. Bu bilgilerin 1s1¢inda hayvanlarda antihelmintik olarak
kullanilan kimyasallarin zararli boceklerin kimyasal miicadelesinde de segici olarak
kullanilabilecegi diigiiniilmiistiir. Diger taraftan G. mellonella’nin da dahil oldugu bazi
boceklerin klinik kullanima sahip antiparaziter, antibakteriyel ve antifungal ilaglarin etkisini
denemede model olarak kullanildig1 ayrica bilinen bir durumdur. Diger taraftan, Lepidoptera
takimina ait bir bocek tiirii olan Spodoptera eridania bazi antimikrobiyal ajanlarin antioksidan
enzimlerin degisimlerini yansitan prooksidan etkilerini arastirmak i¢in in vivo bir model olarak

kullanilmaktadir (Schmidt 1983, Halley et al. 1989).

Bu tez ¢alismasinda Drosophila melanogaster model organizma olarak kullanilmistir. Calisma
tarim zararlis1 boceklerle miicadelede niklozamidin insektisit olarak kullanabilirliginin
belirlenebilmesi i¢in 6nem arz etmektedir. Bu sebeple yapilan ¢alismada yapay besine eklenen
niklozamid etkisinin belirlenmesinde Drosophila melanogaster (Meigen)’in yumurtadan yeni
¢ikmis larvalari kullanilmis olup bdcegin larvalart bu maddeyi igeren besinlerde ergin evreye

kadar yetistirilmistir.

Niklozamidin bocegin yasama, gelisme ve ergin biyolojik 6zellikleri ile 3. evre larva, pup ve ergin
evrelerindeki lipit peroksidasyon miktari, protein oksidasyonu diizeyi ve detoksifikasyon

enzimi Glutatyon-S-Transferaz aktivitesi tizerine etkisi arastirilmistir.






BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 DROSOPHILA MELANOGASTER

Meyve sinegi olarak da bilinen Drosophila (nem seven) ad, ilk olarak isvecli entomolog Carl
Frederick Fallen tarafindan 1823 yilinda verilmistir (Roberts 2006). Giiniimiizde de pek ¢ok
genetik ¢aligmada kullanilan Drosophila melanogaster ilk defa 1910 yilinda Thomas Morgan

tarafindan genetik diinyasina tanitilmistir (Tiirel 2013). (Sekil 2.1).

f P
&

Sekil 2.1 Drosophila melanogaster (Buchon et al. 2013).

Laboratuvar ortaminda kolaylikla kiiltiire alinmasi, yasam dongiilerinin kisa olmasi, bir dolde
¢ok sayida yavru vermeleri gibi 6zellikleri nedeniyle Drosophila cinsine ait pek ¢ok tiirii
genetik ve biyokimyasal calismalarda kullanilan model organizma haline getirmistir
(Ashburner 1989).



D. melanogaster dkaryotik bir canli olup, insan ve diger dkaryotik organizmalarla korunmus
gen bolgelerine sahiptirler, genel hiicre metabolizmas1 bakimindan da benzerdirler. Bu sebeple
yaygin olarak kullanilan baz1 kimyasallarin biyolojik etkisini test etmek i¢in uygun bir deney

hayvanidir (Doane 1967, Cakir ve Sarikaya 2004, Sarikaya et al. 2010).

Yapilan bir calismada bazi organik fosfatli bilesiklerin (metil paratiyon, diklorvos, vb.) ve gida
boyalarmin farkli konsantrasyonlarmin D. melanogaster’in yasama yiizdesi iizerine etkisi
incelenmis ve bu maddelerin toksik etkileri saptanmistir (Cakir ve Sarikaya 2004, Sarikaya et

al. 2010).
Hayvanlar aleminin Insecta sinifi, Diptera takimi, Drosophilidac familyasina ait olan D.
melanogaster eksiyen meyveler iizerinde gelistigi i¢cin meyve sinegi olarak da adlandirilir

(Ozata 2006).

Drosophila melanogaster’in taksonomideki yeri asagida belirtildigi gibidir:

Regnum : Animalia

Phylum : Arthropoda

Subphylum : Mandibulata-Antennata
Clasis . Insecta-Hexapoda
Subclasis : Pterygota

Stiperordo : Mecopteroidae

Ordo : Diptera

Subordo : Brachycera

Familie : Drosophilidae

Genus : Drosophila

Species : Drosophila melanogaster

2.1.1 Drosophila Melanogaster’ in Hayat Dongiisii

D. melanogaster dkaryotik canli grubunun igerisinde yer almaktadir. Drosophila’da gelisim iki
donemde meydana gelir. Gelisimin ilk evresi olan embriyonik dénem, yumurtanin déllenmesi

ile baglar ve gen¢ larvanin yumurtadan ¢ikmasina kadar devam eder. Embriyonik gelismeler



yumurta zarlari icinde meydana gelir. Gelisimin ikinci evresi post emriyonik donemdir. Geng
larvalarmin yumurtadan ¢iktig1 andan ergin hale gelinceye kadar gegirdigi tim degisikliklerdir

(Bownes 1975). Asagidaki sekilde bocegin hayat siklusu gosterilmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2 D. melanogaster’in yasam dongiisii. a-) yumurta, b-) 3. evre larva, c-) pup evresi-
d-) ergin evre (BEU, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Hayvan Fizyolojisi -
Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda ¢ekilmistir. Fotograf: Feyza YAZICI 2017).

D. melanogaster hayat devri bulundugu ortamdaki sicaklik degisikliklerine gore farklilik

gdstermektedir. 25 ‘C’de optimum sartlarda yumurtanin ergin hale gelebilme siiresi 8-10 giin

arasinda degismektedir. D. melanogaster holometabol (tam metamorfozlu) bir bécek olup hayat

dongiisii yumurta, larva, pupa ve ergin donemlerden meydana gelmektedir (Demirsoy 2003).



2.1.1.1 Embriyonik Gelisme
2.1.1.1.1 Yumurta ve Yumurta Olusumu

D. melanogaster disileri normal sartlarda 2 adet ovaryuma sahiptir. Ovaryum 40 ovariolden
meydana gelir ve oogenez bu ovarioller i¢erisinde meydana gelir. 16 hiicrelik bir y1gin olacak
sekilde boliinen diploit bir oogonium ile oogenez baslar (Graf et al. 1992, Kalthoff 1996). Yi1gin
genisledikce 1 oosit ve 15 yardimci hiicreden meydana gelen yumurta gemberi olusur (Browder
et al. 1991, Fulga and Rorth 2002). Oositin biiyiime asamasinda besin saglayan yardimci
hiicreler biiylimenin sonunda tahrip olur. Oosit birkag¢ giin i¢inde olgunlasir ve hemen ardindan
metafaz 1 evresine kadar devam edem mayoz baslar. Dollenme gergeklestikten hemen sonra

mayoz tamamlanir, yamurta birakilir (Graf et al. 1992).

D. melanogaster’in yumurtalart 0,5 mm uzunlugunda oval ve beyaz renklidir (Sekil 2.3).
Yumurtanin besin i¢ine batmasii engelleyen anterior ucundan dorsalden uzanan bir ¢ift
flament bulunmaktadir (Demirsoy 2003). Ciftlesmeden hemen sonra birakilan D. melanogaster

yumurtalart optimum sicaklikta yaklasik 24 saat i¢inde agilir ve larva gikar (Graf et al. 1992).

..

Sekil 2.3 D. melanogaster’in yumurtasi. (BEU, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii,
Hayvan Fizyolojisi - Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda ¢ekilmistir. Fotograf:
Feyza YAZICI 2017).
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2.1.1.2 Post Embriyonal Gelisme
2.1.1.2.1 Larva

D. melanogaster’in larvalari beyaz renkli olup agiz pargalari siyahtir ve kolayca
gozlemlenebilir (Sekil 2.4). Larvalar beslenmeleri sirasinda besin i¢ine kanal agar ve hareket

ederler. Pupa olana kadar iki kez deri degistirirler (Demirsoy 2003).

Sekil 2.4 D. melanogaster’in 3. evre larvasi. (BEU, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimi,
Hayvan Fizyolojisi — Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda ¢ekilmistir. Fotograf:
Feyza YAZICI 2017).

Larvalarda 12 segmentten bulunurken bunlar 1 bas, 3 toraks, 8 abdomenden olusur. Viicut
duvarlari distan ige dogru ekzokutikula, endokutilula, epidermis tabakalarindan meydana gelir
ve oldukga esnektir (Graf et al. 1992). Larvalarin puplasmasi i¢in 0.3 mg’lik esik agirlig
gecmesi gerekir. Esik agirligi gegen larvalar sari, kahverengi bir renk alarak besiyerini terk

ederek kuru bir yere geger ve pupa halini alirlar (Ashburner 1989).

2.1.1.2.2 Pupa Evresi

Pup evresi hareketsizdir (Sekil 2.5). Beslenme gerceklesmez ve pup sart kahverengi bir
renktedir. Kanatlari, gozleri ve ayaklari pupa evresindeyken fark edilebilir. 25 "C’de optimum

sartlarda bu evre 4 giin stirmektedir (Demirsoy 2003).
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Sekil 2.5 D. melanogaster’in pupu. (BEU, Molekiiler Biyoloji ve Genetik B&liimii, Hayvan
Fizyolojisi - Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda cekilmistir. Fotograf: Feyza
YAZICI 2017).

Puparium denilen sertlesmis kiitikuladan olusan larvalar ortii ile cevrelenmis haldedir. Ilk
olustugunda yumusak ve beyaz olan puparium larva gelisiminin son saatinde eksikteroid

hormonunun artis1 ile meydana gelir (Ashburner 1989).

D. melanogaster metamorfozu pupa igerisinde gergeklestirir. Tikrik bezleri, yag doku,

bagirsak ve kaslar ayrigirken histoblastlar olusur (Graf et al. 1992).

2.1.1.2.3 Ergin Evresi

Yumurta olusumundan sonra ergin evreye gecis yaklasik 9-11 giin siirer (Sekil 2.6). D.
melanogaster erginleri pupa kilifinin anterioriinii delerek ¢ikarlar. Pupadan yeni ¢ikan erginler
acik renkli ve yumusaktirlar, kanatlari ise heniiz a¢ilmamistir. Bu durum birka¢ saat sonra
degisir ve kanatlar agilarak pup ergin hale geger. Omiir uzunluklar1 25 'C’de 40-60 giin arasinda
degismektedir. Pupadan ¢ikan disi bireyler yaklasik 5 saat sonra ¢iftlesebilirler ve 2-3 giinde
yumurta birakmaya baglar. Disilerin yumurta birakmasi ciftlesmeye bagli degildir fakat

dollenmemis yumurtalar agilmaz (Demirsoy 2003).
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Sekil 2.6 D. melanogaster’in ergini. (BEU, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Hayvan
Fizyolojisi - Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda cekilmistir. Fotograf: Feyza
YAZICI 2017).

2.1.2 D. Melanogaster’in Baz1 Morfolojik ve Kalitsal Ozellikleri

D. melanogaster ergin bireyleri bas, toraks ve abdomen olmak iizere ii¢ kistmdan olusur. D.
melanogaster’in erginlerinin esey tayininde erkek bireylerin 6zelliklerine bakilarak disilerden
kolaylikla ayirt edilebilmektedirler. Abdomen disi ve erkek bireylerin ayriminda kullanilan
onemli bir bolimdiir. (Falakali 1990). D. melanogaster’in disilerinde abdomen 7 segmentli
olup uzun ve ucu sivridir. Erkeklerin abdomenleri ise disilere gore daha kisa, 5 segmentli ve
yuvarlagimsidir. Disilerde ayrica abdomen yaglanma ve stirekli yumurta gelisiminden dolay:
genisler. Disi ve erkeklerde abdomen kisminda koyu ve agik bantlar bulunur. Abdomen
tizerindeki bu bantlar disilerde en alt kisma kadar devam eder. Erkeklerde ise son bantlar

birlesik ve koyu bant seklindedir (Demirsoy 2003).

Yapilan mikroskobik incelemelerde genital yapida da farkliliklar oldugu gdzlemlenmistir.
(Falakali 1990). Disi ve erkek bireylerde genital plaklarinda, disilerde vagina ve aniis,
erkeklerde ise penis ve aniis bulunmaktadir. Bunun yaninda erkekler disilerden farkli olarak
esey taragina (sexcomb) sahiptir. Esey taragi erkeklerde her on bacagin bazal tarsus
segmentinin metatarsusu iizerinde kii¢lik tarak seklinde bulunmaktadir ve bu esey tayinindeki

en onemli 6zelliktir (Demirsoy 2003) (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1 D. melanogaster’in bazi kalitsal 6zellikleri.

MUTANT WILD (YABANI TUR)
GOZ RENGI Beyaz, siyah Kirmizi, oval
KANATLAR Kirik kanat Diiz kanat
VUCUTTAKI KILLANMA Kisa ve kalin killar Uzun ve diiz killar
VUCUT RENGI Siyah, sar1 vb renkler Griye yakin

2.1.3 D. Melanogaster’in Yasama Gelisim ve Omiir Uzunlugunu Etkileyen Faktorler

D. melanogaster’in yasama gelisim ve 6miir uzunlugu sicaklik, beslenme, birey sayisi, genetik

faktorler gibi etkenlerden etkilenebilir.

2.1.3.1 Sicakhik

Insektalar poikilotermal canlilar olduklarindan metobolik hizlari ¢evresel sicakliklardan
etkilenir. D. melanogaster in normal gelisim siiresi 25 C’de yaklasik olarak 10 giin iken daha
yiiksek sicaklikta gelisim siiresi diiser (Lints and Lints 1971, Economos and Lints 1984,
Ashburner 1989). Diisiik sicakligin biyosentez reaksiyonlarini yavaslattigi ve gelisim siiresini
uzattifi bununla beraber besinin etkili bir sekilde kullanilamamasindan kaynakli olarak
beslenme periyodunun uzadigi saptanmistir (Economos and Lints 1984). Benzer sekilde
poikilotermik canlilarda gevresel sicakligin yiikselmesi ile Omiir uzunlugu kisalmaktadir

(Bagc1 vd. 1990, Bagci ve Bozcuk 1991, Sestini et al. 1991).

2.1.3.2 Birey Sayisi

Larval yogunlugun gelisim iizerine etkisinin arastirildigi calismalarda birey sayisindaki
farkliligin rekabeti arttirdigi ve buna bagli olarak gelisimi yavaslattigi tespit edilmistir (Lints
and Lints, 1971, Economos and Lints 1984, Yonemura et al. 1991, Foley and Luckinbill 2001).
Larval donemdeki birey fazlaligi erginlerin ge¢ ve kiiclik ¢ikmasma yol agarken, kiigiik

bireylerin daha uzun yasamasina neden olmaktadir (Ashburner 1989, Mcintyre and Gooding

2000).
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Bunun aksine yogun populasyonlu ortamlardaki larvalar puplasma i¢in gerekli besini depo

edemediginden pupal 6liimler meydana gelebilmektedir.

2.1.3.3 Nem

Birgok drosophila tiiri normal gelisim i¢in yiiksek neme ihtiya¢ duyar (Ashburner 1989). D.
melanogaster larvalarinin beslendigi ortamlarin nemine bagli olarak bireylerin gelisim siiresi

etkilenmektedir (Hodge 2001).
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BOLUM 3

MATERYAL METOD

3.1 D. MELANOGASTER KULTURUNUN DEVAMI VE DENEY ORTAMI

D. melanogaster (Meigen)’in Oregon R soyu (Diptera: Drosophilidae) yabanil tip (W1118, wild
type) ergin bireyleri Cek Cumhuriyeti Masaryk Universitesinden RNDr. Pavel Hyrsl tarafindan
laboratuvarimiza getirilerek boliimiimiizdeki Biyokimya ve Fizyoloji arastirma laboratuvarinda
cam siselerde yapay besin ile yetistirerek stok kiiltiir olusturuldu. Kiiltiiriin devamlilig1 ergin
bireylerin yumurta birakmasi, yumurtalarin 3. larval evresi, pup evresi ve ergin olmasi bunu
takiben ergin bireylerin yeni bir besin hazirlanilarak bu besine aktarilmasi ile gergeklestirildi.
Deneylerde kullanilan stok kiiltiirler ve deney diizenegi % 60-70 bagil nem, 12 saat aydinlik 12

saat karanlik ve 25 + 2 °C sicaklikta olan laboratuvar ortaminda yapildi.

3.2 BESIYERININ HAZIRLANMASI

Laboratuvar sartlarinda D. melanogaster kiiltiiriiniin devamini saglamak igin patates ve siikroz
iceren yapay besin kullanildi (Rogina et al. 2000, Lesch et al. 2007). Kiiltiiriiniin devami i¢in
kullanilan bu besin D. melanogaster iizerinde niklozamidin etkisini incelemek amaciyla
gerceklestirilen beslenme deneylerinde de kontrol besini olarak kullanildi.
Besin;

e 8 g agar- agar (ultrapure),

e 20 g D-Siikroz,

e 11,78 g kuru toz maya (Dr. Oetker Gida San. ve Tic. A.S., Torbali- Izmir),

e 0,8 g L-Askorbik asit,

e Etanolde % 3.5’lik nipajin (p-hidroksibenzoik asit metil ester, kristal) ¢6zeltisinden

7,72 ml,
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e 36 g patates piiresi (Knorr, Unilever Sanayi ve Ticaret Tiirk A. S. Umraniye, Istanbul),

e 1000 ml saf sudan olugsmaktadir.

Gerekli miktarda agar (8 g), siikkroz (20 g), kurumaya (11,78 g) tartilarak {izerine 600 ml saf su
ilave edildi. Elde edilen karisim kaynar su banyosunda araliklarla karistirilarak yaklagik 30 dk
kaynatildi. Diger yanda patates piiresi (36 g) lizerine 400 ml saf su eklenerek patates pliresi
¢oziindii ve kaynamakta olan ilk karisima eklendi. Yaklasik 15 dk boyunca araliklarla
karistirilarak besin kaynatildi. Homojen hale gelen besin sogumaya alindi. Besin yeterince
soguduktan sonra cam siselere alinmadan nipajin ( 7,72 g) ve absorbikasit (0,8) gram lizerine
eklendi. Hazirlanan besin cam siselere yaklasik 1/3°1 dolacak sekilde aktarildi. Besin katilasana
kadar 30 dk kadar beklendi. Stok kiiltiirden elde edilen disi ve erkek erginler yeni besin
siselerine aktarilip siselerin agzi temiz bir pamuk ile kapatildi (Giines 2013). Bu islem 7 giinde
bir tekrarlanilarak kiiltliriin devamlilig1 saglandi. Yapilan bu islemler bir dl¢iide degistirilerek

1986°da Roberts’in kullandig1 yontemler temel alinarak uygulanda.

3.3 NIKLOZAMIDIN DENEYLERDE KULLANILMASI

Bu c¢alismada salisilanilid grubu bir antihelmintik madde olan niklozamid kullanildi.
Denenecek olan konsantrasyonlarin araliginin belirlenmesi i¢in niklozamid ile 6n beslenme
deneyleri yapildi. D. melanogaster igin ergin evreye gelene kadar gelisim evrelerini
tamamlayabilecegi konsantrasyon araligi belirlendi. Niklozamidin besine ilave edilmesi ile
yiiriitiilen deneylerde kontrol grubu hari¢ 1000 ml besine 100, 200, 400 ve 800 mg/ L diizeyinde
niklozamid ilave edildi. Niklozamid besin katilasmadan hemen once ilave edildi. Kontrol
deneylerinde ise yalnizca niklozamid i¢ermeyen besin kullanildi. D. melanogaster iizerinde
niklozamidin konsantrasyonlart belirlenerek bocegin yumurtadan ergin evreye kadar yasama,
gelisimi, ergin Omiir uzunlugu ve 3. larval evre, pup ve ergin evrelerinde, MDA, PCO miktar1

ve antioksidan enzimlerden GST aktivitesine etkisi incelendi.

3.4 D. MELANOGASTER’IN YASAMA ORANI VE GELISIM SURESI iLE ILGILI
NiKLOZAMIDIN iLE YAPILAN DENEYLER

D. melanogaster’in yasama orani ve gelisme siiresi i¢in yapilan deneylerde yapay besin ortami

hazirlanarak niklozamidin denenen konsantrasyonlari besi yerlerine ilave edildi. Besinler 15
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ml’lik cam siselere esit miktarlarda dagitildi. Yumusak uglu fir¢a yardimi ile niklozamidin
icermeyen kontrol grubuna ve belirlenmis olan 100 mg/L, 200 mg/L, 400 mg/L ve 800 mg/L
niklozamidin bulunan besin ortamlarinin her birine 25 adet 1.evre larvalar1 birakilarak {izerleri
hidrofil pamuk ile kapatildi. Birinci evreden 3.evreye, pup ve ergin evreye ulasan bireylerin
oranlar1 belirlenerek hesaplandi. 3. evre, pup ve ergin evreye ulagsmalari i¢in gecen siire giin
olarak belirlendi. Deneyler 4 tekrar olarak laboratuvarda bocegin kiiltiriiniin yapildigi 25 + 2
‘C % 60-70 bagil nemde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda gerceklestirildi.

3.5 D. MELANOGASTER’IN ERGIN OMUR UZUNLUGU IiLE iLGIiLi YAPILAN
DENEYLER

Niklozamidin igermeyen kontrol grubu ve icerisinde 100 mg/L, 200 mg/L, 400 mg/L ve 800
mg/L niklozamidin bulunan besin ortamlarinin her birinden 25 adet 15 ml’lik cam siselere 5’
er ml esit olarak dagitildi. Yumusak uglu firca yardimi ile 1. evre larvalari besi yerlerine
birakildi. 1. evre larvalar1 bu besinde ergin evreye kadar yetistirildi. Ergin evreye kadar bireyler
her giin 5’er ml esit olarak dagitilmis besin bulunan siselere aktarildi. Kontrol grubu ve
niklozamidin farkli konsantrasyon gruplarindaki erginler her giin belirli saatlerde kontrol edildi.
En son erginin 6liimiine kadar her bir erginin émiir uzunlugu siiresi belirlendi. Bu islem stok

bocek kiiltiirliniin yetistirildigi ortam sartlarinda gergeklestirildi.

3.6 BIYOKIMYASAL ANALIiZLER

D. melanogaster’in kontrol grubu ve belirlenen niklozamidin konsantrasyonlardaki besin
ortamlarina birakilan yumurtalardan her bir konsantrasyon igin 25’er adet larva, pup ve ergin
toplandi. Bu islem dort kez tekrarlandi. Toplanan larva, pup ve erginlerden MDA, PCO
miktarlar1 ve GST aktivitesi belirlendi. Her bir gelisim evresi i¢in toplanan bireylerin
ekstrasyonu homojenizasyon tamponu (% 1,15’lik KCI (Potasyum kloriir), 25 mM K>HPO4
(Potasyum hidrojen fosfat), 5 mM EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit), 2 mM PMSF
(Fenilmetilsiilfonil florid), 2 mM DTT (Ditiyotiretol), pH: 7,4) icerisinde ultrasonik
homojenizatoér (Bandelin Sonoplus, HD2070, Berlin, Germany) kullanilarak +4 ‘C’de 15’er
saniyelik siireler ile liger defa (10 sn, 30 W) tekrarlandi. Elde edilen homojenat, GST tayini
icin 16000 x g’de 20 dk santrifiijlenerek yapildi. MDA miktar1 deneylerinde 6rnekler 1,15°1ik
KCIl kullanilarak ultrasonik homojenizatérden gegirildi (10 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus,
HD2070, Berlin, Germany) ve homojenat +4 ‘C’de 2000 x g’de 15 dk, PCO miktar1 tayini i¢in
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homojenizasyon tamponu ile homojenize edilen &rnekler +4 “C’de 1000 x g’de 10 dk santrifiij
edilmesi ile elde edilen iist siv1 kullanildi. Arastirmanin bu agsamasinda niklozamidin 100 mg/L,
200 mg/L, 400 mg/L ve 800 mg/L’lik konsantrasyonlari ile yetistirilen larva, pup ve ergin
bireylerinde MDA, PCO miktar1 ve GST aktivitesi belirlendi.

3.6.1 MDA Miktarimn Olgiilmesi

D. melanogaster 6rneklerinin pargalama isleminde ultrasonik homojenizator kullanildi (15 sn,
30 W) (Bandelin Sonoplus, HD2070, Berlin, Germany). Homojen hale gelen 6rneklerden 200
ul alinarak tizerine pH 7,4 olan 800 pl fosfat tamponu (18 mM NaCl, 18 mM NazHPQg), 25 pl
0,04 M BHT ve 500 pul % 30’ luk TCA ilave edildi ve vortekslendikten sonra 2 saat buz i¢inde
karanlikta bekletildi. Daha sonra 6rnekler 15 dk + 4 °C, 2000 x g’de santrifiij edildi ve elde
edilen siipernatanttan 1 ml alinarak tizerine 0,1 M’lik EDTA ve % 1’lik Tiyobarbitiiriik asit
(TBA) eklenerek 45 dakika boyunca kaynar su banyosunda bekletildi. TBA ile reaksiyona giren
lipid peroksidasyonun son iiriinii MDA spektrofotometrede 532 nm’deki absorbans degeri
okunarak miktar1 hesaplandi. MDA analizinde plastik 1,5 cm lik kiivetler kullanildi. MDA
miktar1 1,56 x 10° M™cm™ kat sayis1 kullanilarak nmol/mg protein olarak verildi (Jain and
Levine 1995).

3.6.2 PCO Miktarimin 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 iirtinlerin 370 nm’de absorbanslarinin dl¢tilmesi temeline dayanarak yapildi.
Homojenizasyon tamponu (% 1,15’lik KCI, 25 mM K>HPO4, 5 mM EDTA, 2 mM PMSF, 2
mM DTT, pH: 7,4) eklenen &rnekler + 4 ‘C ultrasonik homojenizatérde (15 sn, 30 W) (Bandelin
Sonoplus, HD2070, Berlin, Germany) pargaland1 ve +4 ‘C’de 1000 x g’de 10 dk santrifiij

edilmesi ile elde edilen st stvi PCO miktarinin belirlenmesinde kullanildi.

3.6.3 GST Aktivitesinin Olciilmesi

Habig et al. (1974) tarafindan gelistirilen metod GST (EC 2.5.1.18) aktivitesi dlgiilmesinde

kullanildi. GST aktivitesi 6l¢timii i¢in 3 ml’lik cam kiivetlere 2,5 ml 50 mM fosfat tamponu,
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200 pl 20 mM rediikte glutatyon ve 150 pl siipernatant eklendi. Bu karisima 150 pl 25 mM 1-
chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ilave edilerek enzimatik reaksiyon baslatildi ve 2 dakika
stiresince yiikselen absorbanslar okundu. Yiikselen absorbans CDNB’nin rediikte glutatyon ile
reaksiyona girerek tiyoether yapisinin meydana gelisini ifade etmektedir. Enzim aktivitesi 340
nm’de (e340: 0,0096 uM.cm™?) siipernatantta bulunan 1 mg toplam protein basina 1 dakikada
olusturulan tioether miktar1 olarak Ol¢iildii. Enzimin spesifik aktivitesi ise pmol/mg

protein/dk’dur.

3.6.4 Toplam Protein Miktarmin Olciilmesi

Lipid peroksidasyon {iriinii olan MDA miktarin1 ve antioksidan enzimlerden GST aktivitesini
hesaplamak i¢in 6rnek Oziitlerinden total protein tayini deneyi yapildi. 600 nm’de 6rneklerin
absorbanslar1 dlgiildii. Orneklerdeki protein tayini igin farkli konsantrasyonlarda BSA (Bovin
serum albumin) ¢ozeltileri hazirlanarak standart grafik elde edildi. Bu standart grafikten toplam
protein miktarlart hesaplandi (Lowry et al. 1951). Protein oksidasyonu sonucunda meydana
gelen PCO miktarini hesaplanmast igin total protein tayini yapildi. Orneklerin absorbanslari
280 nm’de spektrofotometrede dlgiildii. 6 M guanidin hidrokloriir ile BSA standart ¢ozeltileri
hazirlandi. Standart grafik olusturularak total protein miktari hesaplandi (Pajot 1976).

3.7 VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Calismada gelisme stiresi, disi ve ergin Omiir uzunlugu, MDA, PCO miktarlari, GST aktiviteleri
ile 1lgili verilerin degerlendirilmesinde tek yonlii “Varyans Analizi” (ANOVA) (SPSS 1997),
ortalamalar arasindaki farkin 6nemini saptamak i¢in “LSD Testi” (SPSS 1977), yasama orani
ile ilgili verilerin degerlendirilmesinde ise “y* (Chi square) Testi” kullanild1 (Snedecor and

Cochran 1989). Ortalamalarin 6nemi 0,05 olasilik seviyesinde degerlendirildi.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1 NIKLOZAMIDIN D. MELANOGASTER LARVALARININ YASAMA ORANI VE
GELISME SURESINE ETKIiSI

D. melanogaster’in larvalarinin yagama orani ve gelisme siiresine niklozamidin etkisi ¢izelge
4.1°de verilmistir. Niklozamid igermeyen kontrol besinine gore denenen tiim niklozamid

konsantrasyonlar1 3. evreye ulasan larva, pup ve ergin olma oranini 6nemli derecede azaltmistir

(Sekil 4.1).

100_ d a a

9

=

g

o) m | arva
]

= ® Pup
g .
S = Ergin

Kontrol 100 200 400 800
Niklozamid Konsantrasyonlari

Sekil 4.1 Niklozamidin D. melanogaster’in 3. evre larva, pup ve ergin bireylerinin yasama
oranina etkisi.
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Kontrol besininde larvalarin % 94,00 £ 1,00’1 3. evreye ulasirken denenen en yiiksek
niklozamid konsantrasyonu olan 800 mg/L’de bu oran % 14,00 £+ 1,73’e diismdstiir. Benzer
sekilde niklozamidin 100, 200, 400 mg/L olan konsantrasyonlarinda yasama orani sirasiyla

81,00 + 1,65, 65,00 = 2,17, 50,00 + 1,00’e diismiistiir (Cizelge 4.1) (Sekil 4.2).

100 +
90 -

80 -
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50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0

Kontrol 800
lelozamld Konsantrasyonlarl

Yasama Oram (%)

Sekil 4.2 Niklozamidin D. melanogaster’in 3. evre larvalarinin yasama oranina etkisi.

Kontrol besininde pup olma orani 94,00 + 1,00 olarak tespit edilmesine karsin niklozamidin
belirlenen diger konsantrasyonlarinda (100, 200, 400, 800 mg/L ) bocegin pup olma orani
sirastyla 81,00 + 1,65, 63,00 + 3,57, 50,00 = 1,00, 14,00 + 1,73 seklinde azalmigtir (Cizelge
4.1) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Niklozamidin D. melanogaster’in puplarinin yagama oranina etkisi.
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Larval ve pup evrelerinde oldugu gibi ergin evredeki bireylerin yagsama oran1 da kontrol besini
ile karsilastirildiginda 6nemli derecede diistiigii goriilmistiir. Niklozamidin denenen en yiiksek
konsantrasyonu olan 800 mg/L’de ergin olma 11,00 £ 0,86'a anlamli derecede diisiis
gozlemlenmis olup, kontrol besininde bu deger 94,00 + 1,00 olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.1) (Sekil 4.4).

100 - a
90 B b

S 80 - T

< 70 - C

E 60 - ! ’

|

S 50 - =

£ 40 -

2 30 -

>~ 20 - e
10 - =

0 . . . : .
Kontrol 100 200 400 800

Niklozamid Konsantrasyonlari

Sekil 4.4 Niklozamidin D. melanogaster’in ergin bireylerinin yasama oranina etkisi.

Niklozamidin denenen tiim besinsel konsantrasyonlar1 (100, 200, 400 ve 800mg/L) bocegin son
evreye (3. evre), pup ve ergin evreye ulagma siiresi lizerinde istatistiksel olarak énemli bir etki

yapmamistir.

Kontrol besini ile en yiiksek konsantrasyon 800 mg/L niklozamid igeren besin ile
karsilastirdigimizda 3. evreye ulasma siiresi, pup olma siiresi ve ergin olma siiresi lizerine
istatistiksel olarak anlamli etki gozlemlenmedigi ortaya ¢ikarilmistir. Denenen en yiiksek
niklozamid miktarinin 3. evre larvasina ulagma siiresini ve pup olma siiresini yaklagik 1 giin,
ergin olma siiresini ise yaklasik 3 giin olarak uzattigi tespit edilmistir (Cizelge 4.1).
Niklozamidin D. melanogaster’in 3. evre larva, pup ve ergin bireylerinin gelisme siiresine etkisi
sekil 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.5 Niklozamidin D. melanogaster’in 3. evre larva, pup ve ergin bireylerinin gelisme
stiresine etkisi.
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Sekil 4.6 Niklozamidin D. melanogaster’in 3. evre larvalarinin gelisme siiresine etkisi.
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Sekil 4.7 Niklozamidin D. melanogaster’in puplarinin gelisme siiresine etkisi.
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Sekil 4.8 Niklozamidin D. melanogaster’in ergin bireylerinin gelisme siiresine etkisi.
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4.2 NIKLOZAMIDIN D. MELANOGASTER ERGIN OMUR UZUNLUGU UZERINE
ETKIiSi

D. melanogaster erginlerinin 6miir uzunluguna niklozamidin etkisi ¢izelge 4.2’de verilmistir.
Yapilan deneylerde niklozamidin belirlenen konsantrasyonlarini igeren besinler igerisinde
yetistirilen erginlerin kontrol grubundaki ergin bireyler ile hayatta kalma siireleri karsilagtirildi.
Kontrol grubuna gore niklozamidin kullanilan tiim konsantrasyonlarinda (100, 200, 400 ve 800
mg/L) bécegin ergin dmiir uzunlugu 6nemli derecede kisalmustir (Sekil 4.9). Kontrol grubunda
ortalama 6miir uzunlugu 42,08 + 0,50 giin iken, 100 mg/L antihelmintik konsantrasyonunda
22,89 £ 0,52 giin, 200 mg/L konsantrasyonunda 16,35 + 0,33giin, 400 mg/L konsantrasyonunda
8,41 = 0,51 giin, 800 mg/L konsantrasyonunda 2,30 £+ 0,15 giline diigmiistiir. Artan besinsel
niklozamid konsantrasyonu ile ters orantili olarak ergin Omiir uzunlugunun kisaldigi

belirlenmistir.
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Sekil 4.9 Niklozamidin D. melanogaster’in ergin bireylerinin dmiir uzunluguna etkisi.
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Cizelge 4.1 Niklozamidin D. melanogaster larvalarinin yasama orani ve gelisme siiresi iizerine etkisi.

Pup olma

Pup olma

) o 3.evreye ulasan 3.evreye ulasma Lt Ergin olma Ergin olma
N'k(lr?]zg;[])'d'n larva orani (%) siiresi (giin) orant (%) siiresi (giin) orant (%) siiresi (giin)
(Ort"+ S.H)* (Ort"+ S.H) (Ort”"+ S.H)f (Ort”"+ S.H)f (Ort™+ S.H)f (Ort™+ S.H)f

0,0008 94,00 £ 1,00a 3,00 £ 0,03a 94,00 = 1,00a 4,07 + 0,02a 94,00 = 1,00a 8,02+ 0,02a

100 81,00 £ 1,65b 3,06 £ 0,04a 81,00+ 1,65b 4,08 + 0,04a 81,00+ 1,65b 8,16+ 0,10a

200 65,00 £ 2,17¢ 3,36+ 0,07a 63,00+ 3,57c 4,23+ 0,05a 63,00+ 3,57c 8,23 + 0,06a

400 50,00 £ 1,00d 3,33+ 0,04a 50,00 £ 1,00d 4,35+ 0,06a 50,00 £ 1,00d 8,33+ 0,04a

800 14,00 £ 1,73e 4,15+ 0,36b 14,00 £ 1,73e 4,70+ 0,15b 11,00 £ 0,86e 11,13+ 1,28b

“Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar igin 25 larva kullanilds.

 Aymi siitunda ayni1 harfi igeren degerler birbirinden farkl1 degildir, P > 0,05 (y?testi, LSD Testi).

YKontrol besini (Niklozamidin igermeyen).
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Cizelge 4.2 Niklozamidin D. melanogaster ergin 6miir uzunlugu tlizerine etkisi.

Ergin 6miir uzunlugu (giin)

Niklozamidin
(mg/L) (Ort" + S.H)
0,0008 42,08 + 0,50a
100 22,89 +0,52b
200 16,35+ 0,33c¢
400 8,41+ 0,51d
800 2,30 +0,15¢

“Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar igin 25 ergin kullanildi.

TAyni siitunda ayn1 harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).
Y Kontrol besini (Niklozamidin icermeyen).



4.3 NIKLOZAMIDIN FARKLI KONSANTRASYONLARI ILE YETISTIRILEN D.
MELANOGASTER’IN FARKLI GELiSIM EVRELERINDE MDA, PCO, GST
AKTIVITESI UZERINE ETKIiSi

D. melanogaster’in yumurtadan yeni ¢ikmis larvalari antihelmintik bir madde olan
niklozamidin belirli konsantrasyonlarini igeren besinler ile ergin evreye kadar yetistirilmistir.

Bocegin 3. evre larvalarinda, pup ve ergin bireylerinde MDA, PCO, GST aktiviteleri

belirlenmistir.

Denen niklozamid konsantrasyonlarini igeren yapay besinler ile beslenen D. melanogaster’in
3. evre larvalarinda MDA miktar1 kontrol grubuna gore diisiis gostermistir (Sekil 4.10 ve 4.11).
Kontrol grubunda MDA miktar1 0,99 + 0,15 nmol/mg protein iken niklozamidin denenen tiim
konsantrasyonlarinda (100, 200, 400, 800 mg/L) MDA miktarlari sirasiyla 0,43 + 0,10, 0,37 +
0,04, 0,47 = 0,14, 0,56 = 0,07 nmol/mg protein olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.3).

2 Larva
Pup
@ Ergin

MDA Miktari (nmol/mg protein)

Kontrol 100 200 400 800
Niklozamid Konsantrasyonlar:

Sekil 4.10 Niklozamidin D. melanogaster’in 3. evre larva, pup ve ergin bireylerinin MDA
miktarina etkisi.
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Sekil 4.11 Niklozamidin D. melanogaster’in 3. evre larvalarinin MDA miktarina etkisi.

Niklozamidin farkli konsantrasyonlari ile yetisen bocegin pup evresindeki MDA miktarinda
kontrol grubuna gore denenen konsantrasyonlardan 100, 200 ve 800 mg/L’de diisiis
goriilmiistiir (Sekil 4.12). Niklozamidin 400 mg/L’nin pup evresindeki MDA miktarinda
kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa da bir artis
gozlemlenmistir. Kontrol grubunda MDA miktar1 1,50 £ 0,42 nmol/mg protein iken
niklozamidin denenen tiim konsantrasyonlarinda (100, 200, 400, 800 mg/L) MDA miktarlari
sirastyla 0,58 + 0,14, 0,59 + 0,09, 1,67 + 0,06, 0,71 + 0,04 nmol/mg protein olarak tespit

b b
J b b : [
| b ’
T T
Kontrol 100 200 400 800

edilmistir (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.12 Niklozamidin D. melanogaster’in puplarinin MDA miktarina etkisi.
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D. melanogaster’in ergin bireyler ile yapilan deneylerde kontrol besinine gore denenen tiim
niklozamid konsantrasyonlarinda MDA miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir (Sekil 4.13). Kontrol grubunun MDA aktivitesi 1,32 = 0,39 nmol/mg protein
olarak kaydedilmistir. Niklozamidin denenen konsantrasyonlarinda (100, 200, 400 ve 800
mg/L) bu oranlar sirasiyla 1,68 + 0,46, 1,75+ 0,56, 1,08 + 0,01, 1,95 + 0,57 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.5).
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Sekil 4.13 Niklozamidin D. melanogaster’in ergin bireylerinin MDA miktarina etkisi.

Antihelmintik ila¢ olan niklozamidin denenen konsantrasyonlarini iceren yapay besinler ile
beslenen D. melanogaster’in 3.evre larvalari, puplart ve erginlerinde belirlenen PCO

miktarinda 6nemli sonuclar elde edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Niklozamidin D. melanogaster’in 3. evre larva, pup ve ergin bireylerinin PCO
miktarina etkisi.

Niklozamid bulunmayan kontrol grubunda 3. evre larvalarinin PCO miktar1 346,13 + 92,5
nmol/mg protein olarak bulunmustur. Niklozamidin denenen 100, 200, 400 mg/L
konsantrasyonlarini igeren yapay besinler ile beslenen D. melanogaster’in 3.evre larvalarinda
ise PCO miktar1 sirasiyla 97,68 + 23,0, 76,89 + 4,2, 118,87 + 1,6 nmol/mg protein olarak
kaydedilmis ve istatistiksel olarak da anlamli bir fark ¢ikmistir (Cizelge 4.3) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Niklozamidin D. melanogaster’in 3. evre larvalarinin PCO miktarina etkisi.
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D. melanogaster’in pup evresinde kontrol grubunun protein karbonil miktar1 339,86 + 64,3
nmol/mg protein olarak belirlenmistir. Niklozamid ile yapilan ¢alismada denenen 100, 200,
400, 800 mg/L’lik konsantrasyonlarda bu oranlar sirastyla 220,50 + 43,0, 182,02 £ 45,5, 384,37
+ 88,2, 123,08 £ 10,6 nmol/mg protein olarak tespit edilmis olup kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak onemli bir farkin olmadigi bulunmustur (Cizelge 4.4)

(Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 Niklozamidin D. melanogaster’in puplarinin PCO miktarina etkisi.

Kontrol grubunda D. melanogaster’in ergin bireylerinde protein karbonil miktar1 158,63 + 34,1
nmol/mg protein olarak bulunmustur. Denenen en yliksek niklozamid konsantrasyonu 800
mg/L’de PCO miktar1 95,35 + 12,4 nmol/mg protein olarak bulunmasma karsin kontrol
grubuyla karsilastirildiginda istatiksel olarak bir fark tespit edilmemistir. Buna karsin
niklozamidin 200 mg/L ile en yiiksek konsantrasyon arasinda anlamli bir fark oldugu tespit

edilmistir (Cizelge 4.5) (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 Niklozamidin D. melanogaster’in ergin bireylerinin PCO miktarina etkisi.
Antihelmintik bir madde olan niklozamid ile yapilan ¢alismada meyve sinegi D.
melanogaster’in 3.evre larva, pup ve ergin evrede GST aktivitesi {izerine etkisi incelenmis olup

kontrol grubuna gore yiiksek niklozamid konsantrasyonlarinda GST aktivitelerinde diisiis

oldugu gozlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 Niklozamidin D. melanogaster’in 3. evre larva, pup ve ergin bireylerinin GST
aktivitesine etkisi.
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D. melanogaster’in 3.evre larvalariin GST aktivitesi, kontrol grubu (niklozamid igermeyen
besin) ile igerisinde farkli konsantrasyonlarda (100, 200, 400 ve 800 mg/L) niklozamid
bulunduran besinler incelendiginde; kontrol grubunda, GST miktar1 51,24 + 10,5 pmol/mg
protein/dk bulunmus olup bu deger siras1 ile en diisiik konsantrasyondan en yiiksek
konsantrasyona dogru; 22,84 + 3,4, 45,55 + 3,0, 22,83 + 1,5 ve 26,59 = 7,0 umol/mg protein/dk
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3) (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 Niklozamidin D. melanogaster’in 3. evre larvalarinin GST aktivitesine etkisi.

Niklozamidin D. melanogaster’in puplarinin GST aktivitesi iizerine etkisine bakildiginda
kontrol grubunda GST aktivitesi 45,82 + 9,8 umol/mg protein/dk olarak tespit edilmistir olup;
100 ve 200 mg/L niklozamid konsantrasyonlarinda GST aktivitesi siras1 ile 29,15 + 6,2
pumol/mg protein/dk ve 22,79 + 4,0 umol/mg protein/dk olarak tespit edilmistir. Fakat GST
aktivitesindeki bu azalma istatistiksel olarak anlamli ¢gitkmamistir (Cizelge 4.4) (Sekil 4.20).
Buna karsilik 400 mg/L niklozamid konsantrasyonunda GST aktivitesi onemli derecede
artirmistir. Bu konsantrasyonda GST aktivitesi 171,99 + 23,0 umol/mg protein/dk’ya kadar
yiikselmistir.
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Sekil 4.20 Niklozamidin D. melanogaster’in puplarinin GST aktivitesine etkisi.

D. melanogaster’in ergin evredeki GST aktivitesi iizerindeki etkileri incelendiginde
niklozamidin 100 ve 200 mg/L konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli olmayan bir diisiis gozlemlenmistir; bu azalma sirasiyla 23,16 + 5,1, 26,05 + 8,3

pumol/mg protein/dk olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.5) (Sekil 4.21).
En yiiksek niklozamid konsantrasyonu (800 mg/L) kontrol grubu ile karsilastirildiginda, GST

aktivitesini yaklasik olarak 3 kati kadar artirmistir. Kontrol grubunda tespit edilen GST
aktivitesi 54,31 + 15,0 pmol/mg protein/dk’dir (Cizelge 4.5).
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Sekil 4.21 Niklozamidin D. melanogaster’in ergin bireylerinin GST aktivitesine etkisi.
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Cizelge 4.3 Niklozamidin D. melanogaster son evre larvalarindaki MDA, protein karbonil miktar1 ve GST aktivitesi tizerine etkisi.

) o MDA Protein Karbonil GST aktivitesi
Niklozamidin ] ] ]
(mg/L) (nmol/mg protein) (nmol/mg protein) (umol/mg protein/dk)
m
J (Ort™+ S.H)f (Ort™+ S.H)' (Ort™+ S.H)'
08 0,99 £0,15a 341,13 £ 92,5a 51,24 £10,5a
100 0,43 +£0,10b 97,68 +23,0b 22,84 +£3,4b
200 0,37 + 0,04b 76,89 + 4,2b 45,55 +3,0a
400 0,47 +0,14b 118,87 = 1,6b 22,83 £1,5b
800 0,56 £ 0,07b 381,02 + 84,5a 26,59 +7,0b

“Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar icin 25 larva kullanildi.

*Aymi siitunda ayn1 harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).

YKontrol besini (Niklozamid icermeyen).
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Cizelge 4.4 Niklozamidin D. melanogaster pup evresindeki MDA, protein karbonil miktar1 ve GST aktivitesi lizerine etkisi.

) o MDA Protein Karbonil GST aktivitesi
Niklozamidin ] ] ]
(mg/L) (nmol/mg protein) (nmol/mg protein) (umol/mg protein/dk)
m
J (Ort™+ S.H)f (Ort™+ S.H)' (Ort™+ S.H)'
08 1,50 £ 0,42a 339,86 + 64,3a 45,82 +9,8a
100 0,58 £ 0,14b 220,50 +43,0a 29,15+ 6,2a
200 0,59 + 0,09b 182,02 +45,5a 22,79 £4,0a
400 1,67 + 0,06a 384,37 £ 88,2ab 171,99 +23,0b
800 0,71 +£0,04b 123,08 £ 10,6ac 68,66 + 14,4a

“Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar igin 25 pup kullanildi.

*Aymi siitunda ayn1 harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).

YKontrol besini (Niklozamid icermeyen).
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Cizelge 4.5 Niklozamidin D. melanogaster ergin evresindeki MDA, protein karbonil miktar1 ve GST aktivitesi lizerine etkisi.

) o MDA Protein Karbonil GST aktivitesi
Niklozamidin ] ] ]
(mg/L) (nmol/mg protein) (nmol/mg protein) (umol/mg protein/dk)
m * * *
J (Ort"+ S.H)! (Ort™ + S.H)* (Ort™+ S.H)*
08 1,32 +0,39a 158,63 +34,1a 54,31 +£15,0a
100 1,68 + 0,46a 171,55 +35,5a 23,16 +5,1a
200 1,75+ 0,56a 342,50 £85,5 ab 26,05 +8.3a
400 1,08 +£0,01a 243,63 £41,0a 50,14 +£9,5a
800 1,95+ 0,57a 95,35 + 12,4ac 166,23 + 44.5b

“Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar igin 25 ergin kullanildi.

*Aymi siitunda ayn1 harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).

YKontrol besini (Niklozamid icermeyen).



BOLUM 5

TARTISMA

Bu ¢alismada Drosophila melanogaster model alinarak, salisilanilid grubu antihelmintik bir
madde olan niklozamidin bocegin yasama parametreleri ile oksidan ve antioksidan diizeyine
etkisi arastirilmistir. Calismada sirasiyla iki sonug elde edilmistir. Ik olarak, yar1 sentetik
besine ilave edilen niklozamidin model organizma D. melanogaster’in yumurtadan yeni ¢ikmis
larvalarinin ergin evreye kadar yasama, gelisimine, ergin Omiir uzunluguna etkisi incelenmis
olup, sonraki asamada ise bocegin farkli gelisim evrelerindeki (larva, pup ve ergin) lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve antioksidan enzimlerden Glutatyon—S-Transferaz

(GST) aktivitesi {izerine etkileri incelenmistir.

Niklozamidin tiim konsantrasyonlar1 3. evreye ulasma, pup ve ergin olma oranini 6nemli
derecede azalttigr tespit edilmistir. Sak ve Uckan (2009) tarafindan yapilan ¢alismada da
Cpermethrinin Galleria mellonella’nin pupalagsma ve 6liim oranina etkileri arastirilmis, bizim
sonuglarimiza benzer sekilde cpermethrin dozunun arttik¢a larval gelisim ve pup olma siiresinin
geciktigini, pup olma oraninin azaldigini ve yasama oranini arttigin1 belirtmislerdir. Bazi
calismalarda ise zararli bocekler ile miicadele igin gesitli besinlere ilave edilen borik asit ve
sodyum tetraborat gibi bor tiirevi kimyasallarin yiiksek konsantrasyonlarda gelismeyi
geciktirdigi, yumurta iiretimini ve agilimini azalttig1, larval ve pupal evrede 6liim oranini ve
ergin 6miir uzunlugunu arttirdig1 gézlenmistir (Zurek et al. 2003, Xue and Barnard 2003, Gore
and Schal 2004, Gore et al. 2004, Hyrsl et al. 2007). Bir bagka ¢alismada Cisneros ve arkadaslari
(2002) borik asitin % 0,5 ve % 1°lik konsantrasyonlari tek basina Spodoptera frugiperda’nin
yasama orani lizerine etkili olmadigi bildirilmistir. Yapilan c¢alismada niklozamid miktari
arttikca ergin Omiir uzunlugunda istatistiksel olarakta 6nemli bir diisiis oldugu gozlemlenmistir.
Antioksidan bir madde olan sodyum hipofosfit igeren besinle beslenen bir dipter Zaprionus
paravittiger’de katalaz aktivitesinin arttig1 ve omiir uzunlugu ile katalaz aktivitesi arasinda

olumlu bir iliski oldugu tespit edilmistir (Wadhwa and Sharma 1987).
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Benzer sekilde antioksidan madde olarak diisiik konsantrasyonlarda butillenmis hidroksi anisol
ile beslenen Z. paravittiger’in yasama siiresi uzamis, gelisme gecikmis, yumurta verimi
azalmistir (Wadhwa and Sharma 1987). Bizim sonuglarimizda da niklozamidin en yiiksek
konsantrasyonda ergin dmiir uzunlugu kontrol besinine gore dnemli derecede diigsmiis olup ayni
konsantrasyonda ergin evredeki antioksidan enzimlerden GST aktivitesi de 6énemli derecede

yiikselmistir.

Niklozamidin en yiiksek konsantrasyonu (800 mg/L) tiim gelisim evrelerinde gelisme siiresinin
onemli derece uzamasina neden olurken denenen diger niklozamid konsantrasyonlariin
gelisme siiresi iizerine 6nemli bir etkisi olmamistir. Daha 6nceden Biiyiikgiizel ve Kayaoglu
2014 tarafindan yapilan bir ¢alismada G. mellonella larvalar1 kullanilarak niklozamidin in vivo
insektisit etkisi arastirilmis; niklozamid, 7. evre larva, pupa ve ergin evrelerinin yagsama oranini
onemli derecede diislirdiigli tespit edilmis, bizim sonuglarimiza benzer sekilde denenen en
yiiksek niklozamid konsantrasyonu (% 1,0) ergin gelisme siiresini dnemli derecede uzatmaistir.
Niklozamidin en yiiksek konsantrasyonu bdcegin larval gelisimini 5 giin, pupal gelisimini 4
giin, ergin evreye gelisimini ise 6 giin (45,4 + 1,3 gilin) geciktirmistir. Yapilan ¢alismada ise
kontrol besinle karsilastirildiginda 3. evreye ulasma siiresini 1 giin, ergin olma siiresini de 3
giin uzatmistir. Benzer bir calismada da oksidatif hasarin tamirinde rol alan proteinler
grubundaki metiyonin igeren peptitlerin (peptid-S-metiyonin siilfoksit rediiktaz) D.
melanogaster’de agir1 Uiretilmesi maksimum yasam siiresini artirmig, glutamate-cysteine ligase
(GCL)’1n agir1 tiretilmesi dmiir uzunlugunu % 24 arttirmis, apolipoprotein D’nin asir1 tiretimi
hidrojen perokside (H202) direngte etkili olup D. melanogaster’in 6miir uzunlugunu % 26
oraninda uzattig1 belirtilmistir (Muller ve ark., 2007). Cruz ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
caligmada ise (2009) Apis mellifera (L.)’nin besinine 2,5 ve 7,5 mg/g (mg/g besin) oraninda
ilave edilen borik asit, kontrol grubuna gore isci larvalarin 6liim oranini ilerleyen giinlere gore
artirmisg olup borik asitin 2,5 mg’1 5. ve 6. giinde larvalart % 100 oraninda oldiiriirken, 7,5

mg’da 4. giinde % 100 6liim oranina ulasilmistir.

Birgok biyomolekiiliin ¢esitli enzim aktivitelerinin diizenlenmesinde ve hiicre membranlarinin
biitlinliigiiniin korunmasinda rol aldig1 bilinmektedir. Bu kapsamda larval donemde alinan
besinin bocek gelisimde olduk¢a 6nemli bir yeri bulunmaktadir (Kalyoncu ve Aksoylar 2000).
Bu caligmada niklozamidin bocegin yasama ve gelisme parametrelerinde olumsuz etkisinin
oldugu tespit edilmis olup, bunun ile iliskili olarak boécegin tiim gelisim evrelerindeki

Malondialdehid (MDA), Protein Karbonil (PCO) miktarlarinda ve Glutatyon-S-Transferaz
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(GST) aktivitesinde de 6nemli degisiklikler gézlemlenmistir. Benzer bir etkinin de streptomisin
ile yetistirilen bir baska bocek tiirii olan G. mellonella larvalarinin orta bagirsaginda MDA ve
PCO miktarinin 6nemli derecede arttigi gosterilmistir (Biiyiikgiizel and Kalender, 2008).
Besine ilave edilen 100, 200, 400 ve 800 mg/L niklozamid miktarlarinda bocegin larval
evresindeki MDA, PCO miktarlarinin ve bu indikatorlere paralel olarak GST aktivitesinin de
kontrol grubuna gore 6nemli derecede azaldigi tespit edilmistir. Bu diisiisiin niklozamidin
bocegin yetistirildigi kiiltiir ortamini sagladigimiz besinin yapisinda degisiklik yapmadigi hatta
mevcut yapay besin bilesenleri ilizerinde olumlu yonde bir etkisinin oldugu goriilmektedir.
Laboratuvar ortaminda yapay besin ile yetistirilen bocek tiirlerinde en sik karsilasilan sorun
mikrobiyal kontaminasyonlardir (Biyiikgiizel and Kalender 2008). Bu amagla beslenme
calismalarinda yapay besin ortamlarinda olusabilecek kontaminasyonlart 6nlemek ve yiiksek
kalitede ergin bireyler yetistirmek amaciyla ¢esitli antimikrobiyal ajanlar kullanilmaktadir
(Biiyiikgiizel and Kalender 2008). Elde edilen sonuglar dogrultusunda denenen niklozamid
miktarlarmin besin kalitesini arttirarak larval evrede MDA, PCO ve GST aktiviteleri izerinde
olumlu etki yaptigi, larval ve pup gelisim evrelerindeki MDA miktarindaki azalmanin bécek
tarafindan gelistirilen bir adaptasyondan kaynaklanacag: diisiiniilmektedir. PCO ve MDA
miktarlarindaki azalmanin bdcegin antioxidan savunma sistemi enzimlerinin iyi ¢alismast
sonucunda da azalmis olabilecegi géz onilinde bulundurulabilinir. Bunun yani sira ayn1 bocek
tiriiniin farkli gelisim evrelerinde bile degisik fizyolojik kosullara ve besinsel maddelere
gereksinim duyuldugu bilinmektedir (Grenier et al. 1986). Bu yiizden denenen niklozamidin
besinsel karisimdaki etkisinin bocegin farkli evrelerinde yasam parametreleri ve biyokimyasal

analizlerdeki degisimler beklenen bir sonugtur.

Ksenobiyotiklerin dokularda oksidatif strese bagli olarak, MDA ve PCO diizeyinde artisa neden
oldugu bilinmektedir (Biiyiikgiizel and Kalender 2008). D. melanogaster’in pup evresinde 400
mg/L bulunan niklozamid konsantrasyonu ve ergin evrede ise 200 mg/L niklozamid miktar1
onemli oksidatif stres belirteclerinden biri olan PCO miktarin1 6nemli derecede arttirmistir. Bu
sonuglar niklozamidin boceklerin biyolojik 6zellikleri iizerindeki etkilerinin oksidatif stres ile
iligkili oldugunu gosterdigi gibi diger taraftan niklozamid konsantrasyonuna ve bdcegin
evrelerine gore de degistigini gostermektedir. Pup evresinde 400 mg/L niklozamid
konsantrasyonu ve ergin evrede en yiiksek konsantrasyon 800 mg/L’de GST aktivitesinin
onemli derecede ytikseldigi tespit edilmistir. Bu artisin PCO miktarindaki artigla paralel oldugu
goriilmektedir. Sonuglar niklozamidin asil etki mekanizmasmin yaninda ikincil bir etki

mekanizmasi olarak olusturdugu oksidatif stres araciligiyla boceklerin yasam parametrelerini
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ve diger biyokimyasal islevlerini etkileyebilecegi diisiiniilmiistiir. Benzer bir etki Agianian vd.
(2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada da gosterilmistir. D. melanogaster’de GST-Delta
(GST-1) ve GST 2 olarak GST’nin baslica iki formu, Drosophila stimulans’da ise GST’in
ticiincii bir formunun (GST-Epsilon) bulundugunu belirtmistir. Hunaiti vd. (1995) GST-Delta
siifinin ti¢lincii form ile birlikte Drosophila’da insektisitlere direnci arttirdigini, GST 2’nin ise
daha ¢ok bocegin ucus kaslarinda bulundugunu tespit etmisglerdir. Bir baska calismada ise borik
asitin 620 ppm ve daha yiiksek konsantrasyonlarimin (1250 ve 2500 ppm) G. mellonella’nin
yasama oranini disiirdiigii, gelisme siiresini kisalttigi, ergin Omiir siiresini ise uzattigini
gosterilmis; ve bu konsantrasyonlarin bocegin son evre larvalari ile yeni pup olmus bireylerin
hemolenf ve yag dokusundaki MDA miktarmi arttirmig, antioksidan enzimler Siiperoksit
Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), GST ve Glutatyon Peroksidaz (GPx) aktivitelerini ise 6nemli
derecede degistirdigi gosterilmistir (Hyrsl et al. 2007). Yapilan bir ¢alismada da Endosiilfanin
Helicoverpa armigera (Hiibner)’nmin farkli evrelerindeki GST aktivitesi {izerine etkisi
incelenmis ve aktivitenin bocek yumurtalarinda, pup ve ergin evrelerinde en diisiik seviyede
oldugu ortaya cikarilmis ve bu diisiisiin maruz kaliman kimyasala karsi bocegin direng

gostermesi olarak ileri siiriilmiistiir (Rajurkar et al. 2003).

Baz1 bocek tiirleri lizerinde yapilan birgok caligmada ksenobiyotiklerin bdcegin ¢esitli
dokularinda oksidatif strese neden oldugu ve bu strese karsi antioksidatif savunma
mekanizmalarinda degisiklikler tespit edilmistir (Slepneva ve ark. 1999, Glupov ve ark. 2001,
2003, Lozinskaya ve ark. 2004, Aucoin ve ark. 2005). Niklozamidin yiiksek
konsantrasyonlarinda (400-800 mg/L) D. melanogaster’in pup ve ergin evrelerinde GST
aktivitesindeki artisin besin karisimina ilave edilen niklozamidin prooksidan etkisinden
kaynaklanabilir. Organofosfat insektisitlerden Diazinonun farkli konsantrasyonlarinin Pimpla
turionella’nin SOD ve CAT enzim aktiviteleri tizerine etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada,
kontrol grubuyla karsilastirildiginda SOD aktivitesi onemli derecede arttigi, buna paralel
sekilde CAT aktivitesinin de yiikseldigi gosterilmistir (Kay1s ve ark. 2012). Bir Juvenil hormon
analogu olan Priproksifenin G. mellonella larvalarindaki SOD ve CAT aktiviteleri iizerine
etkisi aragtirilmis ve Priproksifenin 0,0001, 0,0005, 0,001 ve 0,005 mg/ml miktarlarinin 24, 48
ve 72 saatlik uygulamalar sonucunda antioksidan enzimlerden SOD ve CAT aktivitelerinde
yiikselmenin oldugu gosterilmistir (Sezer ve Ozalp 2015). Bir baska calismada ise organofosfat
insektisit olan fenitrotiyonun pamuk ¢izgili yaprak kurdu Spodoptrera exigua L. ve un zararlisi
olan Tenebrio molitor L. tiirlerinin yag dokusu agirliginda ve antioksidan enzimlerden SOD ve

CAT aktiviteleri lizerinde degisiklige sebep oldugu gosterilmistir (Adamski et al. 2003).
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Kadmiyum bir heteropter tiir Oncopeltus fasciatus (Dallas) 'un lipid peroksidasyonu {iriinii olan
MDA seviyesini arttirmig ve bazi antioksidan enzimlerin (CAT, GR, GST) aktivitelerini

diistirmistiir (Cervera et al. 2003).

Bu ¢alismada yapay besine ilave edilen salisilanilid grubu bir antihelmintik madde olan
niklozamidin D. melanagaster’in biyolojik 6zellikleri tizerine etkisi ve ayrica 3. evre larvalari,
pup ve ergin evrelerindeki lipid peroksidasyon ve protein oksidasyonu diizeyleri ile
detoksifikasyon enzimi GST aktivitesine etkisi incelenmis olup, larval evrede besinle alinan
farkli konsantrasyonlardaki niklozamidin bdcegin bazi biyolojik ozellikleri lizerindeki etki
mekanizmasinin oksidatif stres ile iliskisinin biyokimyasal ve fizyolojik temelleri ortaya
konmaya ¢alisilmigtir. Bu konuda farkli etki mekanizmasina ve kimyasal yapiya sahip olan
antibiyotiklerle farkli bocek gruplari iizerinde calismalar yapilmaktadir fakat daha genis bir
bocek grubu ile de detayli galigmalara da ihtiya¢ bulunmaktadir.
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BOLUM 6

SONUC

Antihelmintiklerin parazitlerdeki asil etki mekanizmalarinin yami sira, omurgalilarda
antioksidan enzim aktivitesinin degisimine sebep oldugu bilinmektedir. Ancak
antihelmintiklerin boceklerde, oksidatif stresin 6nemli bir gostergesi olan lipid peroksidasyonu
ve protein oksidasyonuna sebep olduguna yonelik ¢ok az bilgi bulunmaktadir (Biiyiikgiizel ve
Kayaoglu 2014). Bu ¢alisma ile de antihelmintik maddelerin bocekler {izerindeki etki
mekanizmasinin anlasilmasina katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Bunun yani sira
niklozamidin D. melanogaster’in yasam parametreleri ile iliskili olarak oksidatif etkileri
anlagilmaya caligilmistir. Ayni zamanda bu g¢alisma ile Diptera takimimna ait olan D.
melanogaster model alinarak genelde diger zararl tiirlerin kimyasal miicadelesinde antifungal,
antibakteriyel, antihelmintik antibiyotiklerin besinsel karigimlarmin kullanilabilirliginin
laboratuvar sartlarinda arastirilmas: konusunda katkida bulunacagi goriisiindeyiz. Zararl
bocekler ile miicadelede ¢evre ve hedef olmayan canlilara su anda kullanimda olan insektisitler

kadar zararli olmayan maddelerin kullanimina yonelik bir stratejiye onciiliik edilmis olmasidir.
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