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Zararl bocekler ile miicadelede, cevreye ve yararl organizmalara olumsuz etkisi olan sentetik
organik insektisitler yogun olarak kullanilmaktadir. Bu amagla toksik olmayan veya daha az
cevresel zarar1 olan kimyasallarin kullanilmasi konusunda ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu
caligmada antibakteriyel bir antibiyotik olan gemifloksasin (mesilat tuzu) Drosophila
melanogaster (Meigen) larvalarini yetistirmek i¢in kullanilan yapay besin ortamina eklenerek,
bocegin yasam orani, gelisim siiresi, ergin erkek ve disi Omiir uzunluklar1 {lizerine etkisi
laboratuvar kosullarinda incelendi. Ayrica, bu florokinolon sinifi kimyasal maddenin, D.
melanogaster’indisi bireylerinden elde edilen yumurtalarda lipid peroksidasyonu {iriinii,
malondialdehid (MDA) miktari, protein oksidasyonu {iriinii protein karbonil (PCO) miktar1 ve
glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi tizerine etkisi incelendi. Birinci evre larvalar1 150, 300,
600 ve 900 mg/L gemifloksasin igeren besin ortamlarmna birakilarak ergin evreye kadar
beslendi. Kontrol besininde 3. evreye ulasan larva oran1 % 88,00 + 2,00 iken denenen en yiiksek
konsantrasyon olan 900 mg/L’de bu oran % 7,00 + 2,17 ye diistii. Benzer etki pup olma orani
tizerinde de elde edildi. Kontrol besininde 3. evreye ulasma siiresi 3,29 + 0,21 giin iken, en

yiiksek konsantrasyonda bu siire 5,75 + 1,70 gline uzadi.



OZET (devam ediyor)

Gemifloksasin ergin evreye kadar gelisme siiresi ile ergin disi ve erkek omiir uzunlugu iizerinde
onemli bir etki yapti. Kontrol besininden elde edilen disilerdeergin 6miir uzunlugu siiresi 18,31
+ 3,50 giin olaraktespit edilirken, 150mg/L besinde bu deger 31,83 + 1,37 giline uzadigi, en
yiiksek konsantrasyon olan 900 mg/L’de ise 10,82 + 3,19 giine geriledigi belirlendi.
Gemifloksasinin en diisiik konsantrasyonu bocegin yumurtalarindaki MDA miktarini kontrol
besinine gore istatistiki olarak 6nemli derecede azaltti. Bocegin yumurtalarindaki PCO ve GST
aktivitesi incelendiginde ise, gemifloksasin igermeyen kontrol besinindeki PCO miktari ile en
diisiik konsantrasyondaki miktar karsilastirildiginda énemli bir artis gézlenirken, en yiiksek

konsantrasyonda bu oksidatif stres parametrelerinin azaldig tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, gemifloksasin, yasama orani, gelisme siiresi.

Bilim Kodu: 401.02.00.
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Synthetic organic insecticides that is harmful for environment and benefical organisms are
intensively used in combating with pest insects. For this purpose, studies on the use of
chemicals which are nontoxic or have less environmental impairment are being carried out. The
effects gemifloxacin (mesylate salt) that is an antibacterial antibiotic on insect’s survival rate
and developmental time, male and female adult longevity was examined by adding to artificial
diets used for cultivate Drosophila melanogaster (Meigen) larvae in laboratory condition. The
effect of this fluoroquinolone compound on lipid peroxidation product, malondialdehyde
(MDA), protein carbonyl (PCO) and glutathione S-transferase (GST) activities in the eggs of

D. melanogaster were also investigated.

The first-instar larvae were placedonto diets that contain 150, 300, 600 and 900 mg/L of
gemifloxacin and were fed until the adult emergence. While the larval survival rate that reached
to the 3th. instar in control diet were 88.00 + 2.00%, this rate in 900 mg/L which is the highest

tested concentration decreased to 7.00 &+ 2.17%.



ABSTRACT (continued)

Similar effects were obtained on pupation rate. The time to reach to 3th-instar was 3.29 +0.21
days in control, this developmental time in the highest concentration extended to 5.75 + 1.70
days. Gemifloxacin significantly affected adult developmental time, male and female adult
longevity. While female adult longevity was increased at the 150 mg/L (31.83 + 1.37 days)
compared with control diet (18.31 = 3.50 days), this was significantly decreased at the highest
concentration of gemifloxacin to (10.82 + 3.19 days). Compared with control diet, the lowest
concentration of gemifloxacin, the amount of MDA in eggs was decreased of statistically
important level. Relative to the control, the highest concentration of gemifloxacin reduced the
amount of protein carbonyl and GST activity in eggs but the lowest gemifloxacin concentration

increased the seoxidative stress parameters levels.
Key Words: Drosophila melanogaster, gemifloxacin, developmental time, survival rate.
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BOLUM 1

GIRIS

Gelisim, genel anlamda, dollenmis bir yumurtanin boliinme ve farklilasma gibi biyolojik
olaylar sonrasinda karmasik ve bagimsiz organlar sistemini i¢ine alan bir olgudur. Diger bir
deyisle gelisim, bir organizmanin biiylimesi sirasinda artan karmagsikliga yol agan bir

degisimdir.

Gelisim uzun yillardan beri ¢esitli organizmalar kullanilarak arastirilmaktadir. Drosophila
melanogaster (Meigen)’ in laboratuvar sartlarinda kolay tireyebilmesi, ¢ok sayida yavru dol
verebilmesi, yasam dongiisiinii kisa siirede tamamlamasi, ekonomik olmasindan dolay1
biyolojik caligmalarda sik¢a kullanilmasini saglamigtir (Lints and Lints 1971a, David et al.
1975, Economos and Lints 1984, Yonemura et al.1991, Foley and Luckinbill 2001). Canlilar
memeli Mus musculus (Fare), omurgasiz D. melanogaster (meyve sinegi), Nematod
Caenorhabditis elegans (kurtcuk), protist Saccharomyces cerevisiae (Maya), bakteri
Escherischia coli, bitki Arabidopsis thaliana, ve diger omurgalilar grubundan insana kadar
belirli DNA dizilerinde ve proteinleri sifreleyen bazi genlerle benzerlik gosterirler (Yulug

2002).

D. melanogaster, insan hastalik genlerinin %75’ini bulundurur. Belli bir hastaliga ait herhangi
bir gen Drosophila’da gézlemlenebilir ve bu genin ifadesi néral dokularda ve diger fenotipik
ozellikleri iizerinde inceleme yapilabilir. Ornegin, insanda poliglutamin proteinini kodlayan
gen Drosophila’da da ayn1 goreve sahiptir ve bu proteinin ifade olmasi poliglutaminlerin
cogalmasi yolu ile Drosophila’da da insanlardaki gibi geg ortaya ¢ikan hastaliklara ve ilerlemis

hiicre dejenerasyonlarina neden olabilir (Pandeyand Nichols 2011).

D. melanogaster model organizma olarak insektisit, gida katki maddeleri, tekstil boyalart,
genetigi degistirilmis besin maddeleri, klinik 6neme sahip antibakteriyel, antifungal, antiviral

ve antihelmintik ilaglarin ekotoksik, mutajenik, genotoksik etkilerinin incelenmesinde uygun


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nichols%20CD%5Bauth%5D

kullanima sahiptir. Diger taraftan canlilarla ilgili fizyolojik bulgulardan sorumlu biyolojik ritim
genleri, Omiir uzunlugunu etkileyen genler, yaglanmadan sorumlu genler ile ilgili arastirmalarda
da Onemli bir biyolojik organizmadir (Pandey and Nichols 2011). Doérdiincii kusak
kinolonlardan olan gemifloksasin bu c¢alismada ¢esitli konsantrasyonlar da kullanilmistir.
Kinolonlar ¢ok genis bir antibiyotik grubu igeren siniflardan biridir. ilk defa 1962 yilinda
nalidiksik asidin tesadiifen bulunmasiyla kinolonlar yaygin sekilde kullanilmaya baslamistir.
Kinolonlar, canli mikroorganizmalardan elde edilen bir¢cok antibiyotikden farkli olarak

kimyasal yollarla elde edilen sentetik maddelerdir (Ulusoy 2010).

Bu nedenle aslinda antibiyotik degil kemoterapdtik maddelerdir. Bu 6zellikleri laboratuvar
kosullarinda ¢ok sayida farklt yap1 ve mekanizmalara sahip kinolon molekiiliiniin

sentezlenebilmesine olanak saglamaktadir (Andriole 2005).

1962 yilinda antimalaryal bir ajan olan klorokinin sentezi sirasinda tesadiifen kesfedilen
nalidiksik asitle baslayan kinolonlarin hikayesi, bugiin ¢ok sayida ve yaygin kullanilan
iiyeleriyle genis bir aileye doniiserek devam etmektedir (Andriole 2005). Ilk iiyeleri 1970’lerin
baslarinda bulunmus olup giintimiize kadar ¢ok sayida sentezlenmis ve 1980’lerde ikinci kusak
kinolonlar sentezlenmistir (Jacobs 1999). Dordiincii kusak kinolonlar trovafloksasin,
klinafloksasin, gatifloksasin, gemifloksasin, sitafloksasin ve moksifloksasindir. Diger
kusaklara gore en o6nemli farkliliklar1 Bacteroides fragilis gibi anaeorop bakterilere olan
etkileridir. Ugiincii kusak {iyelere gore Streptococcus pneumoniae’ ye etkileri daha fazladur.
Gemifloksasin ililkemizde en son kullanilan solunum yolu kinilonudur. Toplumsal kékenli
pnomoni, akut kronik bronsit ve akut siniizit tedavilerinde kullanimi 2008 yilinda onaylanmigtir
(Saravolatz and Leggett 2003). Gemifloksasin bakterilerde DNA giraz (DNA gyrase) ve
topoizomeraz IV enzimlerinin aktivitelerini 6nleyerek DNA replikasyonunu inhibe etmektedir
(Owens and Ambrose 2005). Gemifloksasin mesilatin kimyasal yapisi, ((R, S)-7-[3-
aminometil-4 metoksimino-1-pirolidinil]1-siklopropil-6-floro-1,4- dihidro -4 —okso -1,8-
naftridin -3 karboksilik asit olup formiilii, C1sH20FN504.CH4O3S diir. Molekiil agirlig: 485,49
g/mol’diir. Beyaz agik kahverengi renkte bir toz olan gemifloksasin suda kolaylikla eriyebilir.

Erime derecesi 235-237 °C arasindadir (Brittain 2011).

Canli organizmalarda Onemli zararlara yol acan, serbest radikaller bir veya daha fazla
ciftlenmemis elektronlar igeren atom ya da molekiiller olarak tanimlanir. Atomlarda elektron

dagilimi incelendiginde elektronlarin kabuklarda oldugu goriiliir. Kabuklar alt kabuklardan, alt



kabuklar da elektron igeren orbitallerden olusur. Serbest radikallerin dis orbitalleri, genellikle
eslesmemis elektron igerir (Halliwell 1994). Radikaller ti¢ farkli mekanizma ile olusur. Yiiksek
sicaklikla kimyasal baglarin kirilmasi, normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ve normal bir
molekiile elektron transferi seklinde meydana gelirler. Bu radikallerin baslicalari; singlet
oksijen (O2), siiperoksit anyonu (O2-), hidroksil (:OH), peroksil (ROO") ve alkoksil (RO")
radikalleridir (Kaur and Kapoor 2001). Serbest radikaller, genelde i¢ ve dis etkenlere bagl
olarak tiretimlerindeki artis1 takiben basta zar fosfolipitleri olmak {izere hiicresel bilesiklerin
timiine (karbohidrat, lipit, protein, DNA) zarar vermekte, membranlar depolarize olmakta,
detoksifikasyonenzimlerin aktivitesi artmakta, hiicre zarinin gegirgenligi ve elektriksel yiik
dengesi degismektedir (Kavas 1989 and Sinclair 1990). Hiicrede baslica mitokondri
olmakiizere hiicre zari, lizozomlar, peroksizomlar, ¢ekirdek ve endoplazmik retikulumda

lokalize olur (Bendich 1986).

Antioksidan savunma sistemi canli viicudunda serbest radikallerin yol a¢tig1 hasar1 ortadan
kaldirmak i¢in ¢esitli mekanizmalardir. Viicudun temel ve en énemli savunma mekanizmasi
antioksidan ajanlardir. Antioksidanlar viicutta zararli etkileri olan serbest radikallere ve
oksidatif strese karsi savunma saglayan suda ya da yag da ¢ozlinebilen hayati biyomolekiillerdir
(Nice 1997). Bunlara “antioksidan savunma sistemleri”, bu sistemde kullanilan molekiillere ise
“antioksidanlar” denir. Antioksidanlar endojen (dogal) ve eksojen kaynakli olabilirler. Dogal
antioksidanlar, siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimatik
antioksidanlar ve askorbik asit, glutatyon, a-tokoferol ve [-karoten gibi non-enzimatik
antioksidanlardan olusmustur (Ferreira et al. 2005). Eksojen antioksidanlar ise folik asit,
NADPH oksidaz inhibitorleri ve sitokinler gibi bazimaddelerdir. Antioksidanlar organizmada
etkilerini; serbest radikal olusumunu engelleyerek, reaktifleri uzaklastirarak, oksijeni
uzaklagtirarak, katalitik metal iyonlarin1 yok ederek, olusan radikalleri uzaklastirarak, olusan
radikalleri daha az etkili hale doniistiirerek, oksidanlariyok ederek (temizleme), bir hidrojen
atarak ve baskilayarak veya serbest radikallerin olusturduklar1 hasar1 ortadan kaldirarak
gosterirler. Boylece serbest radikaller tarafindan proteinler ve DNA okside olmaktan korunmus

olur.

Bu calismada, insan ve hayvanlarin ¢esitli enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan
yeni kusak kinolon grubu 6nemli bir antibiyotik etken maddesi olan gemifloksasinin mesilat
tuzu D. melanogaster’ in 150 mg/L, 300 mg/L, 600 mg/L, 900 mg/L dozlarda besi yerine ilave

edilerek gelisim evrelerindeki yasama orani, bu evrelere gelisim siireleri iizerine etkileri



arastirilmistir. Ikinci deney grubunda ise yine ayn1 dozlarda 50 ml siselere ciftlesmemis disi ve
erkek erginler ayr1 ayri sigelere 15 disi ve 15 erkek seklinde ayri siselerde ergin dmiir uzunlugu

parametreleri ¢alisilmstir.

Son deney grubunda ise, ¢iftlesmemis disilerden elde edilen yumurtalarda MDA, PCO miktar1

ve GST aktivitesi aragtirilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Drosophila melanogaster’in YASAM DONGUSU

D. melanogaster, yasam dongiisiinde yumurta, larva, pup, ergin olmak tizere dort farkli evresi

bulunan tam baskalasim geciren bir bocektir.

Sekil 2.1. D. melanogaster yasam dongiisii (BEU, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii,
Fizyoloji-Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda ¢ekilmistir).

2.2. Drosophila melanogaster’in SISTEMATIKTEKI YERI

Hayvanlar aleminin bdcekler (Insecta) sinifina dahil olan Diptera takiminin Drosophilidae
familyas1 i¢inde bulunur. Larvalar1 eksimis ve ¢liriimiis meyveler iizerinde bulundugundan
meyve sinekleri de denilen bu bocekler, genetik ¢alismalarda deney hayvani olarak yogun

olarak kullanilir.



Alem: Animalia

Sube: Arthropoda

Altsube: Mandibulata — Antennata
Sinif: Insecta — Hexapoda

Alt simif: Pterygota

Ust takim: Mecopteroidae
Takim: Diptera

Alt takim: Brachycera

Aile: Drosophilidae

Cins: Drosophila

Tiir: Drosophila melanogaster

Kullanilan Canh Organizma

Bu ¢alismada, Drosophila melanogaster’in (Diptera: Drosophilidae) yabanil tipi (WIII8, wild
type) Oregon R soyuna ait larva ve erginler kullanilmistir. Meyve sinegi (sirke sinegi)
D. melanogaster, 1990’ lardan giliniimiize kadar genetik ¢alismalar i¢in kullanilmaktadir.

D. melanogaster in deney hayvani olarak kullanilmasinin nedent;

» Kiiltiirlinlin kolay olmasi,

» Cok sayida birey vermeleri,

* Yasam dongiilerinin kisa olmasi,

= Genetik ar1 dol olarak saklanabilmeleri,

» Kiiciik yapili oluslari,

* Az sayida kromozoma sahip olmalari,

» Uciincii evre larvalarinda dev tiikriik bezi kromozomlarinin bulunmasi
= Ekonomik olusu

seklinde siralanabilir (Atl1 2010).



2.3. Drosophila melanogaster’in EVRELERININ MORFOLOJIKOZELLIKLERI

Yumurta ve Olusumu

Drosophila melanogaster yumurtalari, ventral yiizii yuvarlak, dorsal yiizii ise daha diiz olmak
tizere yaklagik 0.5 mm boyunda, 0.2 mm eninde oval sekillidir. Dorsal bolgenin 6n ucunda
yumurtalarin 1slak besi yerine batmasini engelleyen ve yasamsal 6neme sahip oksijenin
alinmasindan sorumlu iki adet ipliksi uzanti bulunur. Bu uzantilar, tim yumurtay1 ¢evreleyen
koruyucu kabuk, koryonun ¢ikintilaridir. Koryonun iginde, yumurtaya siit beyazi goriintiisiinii
veren 151k yansimasina neden olan hava ile dolu siingerimsi bir tabaka vardir (Graf et al. 1992).
Ciftlesmeden hemen sonra doéllenmisyumurtalar birakilir. D.melanogaster’de yumurtalar
25°C’de 22 — 24 saat iginde a¢ilir ve larva ¢ikar (Graf et al. 1992).

Yumurta olusumu (oogenez), ovaryumlarin ovariollerinde gergeklesir. Normal bir disi, toplam
40 ovariolden olusan 2 tane ovaryuma sahiptir. Oogenez, diploid bir oogonium ile baslar.
Oogonium, 16 hiicrelik bir y1gin meydana getirecek sekilde mitoz ile boliiniir (Sekil 2.3). Yigin
igindeki tek hiicreler birbirlerine plazma kopriileri ile baglanmistir (Graf et al.1992; Kalthoff
1996). Y1gn biiytirken yumurta ¢emberi adi verilen yap1 olusur (Sekil 2.4). Yumurta ¢gemberi,
bir oosit, 15 yardimci hiicre ve folikiil hiicre tabakasindan olusur. Yardimci hiicreler, besin
saglayarak oositin bilyiimesine yardim eder (Browder 1991, Fulga and Rorth 2002). Biiyiime
fazinin sonunda oosit, baslangic hacminin yaklasik 100.000 katina ulasir. Daha sonra yardimci

hiicreler bozulmalar meydana gelir ve folikiil hiicreleri koryonu salgilar (Sekil 2.3).

Sekil 2.2. D. melanogaster ‘in yumurtas: (BEU, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii,
Fizyoloji-Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda ¢ekilmistir.)

Birkag¢ giin i¢inde oosit olgunlasir. Mayoz baglar fakat metafaz ’de kalir. Mayoz ancak

dollenme gergeklesirse tamamlanir. Ddllenme sirasinda, disinin uterusu igine transfer edilen



spermler, reseptakulum seminalis (seminal havuz) ve spermateka (sperm deposu)’ya aktarilarak
depolanirlar (Tyler 2000). Yumurta, uterusta ilerlerken dollenirve dollenmis yumurta hemen
besiyerine birakilir. Déllenme mayozun devamini saglar ve yaklasik 15 dakika i¢cinde mayoz
tamamlanir. Mayotik boliinme sonucu meydana gelen disi proniikleusu, erkege ait proniikleus
ile birleserek zigotu olusturur. Embriyonik gelisim, zigotun arka arkaya mitotik boliinmesi ile

yumurtadan larva ¢ikana kadar siirer (Graf et al. 1992).

Anterior ‘\

Epitel 6rtll ———
Folikdl hicreleri

Ovaryumlar

Y

Yardimel hicreler

Ovariol

200 um

Sekil 2.3.Yumurta ¢cemberinin gosterimi (Kalthoff 1996).

Yardimel
Hiicreler

Qosit

Sekil 2.4.Yumurta gemberi (Pokrywka 2008).



Larva

Larvalar, embriyolojik gelisimlerini yaklasik 22 — 24 saat sonra tamamlayarak yumurtadan
c¢ikarlar ve hemen besin almaya baslarlar. Larva, 1 bas, 3 toraks ve 8 abdomen olmak tizere 12
segmentten olusur. Larvalarin viicut duvar1 olduk¢a yumusak ve esnektir (Sekil 1.5). Viicut
duvari, dista ince bir ekzokutikula ve kalin bir endokutikula, icte ise bir epidermis tabakasindan
olusur(Graf et al. 1992). Larval gelisim sirasinda kiitikiil tabakas1 iki kez atilarak yenisi ile
degistirilir. Deri degistirme olarak bilinen bu olay larval yasam ii¢ evreye ayirir. ki deri
degistirme arasindaki donem bir evre (instar) olarak adlandirilir. Larva gelisiminde, L1 (1.
evre), L2 (2. evre) ve L3 (3. evre) olmak iizere ti¢ donem vardir. Birinci evre 1giin, 2. evre 1
giin, 3. evre ise 2 giin siirer. Birinci donemdeki larva, besiyeri yiizeyinde beslenir ve yalnizca
2. evre larva agsamasina gectikten sonra besi yerinin i¢ine girmeye baslar. Larvalar besi yeri

icinde kanallar kazarak beslenirler, bu sirada sadece posterior bolge ylizeydedir.

Sekil 2.5. D. melanogaster’in 3. evre larvas1 (BEU, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii,
Fizyoloji-Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda ¢ekilmistir.)

D. melanogaster larvalari, normal gelisimleri boyunca, agirliklarinin yaklasik 3-5 kat1 kadar
beslenirler. Larvalarin pupalasmaya gecgebilmeleri i¢in belirli bir agirlia ulagmalar
gerekmektedir. Larvalar beslenmelerini tamamlayip yaklasik 0,3 mg’lik agirhiga ulastiklarinda
besi yerini terk ederler ve pupalasma i¢in kuru bir yere (kiiltiir sisesinin duvarina) gog¢ ederler.

D. melanogaster’de bu evreden 24 saat sonra (25°C), pupalasma baslar (Ashburner 1989).

Pupa

Besiyerini terk ederek kiiltiir sisesinin iist kismina tirmanan tiglincii evre larvalari agiz kisimlari
besi yerine bakacak sekilde konumlanarak pupalasmaya baslarlar (Graf et al.1992). Ergin
cikana kadar hareketsiz sekilde duran larvalarin etrafini ¢evreleyen sertlesmis kiitikiila

tabakasinin olusturdugu gémlege “puparium’’ denir (Sekil 2.6). Bu olusum larval evrenin son



birka¢ saatinde meydana gelen ektisteroid hormonun niceliginin artisiyla baglar. Puparium ilk
meydana geldiginde beyazdir (Ashburner 1989). Bu evreden iki saat sonra kadar
kahverengilesmeye baslar. Kahverengilesme devam ederken puparium sertlesir (Graf et al.
1992). Pupalasma, pupariumun meydana gelmesinden yaklasik 12 saat, yumurta birakildiktan
120 saat sonra olusur (Ashburner 1989). Sinekler metamorfoz evrelerini pupa iginde gegirirler.
Larval doku ve organlar pargalanir, tiikriikk bezleri, yag doku, bagirsak ve kaslar tamamen
ayrisir. Beyin ve malpigi tiipleri ayrismaz, fakat yapisal olarak degisiklige ugrar.
Farklilagmamuis hiicre gruplari (histoblastlar) ve imajinal disklerden ergin viicut yapilari olusur

(Graf et al. 1992).

Sekil 2.6. D. melanogaster ‘in prepup ve pupu (BEU, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimi,
Fizyoloji-Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda ¢ekilmistir).

Ergin
Pupal evreden ergin evreye gecebilmesi i¢in yaklasik 4-5 giin gereklidir. Pupadan yeni ¢ikmig
bireylerin kanatlar1 agcilmamustir, uzun, ince ve renksiz bir viicuda sahiptirler. Kanatlarin agilmasi

bir saat iginde, viicut pigmenti ise yaklasik iki li¢ saat i¢inde gelisir (Sekil 2.7).

D. melanogaster’in disileri pupadan ¢iktiklarinda eseysel olgunluga erismemistir, 5-6 saat sonra
eseysel olgunluga erisir ve ¢iftlesme yetenegini kazanirlar (Ashburner 1989 and Graf et al. 1992).

Disi ve erkekler, esey taragi, abdomen sekli ve rengi gibi morfolojik farklara sahiptir.

Erkek bireylerde, birinci ¢ift bacagin ilk segmenti iizerinde 10 adet kisa kalin kildan olusan bir yap1

vardir. Bu yapy, ¢iftlesme sirasinda erkegin disiyi kavramasi icin gereklidir ve disilerde bulunmaz.

Disiler 7 abdominal segmente sahipken, erkeklerde yalmizca 5 abdominal segment bulunur.
Erkeklerde abdomenin posterior kismi siyah renklidir. Bunun nedeni sondaki segmentlerdepigment
miktarimin fazla olmasidir. Diger yandan, erkeklerde abdomenin posterior sonu yuvarlakken,

disilerde anal plakanin yaptig1 ¢ikinti nedeniyle sivridir (Graf et al. 1992).
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Sekil 2.7. D. melanogaster ‘in erkek ve disi ergini (BEU, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii, Fizyoloji-Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda ¢ekilmistir.).

2.4. GEMIFLOKSASININ FARMAKOLOJISI

Klinikte kinolonlarin 6nemi ve rolii biiyiik olup cok cesitli enfeksiyon hastaliklarinin
tedavilerinde yararlanilmaktadir. Bu ila¢ siifi, 1960’11 yillarin basinda naftiridin sinifi
nalidiksik asidin kesfinden beri 3 nesil gegirerek hizla gelismistir (Ball 1998). Bu ilaglar, ilk
baslarda uriner sistem enfeksiyonlar1 ve basilli dizanteri (Shigellosis) tedavisinde
kullanilmistir. /n-vitro aktivitelerinin genislemesiyle beraber, klinikte kullanim alanlar1 cinsel
temasla bulasan hastaliklara, isgalci Gram-negatif infeksiyonlar, cilt, yumusak doku
infeksiyonlarin1  kapsar hale gelmistir. Siprofloksasin  orneginden de oldugu gibi
florokinolonlar, Pseudomonas aueroginosa ya karsi etkin, genis antimikrobiyal aktivite
spektrumuna sahip, giinde iki kez uygulamaya imkan vererek hasta uyumunu arttiran, olumlu
bir yan etki profiline sahip ila¢ grubudur. Siprofloksasin’in S. pneumoniae’ye kars1 aktivitesinin
zayifligi, duyarlilik kirilim noktasinda yakin minimum inhibitor konsantrasyonlar nedeniyle,
en 6nemli eksikligi olmustur (Jivcu and Gotfried 2009). Sonrasinda, Gram pozitif patojenlere
kars1 aktivitenin artirilmasini hedefleyen modifikasyonlar ile tiretilen yeni solunum yolu
hastaliklarina yonelik florokinolon sinif bir¢ok ilag gelistirilmistir (Jivcu and Gotfried 2009).
Solunum yolu infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan mevcut florokinolon sinifindan
levoflaksasin, moksifloksasin disinda kalan grepafloksasin, sparfloksasin, trovafloksasin,
gatifloksasin isimli bir¢ok yeni antisiatik toksisite nedeniyle pazardan ¢ekilmistir (Olofsson et
al. 2006).
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

Ergin bireyler Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Bocek Kiiltiir Laboratuvarinda 250 ml’lik
cam siselerde yapay besin ortaminda yerlestirilerek stok kiiltiir olusturuldu. Kiiltiiriin devami ergin
bireylerin yumurta birakmasi, yumurtalarin agilarak 3.evre larva olusmasi, pupalasip tekrar ergin
bireylerin olusmasindan sonra erginlerin yeni kiiltiir ortamina aktarilmasiyla devam ettirilmistir.
Kiiltiir 25+ 2 °C ve %60-70 bagil neme sahip inkiibatorde (Niive ES 252) 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik fotoperiyot sartlarinda yiiriitildii.

Besin asagidaki maddelerden olusmaktadir;

= 8gragar —agar,

= 20 gr D-siikroz,

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

= 0,89 L- Askorbik asit,

» Etanolde %3,5’lik nipajin (p-hidroksibenzoik asit metil ester, kristal) ¢dzeltisinden 7,72ml
= 36gr patates piiresi (Knor, Unilever Sanayi ve Ticaret Tiirk A.S Umraniye, Istanbul).

Besiyerini hazirlamak i¢in; agar- agar, D-stikroz, kuru maya karisimi 600 ml su ile karistirilip yarim
saat kaynatildi. Daha sonra 300 ml suda bekletilen 36 gr patates piiresi kaynayan besi yerine ilave
edilerek 15 dk kaynatild1 ve ocaktan alinarak donmayacak sekilde 1limasi beklendi. Iliyan besiyeri
icerisine askorbik asit ve nipajin ilave edilerek maddenin besiyeri icerisinde homojenize olmasi

saglandi.
3.1 DENEYLERDE KULLANILAN GEMIFLOKSASIN MESILAT
Bu ¢alismada florokinolon tiirevi olan gemifloksasin mesilat kullanildi. On denemelerde 1000 ml

besine 10, 30, 90, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 900 ve 1000mg gemifloksasin miktarlari ilave

edildi ve elde edilen sonuglara gore deneylerde kullanilacak gemifloksasin diizeyleri belirlendi.
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Gemifloksasin suda ¢oziinebildiginden suyla ¢ozdiiriilerek ve belirlenen konsantrasyonlarda

besinler igerisine ilave edildi.

3.2. DENEYDE KULLANILAN Drosophila melanogaster LARVALARININ ELDE
EDILMESI

Calismada kullanilan D. melanogaster larvalarini elde edebilmek i¢in 25 + 2 °C % 60-70 bagil
nemde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik fotoperiyot sartlarinda cam sise icerisine konulanerginlerin
biraktig1 yumurtalardan elde edildi. Bu yumurtalarin agilmasi ile serbest kalan 1. evre larvalar

yumusak uglu bir firga yardimiyla 15 mI’lik siselerde bulunan besinlerekonuldu.

3.3. KONSANTRASYON BELIiRLEMEK AMACIYLA YAPILAN ON DENEMELER

Beslenme deneylerine, gemifloksasinin denenecek konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla 6n
denemelere baglandi. Kullanacagimiz siselere 5’er ml yapay besini esit hacimdedagitildi. Stok
kiiltiirden elde edilen 1. evre larvalar1 yapay besin iizerine birakildi. On denemelerde yasama

ve gelisme ile ilgili 6n deneylerde 25 adet 1. evre larvasi kullanildi.

Cizelge 3.1. Konsantrasyon belirlemeye yonelik denenen gemifloksasin miktarlarinin D.
melanogaster’in yasama oranina etkisi

Gemifloksasin miktar1 mg/L 3. evre larvasi (%) Pup (%) Ergin (%)
Kontrol (Gemifloksasin icermeyen) 92 92 84
10 mg/L 76 76 72
30 mg/L 92 92 84
90 mg/L 80 80 76
150 mg/L 100 100 96
200 mg/L 88 88 88
300 mg/L 80 80 76
400 mg/L 80 80 76
500 mg/L 64 64 56
600 mg/L 56 56 20
800 mg/L 52 48 20
900 mg/L

1000 mg/L
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Yapilan 6n denemelerde 10 mg/L, 30 mg/L, 90 mg/L, 150 mg/L, 200 mg/L, 300 mg/L, 400
mg/L, 500 mg/L, 600 mg/L, 800 mg/L ve 900 mg/L oraninda gemifloksasin mesilat
kullanilmistir. Her tekrarda 25 larva kullanilarak, deneyler dorder defa tekrarlandi.
Gemifloksasinin ergin evreye kadar bocegin yasama orani iizerine etkisi incelendi. Her bir
tekrar 5 mI’lik besin ortamina yumurtadan yeni ¢ikan birinci evre larvalart birakildi.800 mg/L
gemifloksasinden daha yiiksek konsantrasyonlari igeren besinlerdebirici evre larvalar liglincii
evre larvasina ulasamadi (Cizelge 3.1). Daha sonraki deneylerde denenecek gemifloksasin
konsantrasyonlar1 150, 300, 600 ve 900 mg/L olarak belirlendi.

3.4. GEMIFLOKSASININ Drosophila melanogaster’ in YASAMA ORANI VE GELISIM
SURESI ILE ILGILi YAPILAN DENEYLER

Bocegin yasama oran1 ve gelisme siiresi deneyleri icin yapay besin ortami hazirlanarak
gemifloksasin denenen konsantrasyonlari ilave edildi. Besinler 15 ml’lik kiigiik cam siselere
dagitildi. Yumusak uglu firga yardimi ile sadece 5 ml besin bulunan kontrol grubuna
(gemifloksasin i¢cermeyen) ve belirlenmis olan 150 mg/L, 300 mg/L, 600mg/L ve 900 mg/L
gemifloksasin bulunan besin ortaminlarina, 25 adet 1.evre larvalari birakilarak tizerleri hidrofil
pamuk ile kapatilmistir. Birinci evreden 3. evreye, pup ve ergin evreye ulasan bireylerin oranlari
belirlenerek hesaplandi. 3. evre, pup, ergin evreye ulasmalari i¢in gecen siire giin olarak
belirlendi. Deneyler laboratuarda bocegin kiiltiiriiniin yapildigr ortamda gergeklestirilmistir.

Deneyler 4’er defa tekrarlandi; her tekrarda 25’er adet larva kullanildi.

3.5. GEMIFLOKSASININ Drosophila melanogaster’in  ERGIN OMUR UZUNLUGU
ILE ILGILi YAPILAN DENEYLERI

Kontrol besinive igerisinde gemifloksasinin150 mg/L, 300 mg/L, 600 mg/L, 900 mg/L’lik
konsantrasyonlarini igeren besinler 5° ser ml olarak paylastirildi. Stok kiiltiirdeki erginler
kontrol besini ve gemifloksasin iceren besiyerlerine dagitildi, ti¢ giin sonra yumurtalarini
birakan erginler besi ortamindan uzaklastirildi. Bu yumurtalardan agilan 1. evre larvalari bu
besinde ergin evreye kadar yetistirildi. Gemifloksasin igeren besinle beslendi. Her bir deney
grubunda ayni yasta, ¢iftlesmemis 15’er erkek ve disi ergin bireyler kullanildi, erkek ve disi
erginler ayr1 ayr1 besi yerlerine konuldu ve deneyler dorder defa stok kiiltiiriin devam ettigi

ortam kosullarinda tekrarlandi.
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Kontrol ve gemifloksasinin farkli konsantrasyon gruplarindaki erginler her giin belirli saatlerde
kontrol edildi. Olen bireyler varsa veri kagidina 6ldiigii tarih not edildi. Erkek ve disi birey
bulunduran deney gruplarinin besinleri her giin degistirildi. En son erginin éliimiine kadar her
bir erginin dmiir uzunlugu siiresi belirlendi. Bu islem stok bocek kiiltiirtiniin yetistirildigi ortam

sartlarinda gerceklesti.

3.6. BIYOKIMYASAL ANALIZLER

D. melanogaster’in g¢iftlesmemis 15 disi ergin birey tarafindan belirlenen gemifloksasin
konsantrasyonlardaki besin ortamlarina birakilan yumurtalar alinarak her bir konsantrasyondan
yiizer tane yumurta toplanmistir. Bu islem dort defa tekrarlanmistir. MDA, PCO miktarlar1 ve
GST aktivitesi, toplanan  yumurtalarda belirlenmistir.  Yumurtalarin  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 homojenizatér (Bandelin
Sonoplus, HD2070, Berlin, Germany) kullanilarak +4 ‘C’de 15’er saniyelik siireler ile {iger defa
(10 sn, 30 W) yapildi. Elde edilen homojenat, GST tayini i¢in 16000 x g’de 20 dk
santrifiijlenerek yapildi. MDA miktar1 deneylerinde yumurtalar % 1,15’lik KCl1 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 homojenizasyon
tamponu ile homojenize edilen 6rnekler +4 ‘C’de 1000 x g’de 10 dk santrifiije dilmesi ile elde
edilen st s1v1 kullanildi. Gemifloksasinin her bir konsantrasyonunda yetistirilen disilerden yiiz
adet yumurta toplandi ve deneyler her tekrarda yiiz yumurta ile dort defa tekrarlandi.
Arastirmanin bu boliimiinde gemifloksasinin 150 mg/L, 300 mg/L, 600 mg/L ve 900 mg/L’lik
konsantrasyonlar1 ile yetistirilen disilerin yumurtalarindan MDA, PCO miktar1 ve GST

aktivitesi belirlenmistir.

3.7. MDA MIKTARININ OLCULMESI

D. melanogaster’in erginlerinden elde edilen yumurtalarin pargalama islemi i¢in % 1,15°1ik
KCIl kullanilarak ultrasonik homojenizatérden gecirildi (15 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus,
HD2070, Berlin, Germany). Homojenize edilen 6rneklerden 200 pl alinarak iizerine pH 7,4
olan 800 pl fosfat tamponu (18 mM NacCl, 18 mM NaxHPOs), 25 ul 0,04 M BHT ve 500 pul %
30’ luk TCA ilave edildi ve vortekslendikten sonra 2 saat karanlikta buzda bekletildi. 2 saatin
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sonunda 15 dk + 4 "C, 2000 x g’de santrifiij edildi ve siipernatanttan 1 ml alinarak iizerine 0,1
M’lik EDTA ve % 1’lik tiyobarbitiiriik asit (TBA) eklenerek 45 dakika kaynar su banyosunda
bekletildi. TBA ile reaksiyona giren lipid peroksidasyonun son iiriinit MDA spektrofotometrede
532 nm’deki absorbansi okunarak miktari hesaplandi. MDA analizi igin plastik 1,5 cm lik
kiivetler kullanildi. MDA miktar1 1,56 x 10° Mcm™ kat sayis1 kullanilarak nmol/mg protein
olarak verildi (Jain and Levine 1995).

3.8. PCO MIKTARININ OLCULMESI

Protein karbonil tayini Levine et al. (1994)’in metodu temel alinip bir dl¢iide degistirilerek
(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 6l¢iilmesi esasina dayanarak yapildi. Homojenizasyon
tamponu (% 1,15’1lik KCI, 25 mM K2HPO4, 5 mM EDTA, 2 MM PMSF, 2 mM DTT, pH: 7,4)
eklenen ornekler + 4 'C ultrasonik homojenizatérde (15 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus,
HD2070, Berlin, Germany) parcaland: ve +4 ‘C’de 1000 x g’de 10 dk santrifiij edilmesi ile elde

edilen Ust sivi PCO miktarinin belirlenmesinde kullanildi.

3.9. GST AKTIVITESININ OLCULMESI

Habig et al. (1974) tarafindan gelistirilen metod kullanilarak GST (EC 2.5.1.18) aktivitesi
Olctildii. Aktivite 6l¢timii i¢in 3 ml’lik cam kiivetlere 2,5 ml 50 mM fosfat tamponu, 200 pl 20
mM rediikte glutatyon ve 150 pl siipernatant konuldu. Bu karigima 150 pl 25 mM 1-chloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) ilave edilerek enzimatik reaksiyon baslatildi ve 2 dakika boyunca
yiikselen absorbanslar okundu. Yiikselen absorbans CDNB’nin rediikte glutatyon ile
reaksiyona girerek tiyoether yapisinin meydana gelisini ifade etmektedir. Enzim aktivitesi 340
nm’de (g340: 0,0096 uM.cm™?) siipernatantta bulunan 1 mg toplam protein basina 1 dakikada
olusturulan tioether miktar1 olarak ol¢iildi. Enzimin spesifik aktivitesi ise pmol/mg

protein/dk’dur.

3.10. TOPLAM PROTEIN MiKTARININ OLCULMESI

Lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA miktarin1 ve antioksidan enzimlerden GST aktivitesini

hesaplamak i¢in 6rnek oziitlerinden total protein tayini deneyi yapildi. 600 nm’de 6rneklerin
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absorbanslar1 8lgiildii. Orneklerdeki protein tayini icin farkli konsantrasyonlarda BSA (Bovin
serum albumin) cozeltileri hazirlanarak standart grafik elde edildi. Elde edilen bu standart

grafikten toplam protein miktarlar1 hesapland1 (Lowry et al. 1951).

Protein oksidasyonu sonucunda meydana gelen PCO miktarinin hesaplanmasi igin total protein
tayini yapildi. Orneklerin absorbanslar1 280 nm’de spektrofotometrede l¢iildii. 6 M guanidin
hidrokloriir ile BSA standart ¢ozeltileri hazirlandi. Standart grafik olusturularak total protein
miktar1 hesaplandi (Pajot 1976).

3.11. VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Calismada gelisme siiresi, disi ve ergin Omiir uzunlugu, MDA, PCO miktarlari, GST aktiviteleri
ile ilgili 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 1967). Ortalamalarin 6nemi 0,05 olasilik seviyesinde degerlendirildi.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1. GEMIFLOKSASININ Drosophila melanogaster LARVALARININ YASAMA
ORANI VE GELISME SURESI UZERINE ETKIiSi

Gemifloksasin D. melanogaster’ in larvalarmin yasam orani ve gelisme siiresi tizerine etkisi

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Kontrol besinine (gemifloksasin igermeyen) gore gemifloksasinin farkli konsantrasyonlarini
iceren besinlerde 3. evreye ulasan larva orani, pup ve ergin olma oranlari azaldi. Kontrol
besininde % 88,00 + 2,00 oraninda 3. evre larvasi elde edilirken, en yiiksek gemifloksasin
konsantrasyonu olan 900 mg/L’yi igeren besindeki larvalarin yagsama oran1 % 7,00 + 2,17’ye
kadar azaldi. Benzer azalma pup ve ergin olma oranlarinda da gézlemlendi. Kontrol besinindeki
pup olma oran1 % 88,00 = 2,00’den en yiiksek antibiyotik konsantrasyonunda (900 mg/L) %
7,00 £ 2,17 oranmna diistii. Gemifloksasin icermeyen kontrol grubunda son evreye ulasan
larvalarin timii pup evresine ulagmistir. Ergin evreye ulagsma orani kontrol grubunda % 74,00
+ 12,20 olarak tespit edilirken, bu oran en yiiksek gemifloksasin konsantrasyonunda 1,00 +

0,87’ ye 6nemli derecede azalmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.3, Sekil 4.5).

Gemifloksasinin diisiik konsantrasyonlarinin (150 ve 300 mg/L) 3. Larval evreye ulagsma siiresi,
pup ve ergin gelisme siiresi tlizerinde Onemli bir etkisi olmadi. Kontrol grubu ile
karsilastirdigimizda en yiiksek antibiyotik konsantrasyonu (900 mg/L) D. melanogaster
larvalarinin 3. evreye ulagsma siiresi ve pup olma siiresiyaklasik olarak 2,5 giin uzarken ergin
olma siiresi ise yaklagik 3 giin uzatmis olup istatistiksel olarak onemli bir farkin oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.4, Sekil 4.6).
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100 -+
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 +

3. Evreye Ulasan Larva Orani (%)

Kontrol 150 300 600 900
Gemifloksasin Konsantrasyonlari (mg/L)

Sekil 4.1. Gemifloksasinin D. melanogaster’in 3. evre larvalarinin yasama orani {izerine etkisi.
Dort tekrarin ortalamasi, her bir tekrar i¢in 25 larva kullanildi. Ayni harfi igeren
degerler birbirinden farkl degildir, P > 0,05 (32 testi). Kontrol besini (Gemifloksasin
icermeyen)

3. Evreye Ulagma Siiresi (giin)
N

Kontrol 150 300 600 900

Gemifloksasin Konsantrasyonlari (mg/L)

Sekil 4.2. Gemifloksasinin D. melanogaster larvalarinin gelisme siiresi {izerine etkisi. Dort

tekrarin ortalamasi, her bir tekrar i¢in 25 larva kullanildi. Ayni harfi iceren degerler
birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi). Kontrol besini (Gemifloksasin
icermeyen).
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Pup Olma Orani (%)

Kontrol 150 300 600
Gemifloksasin Konsantrasyonlari (mg/L)

Sekil 4.3. Gemifloksasinin D. melanogaster’ in puplarinin yagama orani iizerine etkisi. Dort
tekrarin ortalamasi, her bir tekrar i¢in 25 larva kullanildi. Ayni1 harfi igeren degerler
birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (y? testi). Kontrol besini (Gemifloksasin
icermeyen)

Pup Olma Siiresi (giin)
o = N w H (03] [e)} ~N (o] e}

Kontrol 150 300 600 900
Gemifloksasin Konsantrasyonlari (mg/L)

Sekil 4.4. Gemifloksasinin D. melanogaster puplariin gelisme siiresi lizerine etkisi. Dort
tekrarin ortalamasi, her bir tekrar i¢in 25 larva kullanildi. Ayn1 harfi iceren degerler
birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi). Kontrol besini (Gemifloksasin
icermeyen).
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Ergin Olma Orani (%)

Kontrol 150 300 600 900
Gemifloksasin Konsantrasyonlari (mg/L)

Sekil 4.5. Gemifloksasinin D. melanogaster’in eginlerinin yasama orani iizerine etkisi. Dort
tekrarin ortalamasi, her bir tekrar i¢in 25 larva kullanildi. Ayn harfi iceren degerler

birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (2 testi). Kontrol besini (Gemifloksasin
icermeyen).

12 ~

10 ~

Ergin Olma Siiresi (giin)
[e)]

Kontrol 150 300 600 900
Gemifloksasin Konsantrasyonlari (mg/L)

Sekil 4.6. Gemifloksasinin D. melanogaster erginlerinin gelisme siiresi iizerine etkisi. Dort
tekrarin ortalamasi, her bir tekrar i¢in 25 larva kullanildi. Ayni1 harfi iceren degerler
birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi). Kontrol besini (Gemifloksasin
icermeyen).
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Cizelge 4.4. Gemifloksasinin Drosophila melonagaster larvalarinin yasama orani ve gelisme siiresi iizerine etkisi.

Gemifloksasin

3.evreye ulagan

larva orani (%)

3.evreye ulagsma

stiresi (giin)

Pup olma

orani (%)

Pup olma

siiresi (giin)

Ergin olma

orani (%)

Ergin olma

siiresi (giin)

(mg/L) (Ort™+ S.H)' (Ort"+ S.H) (Ort’ £ S.H)! (Ort"+ S.H)f (Ort"+ S.H)" (Ort"+ S.H)f
0,0008 88,00 + 2,00a 3,29+0,21a 88,00 £2,00a 429 +0,21a 74,00 £ 12,20a 8,25 +0,22a
150 78,00 £ 1,73ab 430 + 0,23ab 78,00 £ 1,73ab 530+£023ab  69,00+295a  9,12+027a
300 75,00 + 3,27b 4,89 +0,18ab 75,00 £ 3,27b 5,95+0,15ab 71,00 £4,55a 9,75+0,21a
600 26,00 +4,58¢c 6,60 £ 0,22b 26,00 £4,58¢c 7,60 = 0,22b 11,00 £4,09p 10,34 +0,20a
900 7,00 +£2,17d 5,75 = 0,70ab 7,00 £2,17d 6,50+£092ab  1,00+0,87c 11,00 0,38b

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

¥ Aymi siitunda ayni harfi igeren degerler birbirinden farkl1 degildir, P > 0,05 (y?2 testi, LSD Testi).

YKontrol besini (Gemifloksasin icermeyen)



4.2. GEMIFLOKSASININ Drosophila melanogaster ERGINLERININ OMUR
UZUNLUGUNA ETKISI

Cizelge 4.2°de gemifloksasinin D. melanogaster’ in erginlerinin 6miir uzunluguna etkisi

gosterilmistir.

Diger konsantrasyonlara gore daha fazla etki gosteren 900 mg/L gemifloksasin igeren besin,
kontrol (gemifloksasin igermeyen) ve diger besin gruplarima gore erkek ve disi Omiir
uzunlugunu kisaltmistir. Ancak kontrol besini ve gemifloksasinin yliksek konsantrasyonlari
(300 ve 600 mg/L) ile arasinda disi dmiir uzunlugunda 6nemli fark ortaya ¢ikmazken, erkek
Oomiir uzunlugunda farklilik gézlenmistir. Kontrol disinin 6miir uzunlugu 18,31 + 3,50 giin iken
150mg/L’sinde 31,83 + 1,37 giin, 300 mg/L’sinde 27,00 + 6,71 giin, 600mg/L’sinde ise 26,19
+ 0,60 giin olarak belirlenmistir. Gemifloksasin en yiiksek konsantrasyonu (900mg/L) ile diisiik
konsantrasyonlar karsilastirildiginda disi omiir uzunlugu kisalmistir. Genel anlamda
bakildiginda 150 mg/L, 300 mg/L, 600 mg/L konsantrasyonlardagemifloksasinin disi omiir
uzunlugunu uzattig1 goriilmiistiir. Ancak istatistiksel olarak 6énemli uzama 31,83+1,37 giin ile
gemifloksasinin en diislik konsantrasyonu iceren besinde goriilmiistir. En yiliksek

konsantrasyondaki (900 mg/L) disi 6mir uzunlugu 10,82 + 3,19 giine kisalmustir (Sekil 4.7).

Erkek Oomiir uzunlugunda da benzer sonuglar elde edilmis olup en yiiksek gemifloksasin
konsantrasyonu olan 900 mg/L’nin kontrol grubu ile arasinda fark olusmamustir. Diger gruplar
kontrol ile karsilastirildiginda, kontrol grubunda erkek miir uzunlugu 11,46 + 1,61 giin iken,
150 mg/L’sinde 23,76 + 1,99 giin, 300mg/L’sinde 27,10 + 3,63 giin, 600 mg/L 20,91 + 5,39
olarak belirlenmistir. Gemifloksasinin diisiik konsantrasyonlarin1 (150 ve 300 mg/L) iceren
besinlerde yetistirilen erkekler kontrol grubuna goére iki katindan daha fazla bir siire
yasamislardir. Besindeki 600 mg/L diizeyindeki gemifloksasin erkek dmiir uzunlugu ortalama
ikikat oraninda arttifi halde kontrol ile arasinda Onemli fark olusmamustir. En yiiksek

konsantrasyondaki erkek omiir uzunlugu 10,05 + 2,31 giine kadar gerilemis (Sekil 4.8).
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35 A
30 -
25 -
20 -
15 -
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Disi Omiir Uzunlugu (giin)

Kontrol 150 300 600 900
Gemifloksasin Konsantrasyonlari (mg/L)

Sekil 4.7. Gemifloksasinin disi 0miir uzunlugu {izerine etkisi. Dort tekrarin ortalamasi, her bir
tekrar i¢in 15 disi kullanildi. Ayni1 harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P
> 0,05 (LSD Testi). Kontrol besini (Gemifloksasin icermeyen)

Erkek OGmiir Uzunlugu (giin)
= = ()
o (6, o

w
1

o

Kontrol 150 300 600 900

Gemi floksasin Konsantrasyonlari (mg/L)

Sekil 4.8. Gemifloksasinin erkek omiir uzunlugu iizerine etkisi. Dort tekrarin ortalamasi, her
bir tekrar i¢in 15 erkek birey kullanildi. Ayni1 harfi i¢eren degerler birbirinden farkli
degildir, P > 0,05 (LSD Testi).Kontrol besini (Gemifloksasin igermeyen)
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Cizelge 4.5. Gemifloksasinin Drosophila melonagaster’in ergin 6miir uzunluguna etkisi.

Ergin 6miir uzunlugu (giin)

Gemifloksasin Erkek Disi
(mg/L) (Ort"+ S.H)" (Ort" + S.H)t
0,0008 11,46 £1,61a 18,31 +3,50a

150 23,76 £1,99b 31,83 +1,37b
300 27,10+ 3,63b 27,00 + 6,71ab
600 20,91 £+ 5,39ab 26,19 + 0,60ab
900 10,05+2,31a 10,82 +3,19¢

“Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar igin 15 ergin kullanildi.
*Aymi siitunda ayn1 harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).

¥ Kontrol besini (Gemifloksasin icermeyen).



4.3.  GEMIFLOKSASININ Drosophila melanogaster YUMURTALARINDAKI LIiPiD
PEROKSIDASYON URUNU MDA MIKTARINA ETKISI

Gemifloksasin D. melanogaster’in yumurtalarindakilipid peroksidasyon iiriinii MDA miktarina
etkisi Sekil 4.9’ da verilmistir.

Kontrol grubunda MDA miktari, 0,72 = 0,08 nmol/mg protein olarak tespit edilmistir. Kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda en diisiik denenen konsantrasyon 150 mg/L gemifloksasin igeren
besin, bocegin yumurtasinda, MDA miktarini, 0,57 £ 0,12 nmol/mg protein’e diisiirmesine
karsin istatistiksel olarak anlamli ¢tkmamuistir. Kontrol ile 300 mg/L gemifloksasin i¢eren besin
karsilastirildiginda, MDA miktarini, 0,72 + 0,08 nmol/mg proteinden 2,12 + 0,30 proteine
istatistiksel agidan 6nemli derecede arttirdig1 gosterilmistir. En yiiksek konsantrasyon olan 600
mg/L’ yi kontrol ile karsilastirdigimizda kontrolde 0,72 + 0,08 nmol/mg protein olan MDA
miktart 1,25 £ 0,13 nmol/mg proteine istatistiksel acidan 6nemli olmayan bir sekilde
arttirmistir. Ancak, en yiiksek iki konsantrasyon karsilastirildiginda gemifloksasinin 300
mg/L’inde 2,12 + 0,30 olarak dlgiilen MDA miktarmin, 600 mg/L’de 1,25 £+ 0,13 nmol/mg

proteine kadar azaldigi gorilmiustiir.
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Kontrol 150 300 600

Gemifloksasin Konsantrasyonlari (mg/L)

Sekil 4.9. Gemifloksasinin D. melanogaster yumurtalarindaki MDA miktarina etkisi. Dort

tekrarin ortalamasi, her bir tekrar i¢cin 100 yumurta kullanildi. Ayni harfi iceren
degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).Kontrol besini
(Gemifloksasin icermeyen)
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4.4. GEMIFLOKSASININ  Drosophila  melanogaster ~ YUMURTALARINDAKI
PROTEIN OKSIDASYONU SONUCU OLUSAN PCO MIKTARINA ETKIiSi

Sekil 4.10°da gemifloksasinin D. melonagaster’in yumurtalarindaki protein oksidasyonu

sonucu olusan PCO miktar1 gosterilmistir.

Gemifloksasinin farkli konsantrasyonlarii (150, 300, 150, 300, 600 mg/L) igeren besinlerden
elde edilen D. melanogaster disilerinin yumurtalarindaki protein karbonil miktarlar:
incelenmistir. Kontrol grubundaki yumurtalarda protein karbonil miktari 63,87 + 6,59 nmol/mg
protein elde edilmis olup bu deger 150mg/L’lik gemifloksasinde 78,84 + 7,12 nmol/mg proteine
yiikseldigi tespit edilmis fakat istatistiksel olarak anlamli ¢itkmamistir. Diisitk gemifloksasin
konsantrasyonlarin da protein karbonil miktarindaki bu artisa zit olarak 300 ve 600 mg/L lik
gemifloksasin igceren besinlerde sirast ile37,75 + 2,35 nmol/mg protein ve 42,77 + 3,15

nmol/mg proteine diistiigli goriilmiis ve istatistiksel olarak da 6nemli oldugu ortaya ¢ikmustir.

100 -
90 - a
80 -
70 -
60 -
50 - b b
40 -
30 -
20 -
10 -

O T T T 1
Kontrol 150 300 600

Gemifloksasin Konsantrasyonlari (mg/L)

PCO Miktari (nmol/mg protein)

Sekil 4.10. Gemifloksasinin D. melanogasteryumurtalarindaki PCO miktarina etkisi. Dort
tekrarin ortalamasi, her bir tekrar i¢in 100 yumurta kullanildi. Ayni harfi igeren
degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi). Kontrol besini
(Gemifloksasin icermeyen).
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4.5. GEMIFLOKSASININ Drosophila melanogaster YUMURTALARINDAKI GST
AKTIVITESI UZERINE ETKIiSI

Gemifloksasin D. melonagaster’in yumurtalarindaki GST aktivitesi tizerine etkisi Sekil 4.11’de

verilmigtir.

Kontrol grubu (iginde gemifloksasin bulunmayan) ile igerisinde farkli konsantrasyonlarda (150,
300, 600 mg/L) gemifloksasin bulunduran besinler incelendiginde, gemifloksasin igeren
besinler ile beslenen disilerden elde edilen yumurtalardaki, GST aktivitesi 6nemli derecede artis
goriilmiistiir. Kontrol grubunda, GST miktar1 10,77 + 0,84 umol/mg protein/dk bulunmus olup
bu deger 150 mg/L 16,10 £ 1,02 pmol/mg protein/dk artis gdstermistir. Kontrolle 300 mg/L
GST miktar1 karsilastirildiginda 10,77 = 0,84 umol/mg protein/dk 28,62 + 2,15 istatistiksel
acidan onemli artis tespit edilmistir. Kontrol ve 600 mg/L GST miktar1 karsilagtirildiginda
10,77 £ 0,84 pmol/mg protein/dk’ dan 4,40 + 2,20 umol/mg protein/dk istatistiksel agidan

onemli bir diisiis gdstermistir.

[ [ N N w w
o wn o v o «
J

GST Aktivitesi umol/mg protein/dk)
w

o

Kontrol 150 300 600

Gemifloksasin Konsantrasyonlari (mg/L)

Seki 4.11. Gemifloksasinin D. melanogaster yumurtalarindaki GST aktivitesine etkisi. Dort
tekrarin ortalamasi, her bir tekrar i¢cin 100 yumurta kullanildi. Ayni harfi iceren
degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi). Kontrol besini
(Gemifloksasin igermeyen).
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Cizelge 4.6. Gemifloksasinin Drosophila melonagaster’in yumurtasinda MDA, PCO miktar1 ve GST aktivitesine etkisi

MDA Protein Karbonil GST aktivitesi
Gemifloksasin (%) (nmol/mg protein) (nmol/mg protein) (umol/mg protein/dk)
(Ort”"+ S.H)f (Ort”"+ S.H)f (Ort™+ S.H)f
0,000¢8 0,72 £0,08a 63,87 £ 6,59a 10,77 + 0,84a
150 0,57+ 0,12ac 78,84 +£7,12a 16,10 = 1,02b
300 2,12+ 0,30b 37,75 +2,35b 28,62 +2,15¢
600 1,25 +0,13ad 42,77+ 3,15b 4,40 £2,20d

“Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar igin 100 yumurta kullanilda.

*Ayni siitunda ayn1 harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).
YKontrol besini (Gemifloksasin igermeyen)



BOLUM 5

TARTISMA

Enfeksiyon hastaliklar1 diinyada en yaygin olan bir hastalik grubunu olusturur. Gemifloksasin,
2003 yilinda kullanma izni verilmis olan flurokinolon smifindan, toplumdan kazanilmis
pnomoni ve kronik bronsitin akut tedavisi i¢in kullanilan bir antibiyotiktir. Biyoyararlanim;
biyoesdegerlik caligmalar1 ve toksikolojik analizler de dahil ilacin tiim analizlerinde
kullanilabilecek yeni analiz yontemleri hala gelistirilmeye calisilmaktadir. insan hastaliklarinimn
tedavisi lizerinde kullanilan bu antibakteriyel maddenin diger canli gruplar iizerindeki etkileri
de aragtirilmaktadir. Bu amagla konak hiicreye dogrudan bakteri tizerinde etkili toksik olmayan
veya daha az cevresel zarar1 olan kimyasallarin kullanilmasi konusunda ¢alismalar
yapilmaktadir. Bu ¢alismada antibakteriyel bir antibiyotik olan gemifloksasin dogal ortamlarda
bozulan veya asir1 olgunlagsmis meyveler ile beslenen meyve sinegi Drosophila melanogaster
larvalarin1 yetistirmek i¢in yapay besin ortamina eklenerek bdcegin, yasama orani, gelisime
sliresi ve ergin Omiir uzunluguna etkisi laboratuvar kosullarinda incelendi. Ayrica disi
erginlerden elde edilen yumurtalarda lipid peroksidasyonun onemli bir {iriinii olan
malondialdehid (MDA), protein oksidasyonu firiinii protein karbonil (PCO) miktarlari ve
detoksifikasyon enzimi glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesinde neden oldugu degisimler
aragtirildi. Elde edilen sonuglar gemifloksasinin D. melanogaster larva, pup ve ergin dzellikleri
tizerinde olumsuz etkisinin oldugunu gostermistir. Gemifloksasininen yiiksek besinsel
konsantrasyonu (900 mg/L) bocegin hem yasama oranini diisiiriirken hem de gelisme siiresini

uzatmigtir.

Diisiik konsantrasyonlardaki gemifloksasin ise bocegin gelisme evrelerine gore farkl etkiler
gostermistir. Gemifloksasinin besin igerisindeki konsantrasyonlar arttikga yasama orant
tizerinde azaltici, gelisme siiresi lizerinde de geciktirici etki gosterdigi belirlenmistir.
Lepidoptera takimina ait olan Galleria mellonella’nin yasam orani ve gelisme siiresi iizerine
etkisi olan konsantrasyonlarda penisilin G, streptomisin siilfat ve genel olarak kullanilan

antifunguallerinde dahil oldugu bir¢cok antimikrobiyal madde de Agria affinis (Fallen)’in
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gelisimini geciktirmis larva ve pupa evrelerinde Olim oranimi arttirdigi tespit edilmistir
(Biiytikgiizel and Kalender, 2007, 2008; Singh and House 1970). Biiyiikgiizel (2001) tarafindan
yapilan bir baska ¢alismada ise besine farkli konsantrasyonlarda ilave edilen antibakteriyel
antibiyotik novabiyosin Hymanoptera takimina ait endoparozoid bir tiir olan Pimpla

turionellae’ nin yasama oranini diislirdiigii gelisimini uzattig1 gosterilmistir.

Bu ¢alismada gemifloksasinin yasama ve gelisme parametrelerindeki olumsuz etkisi ile iligkili
olarak MDA ve PCO miktarlarinda da 6nemli degisiklikler gézlemlenmistir. Benzer bir etkinin
de gemifloksasinle yetistirilen bir bagska bocek tiirii olan G. mellonella larvalarinin orta
bagirsaginda MDA ve protein karbonil miktarinin 6nemli derecede arttigi gosterilmistir
(Biiylikgiizel and Kalender, 2008). Detoksifikasyon enzimi GST aktivitesinde de
konsantrasyonlar arasinda degisiklikler oldugu saptandi. Besine ilave edilen gemifloksasin
bocegin yumurtalarinda protein karbonil miktarini artirircken MDA miktar1 ve GST aktivitesi
gemifloksasinin yalnizca en yiiksek konsantrasyonu tarafindan azaltmistir. MDA miktarinda
kontrol ve diger konsantrasyonlar karsilastirildigin da 150 mg/L ve 600 mg/L’da 6nemli bir
farklilik goriillmezken, 300 mg/L’lik konsantrasyonda istatistiki agidan farklilik saptandi.
Protein karbonilde (PCO) kontrol grubuyla en diisiik konsantrasyonarasinda fark goriilmezken
en yliksek iki konsantrasyon olan 300 mg/L ve 600 mg/L’da farklilik goriilmektedir. GST
aktivitesinde, kontrol grubuyla diger konsantrasyonlar arasinda onem arz edecek farklilik
gozlenirken, konsantrasyonlarin kendi aralarinda da farkliliklar saptandi. G. mellonella
larvalarinin besinine ilave edilen antibiyotiklerin bocegin yasama, gelisme, viicut agirligi ve
total protein miktarina etkisi bocegin gelisme evreleri (larva, pup ve ergin) ile antibiyotiklerin
tirti ve dozuna bagli oldugu bilinmektedir (Biiyiikgiizel and Kalender 2008). Antibiyotiklerin
G. mellonella larvalarinin orta bagirsak MDA ve antioksidan enzimlerin (SOD, CAT, GST,
GPx) aktiviteleri lizerine etkilerinin bocegin larval evreleri (3-7 evreler) ile denenen antibiyotik
tiric ve konsantrasyonlarina gore degistigi belirtilmistir (Biiyiikgiizel and Kalender 2007,
2008). Bu sonuglar ayn1 zamanda meydana gelen olumsuz etkilerin bocegin gelisim evresine
gore de degisebildigini gostermektedir. Caligmamizdaki gibi benzer sonuglari gosteren
aragtirmalarda denenen antimikrobiyal ajanlarin diger bocek tiirleri lizerindeki olumsuz etkileri
gosterilmistir. Ornegin, Nistatin, sikloheksiOmid ve sodyum benzoat gibi bazi antifungaller bir
yumurta endoparazitoidi olan Trichogramma dendrolimi Matsumura’de pup ve ergin evredeki
yasama oranini diislirmiistiir. Buna karsilik diger bir antifungal ajan olan metil p-
hidroksibenzoat 6nemli bir etki yapmamistir (Grenier and Liu 1990, 1991). Antifungal bir

madde olan maneb (manganez etilenbisditiyokarbamat)’in 2600 ppm’lik miktarini igeren besin
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ile beslenen konaklarda bir parazitik hymenopter olan Micropilis croceipes Cresson’iin ikinci

evreden Oteye gelisemedigi saptanmigtir (Felton and Dahlman 1984).

Parazitik bir dipter tiirii olan Phryxe caudata (Rond)’y1 beslemek amaciyla kullanilan sentetik
besine % 0,01, 0,04 ve 0,1 oraninda ilave edilen metil p-hidroksibenzoat (nipajin M) larvalarin
yasama oraninit Onemli Ol¢iide diistirmiistiir (Grenier 1977). Baz1 geleneksel antibiyotikler
endoparazitoid bir hymenopter tiirii olan P. turionellae’nin da yasama ve gelisimini etkilemistir
(Biiyiikgiizel ve Yazgan 1996). Parazitik entomofaj bir tiir olan Agria affinis ile yapilan bir
calismada genelde bilesik halinde denenen yirmibir farkli antimikrobiyal ajanin besinsel
miktarmin artigina bagli olarak bdcegin larval gelisiminin uzadigi, pup ve ergin evredeki
yasama oraninda azalma goriilmistiir (Singh and House 1970). Antimikrobiyal ajanlarin
Pectinophora gossypiella (Saunders) (Clark et al. 1961, Ouye 1962), Trichoplusia ni (Hiibner)
(Kishaba et al. 1968), Graphognathus spp (Bass and Barnes 1969), Bemisia argentifolii Belows
& Perring (Costa et al. 1997) gibi 6nemli tarimsal zararli boceklerde de yasama ve gelisim

tizerinde olumsuz etkileri olmustur.

Larval evrede alinan dogal ve yapay besin maddelerinin kalitesi ve besinsel dengesi bir¢ok
bocegin erginlerinin lireme ve diger bazi 6zellikleri ile 6miir uzunlugu (hayatta kalma siiresi)
tizerinde etkilidir (Slansky and Scriber 1985, Eischen and Dietz 1987, Ridgway and Mahr
1990). Gemifloksasinin diisiik konsantrasyonlari erkek ve disi 6miir uzunlugunu uzatirken en
yiiksek gemifloksasin konsantrasyonu bu siireyi kontroldeki siireye gore kisaltmistir. Zararli bir
diptera tiirii olan Akdeniz meyve sinegi Ceratitis capitata’nin larval evrede aldigi besinin ergin
olusumunu, viicut biiyiikliigiinii, eseysel olgunlugu, yumurta birakma davranigini ve yasama
stiresini etkiledigi bilinmektedir (Chang et al. 2001). Gemifloksasinin denenen besinsel
karigimlarinin D. melanogaster ergin tiremesi ve disi ve erkek 6miir uzunlugu tizerinde 6nemli
etki gostermistir. Disi bireylerde yumurta birakma orani en diisiik konsantrasyon da artmisken,

en yiiksek konsantrasyon da hi¢ yumurta birakmamistir ve parametrelerini tamamlayamamuistir.

Florokinolon tiirevi olan gemifloksasinin belirlenen konsantrasyonlarini igeren besinlerle
beslenen birinci evre larvalarmin 3. larval evrede ve larva sonrasi evrelerinde yasama ve
gelisme olumsuz etkilenmistir. Eski kusak DNA giraz inhibitorleri novobiyosin, nalidiksik asit
ve oksolinik asitin kimyasal yapisi bilinen bir besin ile yetistirilen endoparazitoid bir
hymenopter tiirii olan P. turionellae’nin yasama ve gelisimi lizerinde etkileri incelenmistir

(Biiyiikgiizel 2001 a, b). Bu ¢alismada novobiyosinin en diisiik miktarini igeren besin pup ve
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ergin yilizdesini onemli derecede artirmistir. Bu miktar ayni1 zamanda besinci evreye ulasmak
icin gereken siireyi kisaltmis, ancak larvalarin ergin evreye kadar gelismesi tizerinde 6nemli bir
etki yapmamistir. Oksolinik asitin en diisiik miktar1 yasama tlizerinde etkili olmazken bocegin
gelismesini  geciktirmistir. Antibiyotiklerin yiiksek miktarlar1 genellikle gelisme siiresini
uzatmig, yasamayr diisiirmiistiir. Nalidiksik asitin denenen biitiin miktarlar1 ise yasamayi
dikkate deger bir sekilde artirmistir (Biiylikgiizel 2001a,b). Bu DNA giraz inhibitori
antibiyotiklerin bazi ii¢lii besinsel konsnatrasyonlari ergin parazitoid boceklerde toplam protein

miktarii ve yas agirligr artirmistir (Biiyiikgiizel ve Igen 2004).

Yapilan bir baska calismada da Kadmiyum Oncopeltus fasciatus (Dallas) un lipid
peroksidasyonu {iriinii olan MDA seviyesini ylikseltmis olup bazi antioksidan enzimlerin GST
aktivitelerini azaltmigtir (Cervera et al. 2003). Nilaparvata lugens (Stal) tiriinde, GST
enziminin pretroid grubu insektisitlere kars1 direng gelistirdigi tespit edilmistir (Vontas et al.
2001). Helicoverpa armigera (Hiibner)’nin farkli evrelerindeki ¢esitli dokularinda (tiim viicut,
orta bagirsak, hemolenf, yag doku, kutikula) endosiilfanin GST aktivitesi iizerine etkisi
arastirtlmis olup yag dokuda en yiiksek, yumurtalarinda ise en diisiik GST aktivitesi oldugu
tespit edilmistir (Rajurkar et al. 2003). Yapilan bir ¢calismada Apis mellifera L. is¢i ar1, erkek
ar1 ve kralice armnin farkli dokularinda (kas, mide, hemolenf, spermetaka ve semen) GST

aktiviteleri arastirilmistir (Weirich et al. 2002).

Antibiyotikle beslenen G. mellonella larvalarinin orta bagirsaginda artan MDA miktra1 ile
orantil1 olarak ytikselen GST aktifligi, antibiyotikler tarafindan uyarilan oksidatif stresin zararl
etkilerine kars1 bu enzimin koruyucu role sahip olabilecegini gosterir. GST enzimi, substrati
olan indirgenmis glutasyon (GSH) araciligiyla reaktif oksijen tiirlerinin lipit peroksitlerin
detoksifikasyonu ile oksidatif hasarin yok edilmesinde 6nemli etkiye sahiptir  (Singh and
House 1970). Larvalarin ortabagirsaginda GST aktifliginin diigmesiyle beraber MDA
miktarinda artis gozlenmesi, yiiksek antibiyotik toksisitesi sirasinda GSH miktarinin yetersiz
kalmasindan ileri gelebilir. GST izoformlar1 bdceklerde insektisit direncliligini saglayan
detoksifikasymn enzimlerinin énemli bir grubudur (Yu 2004). Siddetli insektisit toksisitesine
maruz kalan boceklerde GST aktivitesini dnemli dercede artis oldugu goézlenmistir (Punzo
1993, Vontas et al. 2001). Yapilan bu ¢alismada malondialdehid (MDA) miktarinda, PCO
miktarinda ve GST aktivitesinde onemli farklar oldugu gozlenmistir. Gemifloksasinin D.

melanogaster iizerindeki olumsuz etkilerinin kesin mekanizmasinin anlagilmasi i¢in detayli
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arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Elde edilen veriler bu hususda yaptigimiz bu tez

calismasindan elde edilen sonuglar ile miimkiin degildir.
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BOLUM 6

SONUC

Bu calismada, florokinolon tiirevlerinden olan gemifloksasinin D. melanogasteriizerinde
fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri arastirilmistir. Gemifloksasinin D. melanogaster’in
birinci evre larvalarindan, pup ve ergine kadar olan biyolojik yasam parametreleri
incelenmisolup 1. evre larvasindan ergin evreye kadar gecen siirecte bocegin gelisimi tizerinde

onemli etkiler gosterdigi saptanmistir.

Calismada D. melanogaster’in yumurtadan yeni ¢ikmis larvalari kullanilmis olup bocek bu
maddeyi iceren besinlerde ergin evreye kadar yetistirilmistir. Larval besin ile alinan
gemifloksasinin D. melanogaster’in erginlerinden elde edilen yumurtalarda protein ve lipit
molekiillerine oksidatif etkileri incelenmistir, ancak en yiiksek konsantrasyondaki
gemifloksasinin miktari bocegin yumurta birakmasini engelledigi tespit edilmistir. Larvalar
ergin evreye kadar gemifloksasin eklenen yapay besinler ile beslenerek bocegin ergin dmiir
uzunlugu incelenmistir. Ergin 6miir uzunlugunun disi ve erkeklerde uzadigi gbzlenmistir.
Gemifloksasinin 300 mg/L’lik konsantrasyonu ergin olmaoranini ve siiresini etkilemezken
erkek ve disi dmiir uzunlugunu uzatmistir. Omiir uzunlugunu uzatmasi ile iliskili olarak bu
disilerden elde edilen yumurtalardaki oksidatif stres gostergesi MDA miktar1 ve
detoksifikasyon enzimi GST aktivitesi artmistir. Bu sonuglar gemifloksasinin lipid
molekiillerinde oksidasyona sebep olarak GST aktivitesinin bu oksidatif stresi dnlemek icin
arttigin1 gostermistir. En yiiksek gemifloksasin konsantrasyonunda GST aktivitesinin olduk¢a
diisiik bulunmasi bu konsantrasyonda meydana gelen oksidatif stresi ortadan kaldirmak icin

yetersiz kaldig1 goriilmektedir.

Bu calisma, gemifloksasinin insektisit olarak kullanilabilirliginin incelenmesinde 6nemli
kriterler olusturmustur. Boylece insan ve hayvan sagligi acisindan 6nemli olan bu maddenin
zararli boceklerin miicadelesinde kullanilabilirligi hakkinda bilgi sahibi olunmustur. Bu
bilgilerin, tarimsal iiriinlerin korunmasiyla {ilkemiz ekonomisine katk1 saglayacagi ve dogal

ortama yonelik en az zarara sahip bir yontem olmaya adaydir.
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