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Borun bir tiirevi olan sodyum tetraboratin Drosophila melanogaster’in yapay besin ortamina
eklenerek, bocegin yasama orani, gelisme siiresi, erkek ve disi omiir uzunlugu, yumurta
verimi lizerine etkisi laboratuvar sartlarinda incelendi. Bu bor tiirevi bocegin son evre larvasi,
pup ve erginlerinde lipid peroksidasyonu {iriinii malondialdehid (MDA) ve protein
oksidasyonu iriinii protein karbonil miktarlar1 ile antioksidan enzim olan glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve detoksifikasyon enzimi
glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi {izerine etkisi incelendi. Larvalar; 10, 30, 150, 300 ve
400 mg/L sodyum tetraborat igeren yapay besinler ile beslendi. 3. evreye ulasan larva
oranini, pup ve ergin olma oranini, sodyum tetraboratin denenen tiim konsantrasyonlari
onemli derecede diisiirmiistiir. Kontrol besininde % 100,00 = 0,00 oraninda 3. evre larvasi
elde edilmesine karsin denenen en yiiksek konsantrasyon olan 400 mg/L’de bu oran
% 59,16 + 6,49’ a diismiistiir. Benzer sonuglar pup ve ergin olma oraninda gézlemlenmistir.

Sodyum tetraborat, ergin evreye kadar gelisme siiresi ile ergin disi ve erkek dmiir uzunlugu



OZET (devam ediyor)

tizerinde Onemli bir etki yapmustir. Kontrol besininden elde edilen disilerden 9,46 + 0,57
yumurta elde edilmis olup bu say1 300 mg/L’ lik sodyum tetraborat konsantrasyonu tarafindan
1,92 £ 0,30’a onemli derecede diisliriilmiistiir. Ayrica, sodyum tetraboratin en yiiksek
konsantrasyonu disilerin yumurta birakmasini engellemistir. Bocegin 3. larva evresinde,
sodyum tetraboratin en diislik konsantrasyonunda MDA miktarinda kontrol besini ile
karsilastirildiginda istatistiki anlamda azalma oldugu gosterilmistir. Bunun aksine kontrol
besini ile karsilagtirildiginda sodyum tetraboratin en yiiksek konsantrasyonu, pup ve erginde
MDA miktarini énemli derecede artirmistir. Sodyum tetraboratin en yiiksek konsantrasyonu
kontrol besini ile karsilastirildiginda 3. evre larvasi, pup ve erginde, GST ve CAT aktivitesini
onemli derecede artirmistir. Kontrol besini ile sodyum tetraboratin en yiiksek konsantrasyonu
karsilastirildiginda bocegin 3. evre larvasi ve ergininde GPx ve SOD aktivitesinde,
istatistiksel olarak 6nemli bir artig varken, pup evresinde ise bunun tam tersi yani GPx ve
SOD aktivitesinde bir azalma gozlemlenmistir. Sodyum tetraboratin en yliksek
konsantrasyonu (400 mg/L) pup ve erginde protein karbonil miktarini artirmis ancak 3. larva
evresinde ise protein karbonil miktarinda azalma kaydedilmistir. Bu ¢alisma bdcegin ergin
biyolojik ozellikleri ile 3. evre larvasi, pup ve erginde oksidatif seviye ile antioksidan
enzimatik savunma ve detoksifikasyon kapasitesinde sodyum tetraboratin konsantrasyonlarina

bagimli degisimler oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Sodyum tetraborat, Drosophila melanogaster, yasama, yumurta verimi,

oksidatif stres, Malondialdehid, antioksidan enzimler

Bilim Kodu: 401.02.01
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The effect of sodium tetraborate (boron compound) on survivorship, development, male and
female adult longevity and fecundity of Drosophila melanogaster were investigated by
rearing the first instar larvae on artificial diets in the laboratory condition. The effect of this
boron compound on important oxidative stress indicators; lipid peroxidation product,
malondialdehyde (MDA) and protein oxidation products, protein carbonyl (PCO) contents
and antioxidant enzymes, glutathione peroxidase (GPx), catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD) and glutathione S-transferase (GST) activities in the whole body of 3"
larval instars, pupa and adults of the insect were also investigated. The insect was reared from
first-instar larvae on an artificial diets containing sodium tetraborate at 10, 30,150, 300 or 400
mg (mg/L) to adult stage. Relative to the control, the diets containing sodium tetraborate
concentrations significantly resulted in decreased survivorship in developmental stages (3rd-
instars, pupa and adults) of the insect. Control diet produces 3rd-instar larvae of 100%

whereas the highest concentration (400 mg/L) decraesed larval survival rate to 59.16 + 6.49%.



ABSTRACT (continued)

Similar results were recorded at pupal emergence rate. This boron compound significantly
affected developmental time and adult longevity. The females from control diet produced 9.46
+ 0.57 eggs but this number of eggs was significantly reduced to 1.92 + 0.30 by 300 mg/L
sodium tetraborate. However, the highest concentration of sodium tetraborate inhibited egg
laying of the females. In the 3th-larval instar stage, in the lowest concentration of sodium
tetraborate in the MDA concentration, as compared with control diet showed a statistically
important reduction. In contrast, compared with control diet, at the highest concentration of
sodium tetraborate, the amount of MDA in pupae and adults significantly increased.
Compared with control diet, the highest concentration of sodium tetraborate, the GST and
CAT activities of 3th-larval instar, pupa and adults were significantly increased. Compared
with control diet, the highest concentration of sodium tetraborate significantly increased GPx
and SOD activity in larvae and adult stage, while this concentration decreased GPx ve SOD
activity in pupal stage. The highest concentration of sodium tetraborate (400 mg / L)
increased the amount of protein carbonyl in pupa and adults but protein carbonyl amount in
3th-larval stage was reduced. This study showed a concentration-dependent variation in
biological traits in relation to oxidative status and antioxidant enzymatic defence and
detoxification capacity in whole body of 3th-larval instar, pupae and adult of Drosophila

melanogaster.

Keywords: Sodium tetraborate, Drosophila melanogaster, survival, fecundity, oxidative

stress, Malondialdehyde, antioxidant enzymes

Science Code: 401.02.01

Vi



TESEKKUR

Bu Doktora tez calismasi, Saym Prof. Dr. Kemal BUYUKGUZEL’in (Doktora Tezi Es
Danisman hocam Sayin Dog¢. Dr. Ender BUYUKGUZEL ile birlikte) yOnetiminde
gergeklestirilmistir. Degerli hocamin her agidan destek ve yoOnlendirmeleri olmadan bu
calismanin basariya ulasmasi miimkiin olmayacakti. Bu ¢aligmada arastirma siiresi boyunca
ilgi, 6neri ve yardimlarini esirgemeyen danisman hocam Prof. Dr. Kemal BUYUKGUZEL’e
ayrica ¢alismamin deneysel ve yazma asamasinda moral destegi ve yardimlarini esirgemeyen

ve bir arastirmact olarak basit ve pratik diisiinmeyi 6grettigi igin degerli hocam Dog. Dr.

Ender BUYUKGUZEL e tiim igtenligimle tesekkiirii bir borg bilirim.

Caligmam sirasinda verdigi destek ve izinler i¢in Ahmet Erdogan Saglik Hizmetleri Meslek

Yiiksekokulu miidiirii, Saymn Dog. Dr. F. Ebru OFLUOGLU DEMIR ’e tesekkiir ederim.

Egitim hayatim boyunca, maddi ve manevi acidan her tiirlii desteklerini esirgemeyen ve bu
destekleri ile bu tez ¢aligsmasinin basariya ulasmasini saglayan annem Saniye ERDEM, babam

Muammer ERDEM ve kardesim Kerem ERDEM’e tiim kalbimle tesekkiir ediyorum.

Doktora tez ¢alismamin her asamasinda yanimda olan, moral destegi ve bilgisini benden
esirgemeyen arkadagim Ceyhun KUCUK ’e tesekkiirlerimi bir borg bilirim. Bu ¢alisma Biilent
Ecevit Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii tarafindan desteklenmistir

(PROJE NO: 2012-10-06-11).

vii



viii



ICINDEKILER

Sayfa
KABUL: ..ottt sttt s sttt s e en et et en et s et an st et e st s s s en et enees i
O ZET .ottt ettt ettt et e ettt ettt ettt ettt enen e i
ABSTRACT ...ttt sttt st s sttt en s et st et en s et s et st snse s v
D) 1 6 2 vii
ICINDEKILER.........coiititetiseecetee s st et es et es s eae st s s s ss st st es s s nsssesssennsesnsasans iX
SEKILLER DIZINT.....ooiiiiiieeiieee et n sttt eneneeens Xiii
CIZELGELER DIZINI ..ottt XV
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.......cccocoiiiiiiiiiiccceee e Xvii
1210) L0\ B T 128 £ 1
BOLUM 2 MATERYAL VE METOD .......oosiiiiiiieeeiieeieeeee e esisseee s sen s ass s ssne s senessnens 21
2.1 DENEYLERDE KULLANILAN DROSOPHILA MELANOGASTER
KULTURUNUN DEVAMI ..ottt ettt 21
2.2 DENEYLERDE KULLANILAN SODYUM TETRABORAT ....coceveveeeieeeveee e 22
2.3 DENEYLERDE KULLANILAN D. MELANOGASTER LARVALARININ
ELDE EDILMEST......ocoiiiiiiiiietceseeeeteee ettt 22

2.4 KONSANTRASYON BELIRLEMEK AMACI ILE YAPILAN ON DENEMELER .. 23

2.5 SODYUM TETRABORATIN D. MELANOGASTER’IN YASAMA ORANI VE
GELISME SURESINE ETKISI ICIN YAPILAN DENEYLER ........ccccccoovviveievnnninne. 24

2.6 SODYUM TETRABORATIN D. MELANOGASTER’IN ERGIN OMUR
UZUNLUGU VE YUMURTA VERIMINE ETKIiSI ICIN YAPILAN DENEYLER... 25

2.6.1 Ergin Omur UZUNIUZU .....ooiviiiiiiiiiiici e 25
2.6.2 YUMUITA VEITMI ...ttt 25



ICINDEKILER (devam ediyor)

Sayfa

2.7 BIYOKIMYASAL ANALIZLER .......ccciiiiiieieiiieiceee et 25
2.7.1 Sodyum tetraboratin D. melanogaster’in MDA ve PCO Miktarlar1 Uzerine

1 1] OSSR 26

2.7.1.1 MDA Miktarinin OIGHIMESI ........c.cvvreeieieiieeeeceeieesee e eeeae e 26

2.7.1.2 PCO Miktarinin OIGHIMESI.......ccvvieierieeiiei e 27

2.7.2 Sodyum tetraboratin GST, CAT, GPx ve SOD Aktivitesi Uzerine Etkisi ............. 27

2.7.2.1 GST Aktivitesinin OIGHIMESI ........cvvvreereieiirecceeie e ee e 28

2.7.2.2 CAT Aktivitesinin OIGHIMESI........c.vverererireceeieeiee e 28

2.7.2.3 GPx Aktivitesinin OlGHIMESI......cvcveveverereeereieiereie ettt 28

2.7.2.4 SOD Aktivitesinin OIGHIMESI.......c.ceererererereeereeeeretee ettt 29

2.7.2.5 TOtal Protein TaYiNi.....c.ccoiiiiiiiiiisieeees e 29

2.8 VERILERIN DEGERLENDIRILMEST. ...t 30

BOLUM 3 ARASTIRMA BULGULARI........c.ovoiiieeiieieceeeees st en s eneeen, 31

3.1 SODYUM TETRABORATIN D. MELANOGASTER LARVALARININ

YASAMA ORANI VE GELISME SURESINE ETKISI .....c.ccvoviviiiieiecceeeeeas 31
3.2 SODYUM TETRABORATIN D. MELANOGASTER ERGINLERININ OMUR

UZUNLUGUNA VE YUMURTA VERIMINE ETKISI......c.coooviiireeceecceeeeee 33

3.3 SODYUM TETRABORATIN D. MELANOGASTER’IN LARVA, PUP VE
ERGIN EVREDEKI LIPID PEROKSIDASYON URUNU MDA MIiKTARINA
I 1) OO OTT 35
3.4 SODYUM TETRABORATIN D. MELANOGASTER’IN LARVA, PUP VE
ERGIN EVRESINDEK]{ PROTEIN OKSIDASYONU SONUCU OLUSAN PCO
MIKTARINA ETKIST ..ot 37
3.5 SODYUM TETRABORATIN D. MELANOGASTER’IN LARVA, PUP VE
ERGIN EVREDEKI ANTIOKSIDAN ENZIM AKTIVITESI UZERINE ETKISI ....39



ICINDEKILER (devam ediyor)

Sayfa

3.5.1 Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin
evresindeki GST aktivitesi UZerine etkiSi.......covervviiiieriiiiicrie e 39

3.5.2 Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin
evresindeki GPx aktivitesi UZerine etKiSi ........ccoevvveriiiiiiiiiiiiie e 41

3.5.3 Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin
evresindeki CAT aktivitesi UZerine €tKiSi ........cccvvvvveriiiieriiiie i 43

3.5.4 Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin
evresindeki SOD aktivitesi UZerine etkiSl .......cvevviriueriiiiiiiiiie e 45
BOLUM 4 TARTISMA ....ooiviiivieeceetee ettt es st en ettt es s st es s st sss s s s snsessn e, 47
12100 D10\ BT )11 6 55
KAYNAKLAR .ttt bbbtk e bt st e s bt et e e st st e et e sneenne s 57
(0746 ) 216)1Y 1 15 67

Xi



Xii



2.1

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

SEKILLER DiZIiNi

Sayfa
D. Melanogaster ‘In YUMUITAST ......c.ecveiieieiieieeseeiesee e ee e sre e e e sre e ssae e eeesreense e 7
D. melanogaster’ N 3. @VI€ larvasl.........coiviiiiiiiiieii e 7
D. melanogaster “in Prepup VO PUPU ......eovereiieierieiesiesiestesiesiesseesseee s sne e sse e enennes 7
D. melanogaster ‘in erkek ve diSi €rgiNi......ccvivieiierieiieieeie e e 8
Lipid peroksidasyonunun baglica asamalari. ............ccccceeieeieeiieiieie e 13
Lipid peroksidasyonun genel kimyasal reaksiyonlart. ...........ccoocevvveiiiiiiiininienieie s 14
Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalarinin birlikte

ENEI TEAKSTYOMIATL. ..t e e anee s 19

D. melanogaster’in yasama gelisme, ergin Omiir uzunlugu ve yumurta verimi

deneylerinde 5 ml’lik besin bulunan siselerdeki beslenme deneyleri..........cccccevvieenen. 23
Sodyum tetraboratin D. melanogaster’in ergin dmiir uzunluguna etkisi...........cc.ceevenee. 33
Sodyum tetraboratin D. melanogaster’in yumurta verimine etkisi. ..........ccoceevrvrerinnenn 34

Sodyum tetraboratin D. melanogaster’in larva, pup ve ergin evredeki lipid
peroksidasyon tiriinii MDA miktarina etkis..........ccoovriieniinieninic e 36
Sodyum tetraboratin D. melanogaster’in larva, pup ve ergin evredeki protein
oksidasyonu sonucu olusan PCO miktarina etkisi..........cccocvviiiiiiiiiiiiiiiices 38
Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin
evresindeki GST aktivitesi UZerine tKiSi. ........cevververereririiisieieeee e 40
Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin
evresindeki GPx aktivitesi UZerine etKiSi........ccovivvririiiiiiieiic e 42
Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin
evresindeki CAT aktivitesi UZErine etKiSI. .......ccovviririiieiiiiiiiiieiie e 44
Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin

evresindeki SOD aktivitesi UZErNE €tKISI. .ooeeeeeeeeeee e, 46

Xiii



Xiv



CIZELGELER DiZiNi

Sayfa
Bor ve tiriinlerinin kullanim alanlart ... 5
ROT molekiilleri ve metabolizmalart ..........cccoceeiiiiiiiiiiiiiiii s 11
Prokaryot ve dkaryotlardaki GST enzim siniflar1 ve biyolojik gorevleri.............c........ 17
Drosophila melanogaster kiiltiiriiniin devami igin kullanilan besin bilesimi................. 21
Konsantrasyon belirlenerek amaciyla yapilan 6n deneme sonuglart. ..........ccccooevveennens 24
Sodyum tetraboratin D. melonagaster larvalarinin yasama orani ve gelisme
SUIEST TUZETINE CTKIST..vviiiiiiciiisiee et nne e 32

XV



XVi



C

cm

dk

g

M

ml

mm

mM

nm

nmol/mg protein
sn

ul

umol/mg protein/dk

KISALTMALAR

ANOVA
APOX
BHT
BSA
CAT
CDNB
DNPH
DTT
EDTA
GPx
GST

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

santigrad derece
santimetre
dakika

gram

molar

mililitre
milimetre
milimolar
nanometre
nanomol/miligram protein
saniye
mikrolitre

mikromol/miligram protein/dakika

analysis of variance
askorbat peroksidaz
butillenmis hidroksi toluen
sigir serum albumin
katalaz
1-chloro-2,4-dinitrobenzen
2,4- dinitrofenilhidrazin
ditiyotreitol
etilendiamintetraasetik asit
glutatyon peroksidaz
glutatyon-S-transferaz

Xvii



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi (devam ediyor)

H.0, . hidrojen peroksit

LSD . least Significant Difference (En kiigiik 6nem fark1)
MDA . malondialdehid

PCO . protein karbonil

PMSF . fenilmetilsiilfonil floriir

ROT . reaktif oksijen tiirevleri

SOD . siiperoksit dismutaz

SPSS . statistical Package for the Social Sciences
TBA . tiyobarbitiirik asit

TCA . triklorasetik asit

v . ki kare (Chi square)

XViil



BOLUM 1

GIRIS

Zararlilarla miicadelede kullanilan kimyasal ve biyolojik maddelere pestisit adi1 verilmektedir.
Pestisitler tarimsal miicadelede gerekli oldugu kadar tarimsal alanlarin temel problemlerinden
birini de olusturmaktadir. Bu alanlardaki kimyasal miicadele gevreye 6nemli derecede zararl
etkiye sahiptir. Sonug¢ olarak geleneksel kullanilan pestisitlerin kullanim alani igerisindeki
hedef olmayan diger organizmalar tizerinde olumsuz etkileri olmaktadir. Bu nedenle kimyasal
miicadeledeki pestisit kullanimi glintimiizde olduk¢a 6ne ¢ikan konular arasindadir. Kimyasal
miicadele yonteminin hedef olmayan diger canlilarin birinci neslin yasama, gelismesini
etkiledigi kadar sonraki nesiller iizerinde de olumsuz sonuglara neden olmaktadir (Fenske et
al. 2002). Pestisitlerin bilingsizce kullanilmasi diger canlilarin biyolojisini tehdit etmektedir
ve ayni zamanda bu organizmalarin iiremesi ve fizyolojisi lizerinde 6nemli degisikliklere de
neden olabilmektedirler (Ekebas et al. 2000). Organik insektisitler zararli bocekler disinda
hedef olmayan diger canlilara ve cevreye karsi risk olusturmaktadir. Ayrica organik
insektisitler biyolojik miicadelede kullanilan faydali bocekleri (parazitoidlerin) ve ayni
zamanda insanin da i¢inde bulundugu c¢evredeki organizmalarin yasam siiresini ve kalitesini
etkilemektedirler (Biiylikglizel 2006). Meyve ve sebzelerin zararli boceklerden korunmasinda
kullanilan insektisitler Onemli miktarda kalintt olusturmaktadir. Bu kalintilar besin
zincirindeki tiim organizmalara toksik etkiye neden olmaktadir. Ekonomik agidan kayiplara
neden olan tarim zararlis1 boceklere karsi kullanilan insektisitler biiyiik bir canli grubuna
(insanin da dahil oldugu grup) énemli derecede zarar verir. Oncelikli olarak yapilmasi
gereken kimyasal pestisitlerin hedef olmayan canlilar lizerindeki dolayl etkileri kadar zararh
bocekler ilizerindeki dogrudan etkileri ve etki mekanizmalari hakkinda da bilgi sahibi

olmaktir.

Zararli boceklerle miicadelede asir1 miktarda ve diizensiz kullanilan kimyasal pestisitlere karsi
organizmalarda direng gelisimi meydana gelmektedir (Barata et al. 2001, Anderson and Zhu

2004). Direng, kimyasal miicadelede kullanilan insektisitlerin, uygulanan ilk doz



degerlerinden daha az etkilenebilen yeni nesillerin ortaya ¢ikmasi olarak agiklanabilir. Bu
sekilde bliyliyen nesiller dogal secilimle birlikte hassas bireylerin yok olmasini ve devamli
daha direngli bireylerin ortaya ¢ikmasini saglar. Meydana gelen direncin sonunda, kullanilan
insektisit artik bu zararli organizmay1 etkileyemez hale gelir. Direngli nesilleri yok edebilmek
icin; daha fazla konsantrasyonlarda insektisitlerin kullanilmasina, yeni tir kimyasal
maddelerin sentezlenerek degerlendirilmesine veya alternatif yeni kimyasallara gerek
duyulmaktadir (Karatas ve Bahgeci 2009, Biiyiikgiizel 2006).

Bu tez ¢alismasinda denenen sodyum tetraboratin en 6nemli 6zelligi, zararlilarla miicadelede
kullanilan diger kimyasal insektisitlere gore 6zellikle memelilere kars1 diisiik toksisiteye sahip
olmasidir. Bor ve tiirevlerinin 0karyotik canlilara kars1 belirli doz araliklarinda toksik 6zelligi
diisiiktiir. Ornegin borik asitin, daha once géz damlasi olarak kullanilmasi, hayvan ve
bitkilerde besinsel olarak onemli role sahip olmasi bunu desteklemektedir. Beyaz renkli
kristallerden meydana gelen borik asit 1950 yilindan sonra ya dogrudan borik asit (H3BO3)
olarak ya da boraks olarak (Sodyum tetraborat dekahisrat Na,B,0O7.10H,0) gidalarda koruyu
madde olarak kullanilmaya baglanmistir (Cemeroglu ve Acar 1986). Borik asitin
mikroorganizmalar {izerinde olusturdugu etki, mikroorganizmalarin fosfat metabolizmalarinda
gorev alan enzimleri engellemesine baglidir (Cemeroglu ve Acar 1986). Borik asit ve boraks
cok kisa siirede ve hizli bir sekilde viicuda alinirken ¢ok uzun bir siirede de viicuttan disari
atilmaktadir. Bu da organizmada depolanma 6zelligi kazandirir. Borik asitin yiiksek miktart
gidalarin  besinsel degerinden faydalanmay1 engelledigi i¢in zayiflama preparatlarinda
kullanilir. Ayrica kiigiik dozlarda koruyu madde olarak gidalara ilave edilmeye baslanmustir.
Boraks turunggillerin yiizeylerinde olusabilecek kiiflenmeyi engellemek i¢in kullaniliyor olup
bu meyveler % 5 ile % 8 boraks igeren sularda yikanip kiif zararlilarinin olugsmasi 6nleniyor
(Cemeroglu ve Acar 1986). Borun hiicre zar1 yapisi ve hiicre fonksiyonlarinda dogrudan
proton verici olarak gorev tistlendigi bilinmekte olup, bitkilerin biiylime ve gelismesinde de
gerekli olan bir elementtir. Hayvan ve insan dokularinda ise diisiik yogunluklarda bulunmakta
olup (Gregory and Kelly 1997), siyanobakterilerin de azot dongiisiinde kullanildiklari
belirtilmistir (Ho 2000). Fareler lizerinde yapilan bir c¢alismada ise borik asitin lipid
peroksidasyon seviyesi, nonprotein tiyol gruplar1 ve siiperoksit dismiitaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx), glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PH) aktiviteleri {izerine etkisi
incelenmistir. Farelerin iki grubu olusturulmus olup, ilk gruba A, D, E vitaminlerinin
karisimlari ile 40 ppm borik asit diger gruba da ayni vitamin karigimi ile 80 ppm borik asit

verilmistir. Ikinci grupta oksidatif sitres daha belirgindir. Buna karsin, birinci grupta lipid



peroksidaz enziminde artma, ikinci grupta ise azalma olmustur. SOD enzim aktivitelerinde
her iki grupta da 6nemli derecede artis gozlenmistir. Ayrica her iki grupta G6PH aktiviteleri

ve GPx aktiviteleri de artis gostermistir (Saygideger Demir 2005).

Borun tiim bilesenleri viicuda alindiktan sonra borik asite doniistiiriiliir. Borik asit viicut
stvilarindan  pasif diflizyon ile absorbe edildikten sonra yumusak doku ve kandaki bor
konsantrasyonu belirli seviyeye ulasir. Gidalarda bulunan borun temel formu borik asite
metabolize edilir. Idrardan degisime ugramadan elimine edildikleri bilinmekte olup bu
eliminasyona ter, safra ve solunumda katki vermektedir (Gregory and Kelly 1997). Bor viicuda
alindiktan sonra bobrekler tarafindan yiliksek konsantrasyonlarda viicuttan uzaklastiritlmaktadir.
Borun bobrekler tarafindan viicuttan uzaklastirilana kadarda beyin, kemik, bobrek, testis ve
karaciger dokusunda biriktigi bilinmektedir (Jansen et al. 1984, Heindal et al. 1992, Dieter
1994, Moseman 1994). Bunun sonucunda bor bobrekler tarafindan viicuttan uzaklastirilana
kadar diisiik konsantrasyonlarda tiim organlara dagilmis olup bu miktar 3-20 mg arasindadir
(Jansen et al. 1984, Moseman 1994). Bor, biitiin organizmalar igin toksik olmasina ragmen
borun tiirevleri olan borik asit ve boraks pestisit ve yiyeceklerde koruyucu madde olarak
kullanilmaktadir. Glintimiizde yiyecek koruyucusu olarak kullanilan borik asit i¢in diinya saglik
orgiitli sinirlama getirmistir. 100 mg iizerinde borik asit alimlari toksik etki olusturmakta olup
oldiiriicii doz yetiskinlerde 15-20 g arasinda, ¢ocuklarda ise 3-6 g’dir (Nielsen 1994). Borun
kimyasal mekanizmasi i¢in iki hipotez bulunmaktadir. Bu hipotezlerden birincisi, redoks
tepkimelerinde hiicre zar1 gegis sinyallerinde ve zar gecis hareketlerinde diizenleyici iyon gorevi
gdrmesidir. Ikinci hipotez ise l6kositlerin mikroorganizmalar1 yok etmesinde kullamlan reaktif
oksijen parcaciklarinin gorev aldigr oksidatif patlama olayin1 diizenlemede gorev almasidir
(Saygideger Demir 2005). Borun biyokimyasi borik asite bagl olup borik asit kompleksleri
viicutta karbohidratlar, niikleotidler ve vitaminler gibi bir¢ok yapida bulunmaktadir (Saygideger
Demir 2005).Yar1 0miir uzunlugu 24 saat oldugu bilinen borik asit sindirim sistemi yoluyla
absorbe edilir ve viicut sivilartyla dagilima ugrar. Ayrica agik yaralar ve miikoz zarlar ile de
absorbe edilebilirler (Moseman 1994). Akut alimlarda borik asidin viicuttan uzaklastiritlmasi %
50 si ilk 12 saat, % 90’1 ise 96 saatken, kronik alimlarda ise bu siire 3 haftay1 bulmaktadir (Job
1973, Okudan ve Seckin 1996).

Sodyum tetraborat elementel borun bir tiirevidir ve bor minerali oksijenle birlikte boraks
halinde bulunur. Borun en 6nemli bilesikleri borik asit ve borakstir (sodyum tetraborat). Bor

tiirevleri suda kolay erir ve kokusuz, ugucu olmayan, beyaz kristal graniiller veya toz halinde



bulunmaktadir. Hamambdcegi basta olmak tizere kapali alanlardaki boceklerin miicadelesinde
kullanilmaktadir (Ebeling 1995). Borik asit ve tiirevleri son zamanlarda inorganik insektisit
olarak farkli sulu ¢ozeltiler seklinde kullanilmis olup bu madde bocegin 6n bagirsak ve orta
bagirsagina zarar verip, besin alinimini ve alinan besinin sindirilmesini engelleyerek bocegin
Oliimiine neden olmaktadir (Cochran 1995). Sodyum tetraboratin zararlilarla miicadelede
yaygin olarak kullanilmasmin bir sebebi de bdcegin cogalmasini engelleyici etkisinin
olmasidir (Zhou and le Patourel 1990). Ayrica sodyum tetraborat ve borik asit besinsel
elementlerin (magnezyum, kalsiyum, bakir ve fosfor vb.) metabolizmasini da etkiler (Xue and
Bernard 2003).

Canlilarda besin ile alinan bor miktarinin artmasi tiim dokulardaki bor miktarini artirmaktadir
ve dokularda artan borun fazlasi belli bir seviyeye kadar tolere edilebilir. Bir canlinin giinliik
alabilecegi bor miktar1 0.30-0.41 mg’dir. Insanlar icin bor diisiik toksisiteye sahiptir. Ancak
yiiksek dozlari ireme ve gelisme {izerine olumsuz etki yapabilmektedir (Lanoue et al. 1998).
Cesitli deneysel modeller (insan, bocek) kullanilarak yapilan bir¢ok laboratuvar caligmalar
sonucunda borun biyolojik olarak aktif, yararli bir element oldugu ortaya konulmustur
(Nielsen 2008, Biiyiikgiizel et al. 2010). Nielsen yapmis oldugu beslenme ¢alismalarinda boru
besinden azaltmis ya da tamamen ¢ikarmistir ve sonug¢ olarak bazi yiiksek organizasyonlu
hayvansal organizmalar ile insanlarin hayatlarini siirdiirebilmeleri i¢in borun gerekli oldugunu
belirtmistir. Gida koruyucu yani antimikrobiyal madde olarak borik asit (BA) (E284)
kullanilmaktadir ve besinlerdeki doz miktar1 en fazla 4g/L olmas1 gerekmektedir (Tiirkiye
Tarim Bakanlig1 2004). Bunun yaninda bor ve liriinleri tibbi ve tibbi olmayan amaclar i¢in de

kullanilmaktadir (Heindel et al. 1997) (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1 Bor ve iiriinlerinin kullamim alanlar1 (Ozpeker 2001, Absolom 1980, Atalay 2007).

Kalsiyum Sodyum Borat Izolasyon, Cam, Metaliirji, Niikleer, Fiberglas

Rafine boraks pentahidrad ve boraks dekahidrad, Susuz
Sodyum Borat borak
oraks

Giibre, Fiberglas, Izolasyon, Metaliirji, Cam agarticilari, Cam,
Boraks Penta ve Deka Hidrat, Susuz Boraks | Yapistiricilar, Kozmetik ve ilag, Tarim, Fotograf, Tekstil

boyalari, Dericilik, Yiin koruyucu

Antiseptik, Kozmetik, Yangin sondiiriici, Deri, Bocek
Susuz Borik Asit miicadelesi, Metaliirji, Naylon ve Tekstil sanayi, Sabun ve

deterjanlar, Fotograf

Deterjanlar ve agarticilar, Dezenfektan, Tekstil boyalari, Cam
Sodyum perborat
ve boyalari

Cam, Zirai miicadele, Bocek olduriicli,, Bocek miicadelesi,
. . Fotgograf, Sabun ve deterjan, Naylon, Tekstil boyalari,
Borik Asit N :
Balmumu yumusatici, Aga¢ koruyucu, Antiseptik, Kozmetik,

Yangin sondiiriicii, Niikleer

Yapilmis olan calismalar genellikle borik asit ve tiirevlerinin boceklerin laboratuvar
sartlarinda yetistirilmesinde besin almay1 uyaricilar olarak rol oynadigini gostermistir. Son
zamanlarda bor tiirevleri ile yapilan ¢aligmalar, bu maddelerin boceklerin yasama ve gelisimi
iizerindeki etkilerinin belirlenmesine yonelik olmustur (Hyrsl et al. 2007, Durmus and
Biiytikgiizel 2008, Giines 2013). Biiyiikgiizel ve ark. (2010) tarimsal zararli bazi bocekler
(Galleria mellonella, Ephestia kuehniella, Ostrinia nubilalis) ile yapmis oldugu bir proje
caligmasinda borik asitin tek basina ve farkli seker g¢ozeltileri ile besinsel karisimlarinin

boceklerin gelisim evrelerine olumsuz etkisini gostermislerdir.

Bu tez calismasi bir bor tiirevi olan sodyum tetraboratin zararli boceklerle miicadele de
insektisit olarak kullanilabilirliginin denenmesi i¢in onemlidir. Bu nedenle yapay besine
eklenen sodyum tetraboratin etkisinin belirlenmesinde model organizma olan Drosophila
melanogaster (Meigen)’in yumurtadan yeni ¢ikmig larvalart kullanilmis olup bocegin larvalar

bu maddeyi igeren besinlerde ergin evreye kadar yetistirilmistir.

D. melanogaster beslenmesinin kolay olmasi ihtiyaci, hizli liremesi ve kisa siirede yavru
vermesi, degisik ekolojik kosullara uyum gosterebilmesi ve kiiciik yapilt olusu gibi avantajlart

sebebiyle biyolojik caligmalarda ¢ok tercih edilen bir model organizmadir. Bu bdcek



olgunlagsmis, olgunlasmamis ve ¢iirimiis meyvelerin iizerinde beslenip iiremektedir.

Drosophila melanogaster’in taksonomideki yeri asagidaki gibidir:

Regnum (Alem) - Animalia (Hayvanlar)

Phylum (Sube) : Arthropoda (Eklembacaklilar)
Subphylum (Altsube) : Mandibulata-Antennata

Clasis (Sinif) : Insecta-Hexapoda (Bocekler-Altibacaklilar)
Subclasis (Alt Sinif) : Pterygota (Kanatlilar)

Siiperordo (Ust Sinif) : Mecopteroidae (Uzun kanatlilar)
Ordo (Takim) : Diptera (Cift kanatlilar)

Subordo (Alt takim) : Brachycera (Kisa antenli sinekler)
Familie (Aile) : Drosophilidae (Sirke sinekleri)
Genus Cins : Drosophila

Species Tiir : Drosophila melanogaster

D. melanogaster oOkaryotik canli grubuna dahildir. Drosophila’da gelisim iki dénemde
gerceklesmektedir. Ilki embriyonik dénem yani yumurtanin déllenmesi ile baslar ve genc
larvanin yumurtadan c¢ikmasina kadar devam eden donemdir ve embriyonik gelismeler
yumurta zarlari icinde devam eder. Ikincisi post emriyonik dénemdir. Geng larvalarinin
yumurtadan c¢iktigi andan itibaren baslar ve ergin hale gelinceye kadar gecirdigi tiim

degisikliklerdir (Bownes 1975).

D. melanogaster hayat devri siire olarak ortamin bulundugu sicaklikla degiskenlik
gostermektedir. 25 'C de optimum sartlarda yumurtanin ergin hale gelebilmesi i¢in yaklagik
stire 8-10 giin arasinda degismektedir. D. melanogaster holometabol (tam metamorfozlu) bir
bocektir. Yumurtay: takiben larva, pupa ve ergin donemleri tiim hayat dongiisiinii meydana

getirmektedir (Demirsoy 2003).

D. melanogaster ‘in yumurtalart 0,5 mm uzunlugunda oval ve beyaz renklidir. Yumurtanin
besin i¢ine batmasmi Onlemek ic¢in anterior ucundan dorsalden uzanan bir ¢ift flament

bulunmaktadir. Yaklagik 1-2 giin i¢inde yumurtadan larvalar ¢ikmaktadir (Sekil 1.1).



Sekil 1.1 D. melanogaster ‘in yumurtasi (Meltem Erdem tarafindan ¢ekilmistir).

D. melanogaster ‘in larvalari beyaz renktedirler ve yumurtanin larvaya doniismesi yaklasik 24
saattir. Agiz pargalar1 siyahtir ve kolayca goriilebilir. Larvalar beslenmeleri sirasinda besin
icine kanal acar ve hareket ederler. Yumurta acildiktan sonra 1. evre larvalari, 2. evre lavalari
ve son olarak olgun evre 3. evre larvalari meydana gelir ve yaklasik 2-3 giin stirmektedir.

Pupa olana kadar iki kez deri degistirirler (Demirsoy 2003) (Sekil 1.2).

Sekil 1.2 D. melanogaster’ in 3. evre larvasi (Giines 2013).

Birinci evre larvalar1 besinden uzaklasarak sisenin kuru olan yerlerine dogru hareket eder ve
burada pupalasir. Pup evresi hareketsizdir beslenme ger¢eklesmez. Sar1 kahverengi bir
renktedir. Kanatlari, gozleri ve ayaklari pupa evresindeyken fark edilebilir. 25 'C’ de

optimum sartlarda yaklasik bu evre 4 giin siirmektedir (Demirsoy 2003) (Sekil 1.3).

Sekil 1.3 D. melanogaster ‘in prepup ve pupu (Meltem Erdem tarafindan ¢ekilmistir).



D. melanogaster erginleri pupa kilifinin anterioriinii delerek ¢ikarlar. Pupadan yeni ¢ikan
erginler agik renkli ve yumusaktirlar ayn1 zamanda kanatlar1 heniiz agilmamistir. Bu durum
birkag saat sonra degiserek kanatlar agilir ergin halini alir. Omiir uzunluklari 25 ‘C’ de 40-60
giin arasinda degismektedir. Pupadan ¢ikan disi bireyler yaklasik 5 saat sonra ciftlesebilirler
ve 2-3 giinde yumurtlamaya baslar. Disiler ¢iftlesmeye bagli olmaksizin yumurta birakirlar
fakat dollenmemis yumurtalar agilmaz. D. melanogaster’in erkek ve disi erginlerinde bir
takim degisiklikler vardir. Disi ve erkek bireylerde genital plaklarinda, disilerde vagina ve
aniis, erkeklerde ise penis ve aniis bulunur. D. melanogaster’in erginlerinin esey tayininde
erkek bireylerin 6zelliklerine bakilarak disilerden kolaylikla ayirt edilirler. 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 yaslanma ve stirekli
yumurta gelisiminden dolay1 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. Bunun yaninda erkeklerde
disilerden farkli olarak esey taragi (sex comb) bulunmaktadir. Esey taragi erkeklerde her 6n
bacagin bazal tarsus segmentinin metatarsusu lizerinde kii¢iik tarak seklinde bulunmaktadir ve

bu esey tayinindeki en 6nemli 6zelliktir (Demirsoy 2003) (Sekil 1.4 ).

Sekil 1.4 D. melanogaster ‘in erkek ve disi ergini (Giines 2013).

D. melanogaster okaryotik bir canli olup, insan ve diger dkaryotik organizmalarla korunmus
gen bolgelerine sahiptirler, genel hiicre metabolizmasi bakimindan da benzerdirler. Bu
sebeple yaygin olarak kullanilan bazi kimyasallarin biyolojik etkisini test etmek i¢in uygun
bir deney hayvanidir (Cakir ve Sarikaya 2004, Sarikaya et al. 2010, Doane 1967). Yapilan bir
calismada bazi organik fosfatli bilesiklerin (metil paratiyon, diklorvos, vb) ve gida boyalarinin
farkli konsantrasyonlarmin D. melanogaster’in yasama yiizdesi lizerine etkisi incelenmis ve

bu maddelerin toksik etkileri saptanmistir (Cakir ve Sarikaya 2004, Sarikaya et al. 2010).



Borik asitin Galleria mellonella larvalarinin hemolenfi ve yag dokusunda protein profilini
degistirdigi ve yiiksek konsantrasyonunda bdcegin hemolenfinde 45 kDa’luk bir protein
sentezlemesine neden oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Hyrsl et al. 2008). Yapilan bir ¢calismada
Apis mellifera (L.) is¢i larvalarinda iki ayr1 miktarda, 2,5 ve 7,5 mg/g (mg/g besin) oraninda,
borik asit besine ilave edilmistir. Kontrol grubuna goére is¢i larvalarin 6liim orami artmuastir.
Borik asitin 2,5 mg’1 5. ve 6. giinde larvalar1 % 100 oraninda 6ldiirtirken, 7,5 mg’da 4. giinde
%100 oliim oranina neden olmustur (Cruz et al. 2009). Drosophila ssp ile ilgili yapilan bir
calismada besine ilave edilen borun dokularda birikimi, gelisme evresine gore degistigi
gosterilmektedir. Bor diisiik konsantrasyonlarda yasam siliresinde az ama onemli derecede
uzamaya neden olmustur. Normal diizeydeki besinsel bor miktar1 biyolojik koruyucu bir etki
yapmustir (Massie et al. 1990). Cam kese bocegi Thaumetopea pityocampa (Schiff)
(Lepidoptera) larvalarina karst %10’luk boraks ve borik asit ¢ozeltilerinin 6ldiiriicti etkiye
neden olmadig: tespit edilmistir (Dayioglu 2008). Yapilan bir calismada borik asitin Alman
hamam bdocegi Blatella germanica (L)’nin sindirim islemini ve enzimatik antioksidan
savunma sistemini olumsuz etkiledigi gosterilmistir. Bu ¢alismada borik asitin orta bagirsak
epitel dokusunda hasara neden oldugu ve GST enziminin aktivitesini artirdigi, asetilkolin

esteraz (AchE) enzimini inhibe ettigi ortaya ¢ikarilmistir (Habes et al. 2006).

Organik kimyasal insektisitler 6zellikle organofosfatli insektisitler hedef ve hedef olmayan
canlilarin sinir sistemini etkilemektedir (Biiyilikgiizel 2006). Tarimsal alanlarda kullanilan
kimyasal maddelere maruz kalan canlilarda reaktif oksijen tiirleri (ROT) meydana gelir.
Paylagilmamis elektronlarindan dolay1r oldukca reaktif atom veya molekiiller olan ROT lar,
hiicre zarinin doymamis yag asitlerine ayn1 zamanda protein bilesimine de zarar
vermektedirler (Halliwell 1994, 1999, Heinle and Betz 1994, Giilbahar 2007). Ayrica serbest
radikallerin hiicre zar1 ile etkilesmesinden dolayr enzimler, hormonlar ve ndrotransmiter
maddeler de olumsuz yonde etkilenmektedir. Yiiksek konsantrasyonlardaki insektisitlere
maruz kalan bdcekler canli kalabilmek i¢in, metabolizmalarinda ROT’lar1 meydana getiren
toksik maddeleri oksitleyebilme yetenegine sahiptir (Felton and Summers 1995, Cheseman
and Slater 1993).

ROT lar; basta proteinler, lipidler ve DNA olmak iizere gesitli biyomolekiillerin biitiinligiinii
tehdit eden hiicre i¢i oksijen ara iiriinlerini ifade etmektedir (Cnubben et al. 2001). ROT’nin
fizyolojik kullanimi arasinda hiicreleraras: sinyalizasyon ve redoks reaksiyonlari yer

almaktadir. Nitrik oksitin bir sinyal molekiilii olmasi1 yaninda transkripsiyon faktor



aktivitelerinin ve gen ekspresyonunun diizenleyicisi oldugu da bilinmektedir. Bazi1 sitokinler,
biliyiime faktorleri, hormonlar ve ndrotransmitter maddeler intraselluler sinyal {iretiminde

ikinci haberci olarak ROT’yi kullanmaktadirlar (Nordberg ve Arner 2001).

Yasamlar1 siiresince, tiim canlilar farmakolojik ya da besin kokenli olmak iizere
ksenobiyotiklere (zararli madde) maruz kalirlar. Enzimatik reaksiyonlar sonucunda
ksenobiyotiklerin uzaklastirilmasi olayina detoksifikasyon (zehirsizlestirme) denir. Canlilarda
detoksifikasyon sistemleri birbirlerinden farkli olabilir. Hiicrelerdeki serbest radikallerin
olusumu endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagli olarak meydana gelmektedir. Endojen
etmenler oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari ile meydana gelmekte ve bu olaylar
organizmada normal olarak gelismektedir. Enfeksiyon, stres, viriisler, kimyasallarin etkisi
altinda kalma, pestisidler, iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligine neden olan
fitokimyasal maddeler, sigara dumani, ¢oziiciiler gibi c¢evresel faktorler, demir, bakir,
kadmiyum, nikel, krom, civa gibi metal iyonlar1 ekzojen kaynakli etmenler arasinda

sayilabilir (Halliwell 2000, Ates et al. 2004, Burgak ve Andican 2004).

Biyolojik olaylar igin oksijen gereklidir (Erenal et al. 1993, Comporti 1993). Oksijen canli
dokularda iki yolla indirgenir. Ilk olarak oksijen 4 elektron alarak suya indirgenir. Ikincisi ise
oksijen basamak basamak tek degerli formuna indirgenir bu indirgenme olay1 daha diisiik bir
oranda gerceklesmektedir. Her iki yolla serbest oksijen tiirleri olusur. En O6nemli serbest
oksijen tiirleri siiperoksit (O, "), hidrojen peroksit (H,0O,), hidroksil (OH’) ve singlet oksijen
(*0,) tiirleridir (Erenal 1993, Draper 1990). Oksijen molekiilii tek elektron alarak serbest
oksijen grubunu meydana getirirken iki elektron indirgenmesi ile hidrojen peroksiti olusturur.
Hidrojen peroksit enzimatik ve enzimatik olmayan yol olmak tizere iki sekilde meydana gelir.
Stiperoksit grubu fizyolojik pH’da kendiliginden meydana gelen bir dismutasyonla hidrojen
peroksiti meydana getirebilir. Bunun yaninda bir antioksidan enzim olan siiperoksit dismutaz
(SOD) ile katalize edilip hidrojen peroksiti meydana getirebilir. Hidrojen peroksit serbest
oksijen tilirli (radikali) degildir. Bu grupta olmasmin sebebi kolayca oksijen tiirlerini
olusturmasidir. Demir, bakir gibi gecis grubundaki metaller ile tepkimeye girerek daha reaktif
gruplart meydana getirmektedir. Tepkime asagida ki gibi gerceklesmektedir ve demir
katalizorliigiinde  gergeklestiginden dolayr bu olay Fenton reaksiyonu olarak

adlandirilmaktadir.
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Fe(ll)+ 0, ———» Fe (I)+ 0O,
Fe (1) + H,O;, ——» Fe (II) + OH" + OH’

Ayrica stiperoksit grubu hidrojen peroksit ile tepkimeye girer bu olay Haber-Weiss

tepkimesidir ve tepkime su sekildedir;

0, +H,0p ——— » 0O,+0OH + OH"

En reaktif serbest radikal grubu olan OH’, 6zellikle elektronca zengin olan membranlardaki
cok sayida yag asitleri, proteinler, DNA, karbohidratlar gibi biyomolekiiller ile tepkimeye
girer. Tepkimeler elektron transferi, hidrojen koparma ve katilma tepkimeleri ile ayrica

radikalin dis orbitaline elektron alma ilgisinden olusan tepkimelerdir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2 ROT molekiilleri ve metabolizmalar1 (Nordberg and Arner 2001).

Enzimatik savunma .
ROS molekiilii Ana kaynak ) ) Uriin(ler)
Sistemleri

Elektron tagima sisteminden
(ETS) Siiperoksit dismutaz (SOD), | H,0,+0O,
) elektron sizintisi,
Stiperoksit (0;7) .
Fagositoz, Stiperoksit reduktaz (bazi | H,0,
Ksantin oksidaz, bakterilerde)
Flavoenzimler

SOD reaksiyonu ile O,” ‘dan, | Glutatyon peroksidaz (GPx), | H,O+GSSH

o ) NADPH,
Hidrojen peroksit ) ]
(H0,) Oksidazdan(notrofiller), Katalaz (CAT), H,0+0,
o Glikoz oksidaz,
Ksantin oksidaz Peroksiredoksinler H,0O
Hidroksil radikali Metal iyonlar1 ile O, ve
(OH) HZOZ’den
Nitrik oksit (NO) Nitrik oksit sentaz’dan Glutatyon/TrxR GSNO

Boceklerde ROT’lar, lipit peroksidasyonu, protein ve enzim oksidasyonuna, hiicredeki
glutatyon miktarinin azalmasina ve bdylece oksidatif hasar meydana gelmesine neden olur
(Ahmad 1995, Krishnan et al. 2009). Hyrsl et al. (2007) ekonomik kayiba neden olan

Lepidopter takimina ait Galleria mellonella L.’ nin son evre larvalarindan elde edilen
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hemolenf ve yag dokularinda borik asitin farkli konsantrasyonlarinin oksidatif strese neden
oldugunu ve bu dokulardaki antioksidan enzim sistemi lizerinde olumsuz etki gosterdigini
acikca ortaya koymuslardir. Ayrica bir baska ¢alismada da Biiyiikgiizel and Kalender (2007)
bir antibakteriyel antibiyotik olan penisilinin farkli konsantrasyonlarini kullanarak,
G. mellonella’ nin tiim larval evrelerinin (3-7. evreler) orta bagirsaginda antioksidan enzim
aktivitelerinin belirlenmesi sonucu bocegin bu kimyasal maddeden olumsuz etkilendigi ve
lipit peroksidasyon iiriinii olan malondialdehid (MDA) miktarnin énemli derecede arttigini

gostermislerdir.

Farkli sebeplerle reaktif oksijen tiirlerinin artmasi ve antioksidan mekanizmalarin yetersiz
kalmasi ile oksidatif stres ad1 verilen bir dizi patolojik olaylar meydana gelmektedir. Oksidatif
stresin, ¢esitli mekanizmalar ile DNA‘da baz ve seker modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir
kiriklari, abazik bolgeler, DNA protein ¢apraz baglanmasi gibi ¢esitli lezyonlara sebep olarak
hasara neden oldugu bilinmektedir (Williams and Jeffrey 2000, Cooke et al. 2003). Oksidatif
stresin Onemli gostergeleri, hiicrede bulunan yapisal ve islevsel biyomolekiillerin oksidatif
hasar gérmesidir. Oksidatif hasar sonucu yapisi bozulan lipit molekiillerinin pargalanmasi ile
MDA ve diger aldehitler olusur. Lipit peroksidasyonu seviyesinin en 6nemli gostergest MDA
miktarinin artmasidir (Manno et al. 1985, Cheesman 1993). MDA, proteinlerin amino grubu,

fosfolipitler ve niikleik asitler ile reaksiyona girer.

Lipid peroksidasyonu membran lipidlerinin oksidatif hasar1 sonucunda hiicre zarinin yapisinin
bozulmasidir. Hiicrenin canliliginin devami i¢in hiicre zarinmn biitiinligli ve akicilig

onemlidir. Enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu ii¢ yolla gerceklesmektedir.

Baslangic asamasinda Serbest radikalin zar yapisindaki ¢oklu doymamis yag asidi (LH)
zincirindeki bir metilen grubundan H* atomunu koparmasi ile baslar. Yag asitlerinde g¢ift
baglar bulunur ve C-H baginin zayiflamasia neden olarak H* atomunun kopmasini saglar.
OH’, alkoksil, peroksil ve hidroperoksil radikalleri ilk olarak H* atomunu koparacak
aktivitedeki radikallerdir. H" atomunun kopmast ile yag asidi zincirinde karbon merkezli, bir

lipid radikali (L) olusur.

Geligsme asamasinda olusan L molekiiler oksijen ile reaksiyona girer ve lipid peroksil radikali
(LOO) meydana gelir. LOO', diger bir yag asidi (LH) molekiiliinden ayrilan bir H atomu ile
reaksiyona girerek lipid hidroperokside (LOOH), sonug olarak tekrar hidroperoksidlere ve
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yeni lipid radikallerine doniisiir. Bu sekilde zincir kendi kendine katalizlenerek ilerler. Bu
nedenle zar biitlinliglini, akicilifini ve gecirgenligini biiyiikk olgiide zarara ugratir. Lipid
hidroperoksidler hidrofilik yapidadirlar ve oldukg¢a dayanikli molekiillerdir. Ancak yikimlari
metal iyonlar1 ve yiiksek sicaklikta artar. Bu sekilde lipid peroksidasyon hizlanir.

Sonlanma asamasinda meydana gelen radikaller birbiri ile reaksiyona girerek ester, eter, aldehit,
keton ve alkol gibi radikal olmayan {iriinlere donisiirler. Ayrica bu liriinler hiicrenin diger

bolgelerine difiiz ederek hiicre bilesenlerinde hasara yol agar (Porter et. al 1995) (Sekil 1.5).

Baglangic Asamasi

X+LH ——— XH+L

Gelisme Asamasi
L' +0, —» LOO

LOO +LH ——» LOOH+L

Sonlama Asamasi
LOO +L —> LOOL

L+L — LL

Sekil 1.5 Lipid peroksidasyonunun baslica asamalari.

Lipid peroksidasyon diizeyi lipid peroksidasyon iiriinlerinin olgiilmesi ile belirlenmektedir.
Lipid hidroperoksidlerin yikimi sonucunda aldehidler meydana gelir. Aldehidler arasinda en
onemli olanlar1 4-hidroksi-2-trans-nonenal (HNE) ve MDA’dir. MDA iki ya da daha fazla gift
bag bulunduran ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidatif peroksidasyonu sonucu meydana

gelmektedir (Sekil 1.6).

MDA’nin baslica 6zellikleri, ugucu, diisitk molekiil agirligina sahip (MA=72,07 g/mol), zayi1f
asid (pK;=4,46) ve kisa zincirli 1,3-dikarbonil bilesigi yapisinda olmasidir. Notral ve alkali
ortamda enolat iyon formunda bulunur. Fizyolojik ortamda orta derecede reaktif oldugundan
dolay1 elektrofilik ve niikleofilik olmak tizere iki tiirlii etki gostermektedir. Fizyolojik role

sahip molekiiller ile reaksiyona girerek bunlarin yap1 ve fonksiyonlarini bozar.
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Cok Doymamis Yag Asidi N/ N\—o/ \oo/

Lipid Radikali Ne—/ \——/ \—r/

Dien konjugat N/ > /S N/

Lipid peroksil radikali

+0-0 H
.H/ \

HOO H AN 7\ AN /
Hidroperoksid )

0—o Endoperoksid

|

(o] (o]
Malondialdehid

Sekil 1.6 Lipid peroksidasyonun genel kimyasal reaksiyonlart (Murray vd. 1996, Altintas 2006).

Organizmada oksidatif stres sonucunda protein oksidasyonu da meydana gelebilir.
Proteinlerde meydana gelen oksidasyon primer reaksiyon, lipid peroksidasyon firiinlerinin
proteinlerle okside trlinler olusturmasi ise sekonder reaksiyon ile gerceklestirilmektedir.
Primer ve sekonder oksidasyon reaksiyonlar sebebi ile aminoasitlerin yan zincir reaksiyonlari
meydana gelir. Ayrica polipeptid yapinin pargalanmasit sonucu daha kii¢iik par¢alar meydana
gelebilir. En ileri diizeydeki etkisi ise proteolitik enzimler ile parcalanamayan c¢apraz bagl
agregatlar meydana gelir. In vitro olarak yapilan galismalarda ROT nin baz1 aminoasitler ile
reaksiyona girmesi sonucunda aktivitesi daha diigiik enzimler ve denatiire proteinleri meydana
getirdigi gosterilmistir (Stadtman and Levine 2000). Serbest radikallerin proteinleri nasil
etkileyecegi amino asit kompozisyonuna, proteinin hiicresel lokalizasyonua ve radikalin
toksisitesine baglidir. Doymamis bag ve siilfiir igeren molekiillerin serbest radikaller ile
etkilesimi oldukc¢a fazladir. Bu nedenle triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin gibi
aminoasitlerden meydana gelen proteinler serbest radikallere karsi olduk¢a duyarlidirlar
(Kavas 1989). Protein oksidasyonunun belirlenmesinde en 6énemli metodlardan birisi protein
karbonillerin miktarinin belirlenmesidir. Ozellikle prolin, arjinin ve lizin oksidasyonu

sonucunda protein karboniller meydana gelmektedir (Erenal et al. 1993, Comporti 1993).
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Marnett (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada ROT’ larin, DNA’nin kimyasal yapisini
degistirmesi nedeni ile mutajenik olabilecegi one siirlilmiistiir. DNA’nin kopmasi, DNA-
protein ¢apraz bag olusumu ve piirin bazlarinin oksidasyonu gibi birgok DNA hasarina ROT
neden olmaktadir. Eger zarar gormiis DNA onarilmaz ise replikasyon siiresince hatali baz
eslesmesi meydana gelmektedir. Bunun sonucunda bir mutasyon gelisebilecegi gibi oksidatif
strese maruz kalan kisilerde kanser gelisiminin yiiksek oranda olmas1 muhtemeldir (Mates et
al. 1999).

Hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehidler monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu
olusurlar ve patolojik siiregte rolleri biyiiktiir. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere
baglanarak amitotik etki meydana getirirler, boylece kanser ve yaslanma olaylarinda gorev

alirlar (Akkus 1995).

Viicutta serbest radikallere karsi olusturulan dogal bir savunma mekanizmasi mevcuttur. Bu
savunma mekanizmasinda rol oynayan bilesiklere ‘antioksidan’ adi verilmektedir.

Antioksidanlar hem hiicre zarinda, hiicre i¢inde hem de hiicreler aras1 alanda bulunabilirler

(Ahmad 1995).

Antioksidanlar farkli mekanizmalar ile etki gosterirler, Birincisi antioksidanlarm ROT’lar
enzimsel reaksiyon mekanizmasi ile veya dogrudan temizlemesidir. Ikincisi ROT’nin
meydana gelmesini en bastan engellemesidir. Ugiinciisii radikalleri meydana getiren
reaksiyonlar, metal iyonlarinin baglanmasini engelleyerek oOnlemesidir. Sonuncu olarak
antioksidanlar, ROT ile hasar gormiis biyomolekiiller tamir ederek veya temizleyerek etki
gosterirler (Yalgin 1992).

Hiicresel antioksidan sistem enzimatik ve nonenzimatik olmak {izere iki kisma ayrilir
(Nordberg and Arner 2001, Erel 2004). Enzimatik antioksidanlar; Siiperoksit dismutaz (SOD),
Katalaz (CAT), Glutatyon S- transferaz (GST), Glutatyon peroksidaz (GPx), Glutatyon
rediiktaz (GR)’dir.

SOD, metalloprotein yapisinda olan, siiperoksit radikalini H,O;’e doniistiiren ve hiicresel
H,0, kaynagi olarak bilinen, organizmayi serbest radikal hasarina karsi koruyan, fagosite
edilmis bakterilerin dldiiriilmesinde rol oynayan bir enzimdir (Perez-Campo et al. 1993,

Fridovich 1999, Kavas 1989, Akkus 1995). Endojen bir enzim olup organizmay1 olusturan
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her hiicre i¢in gereklidir. SOD bes farkli sekilde bulunur. Bunlar sirasi1 ile manganez igeren
Mn-SOD, Bakir ve ¢inko i¢eren CuZn-SOD, Mn ve Demir igeren Fe-SOD, Nikel igeren Ni-
SOD ve son olarak bakir igeren Cu-SOD’dur. Bunlarin iginde en ¢ok bulunan formu
sitoplazmadaki Cu/Zn SOD’dur (Caylak 2011). D. melanogaster’de normal SOD aktivitesinin
yaklasik % 50°si giiglii oksidatif strese karsi direng olusturmak igin gerekli iken normal
sartlarda bocegin yasamini devam ettirebilmesi i¢in ¢ok az SOD aktivitesi yeterlidir (Bourg
2001). Katalaz (CAT) enzimi, organizmada serbest radikal birikimine karsi savunma amagli
meydana gelen enzimlerden bir tanesidir. Sumner and Dounce (1937) tarafindan sigir
karacigerinden elde edilen katalaz enziminin molekiiler agirhig1 yaklasik olarak 240.000°dir.
Peroksizomlarda belirlenmis olan CAT enzimi yapisinda 4 adet ‘hem’ prostetik grubu
bulunan bir hemoproteindir. Karaciger, bobrek, miyokard, c¢izgili kaslar ve eritrositlerde
aktiviteleri yiiksektir. Siiperoksit dismutazin (SOD) siiperoksit radikallerinden meydana
getirdigi H,0, ile metabolik yollardan meydana gelmis H»0’i indirgeyerek H,O’ya
doniistiiriir (Schonbaum and Chance 1976). Katalazin islevi peroksidatik ve katalitik olmak
iizere iki sekilde gergceklesmektedir. Katalitik aktivite katalazin temel fonksiyonu olan
H,0,’in par¢alanmasidir. Peroksidatik aktivite ise diisiik H,O, konsantrasyonunda, metil ya
da etil hidroperoksitler, metanol, etanol, fenol gibi kiiciik molekiillii elektron vericilerini
indirgeyebilmesidir. Ancak lipid peroksitleri gibi biiyilk molekiilleri katalaz enzimi
indirgeyememektedir. Enzim bir molekiil H,O;’den elektron alarak onu oksitler ancak kendisi
rediiklenir (Petlicki and Van de Ven 1998). Yakin ge¢miste kesfedilen enzimlerden biri olan
Peroksidaz (Px), H2O, ve farkli alkil hidroperoksitler ile reaksiyona girerek bunlar1 indirger
(Chae et al. 1999). Katalazin, D. melanogaster’in stres direncinde onemli rolii bulunmaktadir
(Bourg 2001).

Glutatyon -S- transferaz (GST) enzimi yabanci maddelerin (ksenobiyotikler)
biyotransformasyonunda yer alan &nemli bir enzimdir. GST homodimer ve heterodimer
olmak tizere iki alt birimden meydana gelmistir. Lipid peroksitlere karsi selenyumdan
bagimsiz GPx aktivitesi gostererek bir savunma mekanizmasi meydana getirir (Akkus 1995).
Boceklerde ise GPx’in selenyumdan bagimsiz tipi mevcuttur (Ahmad and Pardini 1990).
Lepidoptera, Diptera, Coleoptera ve Hymeneoptera takimlarinda GST enzimi saflagtirilmistir.
GST enzimi boceklerde detoksifikasyondan sorumlu olmasina karsin ayn1 zamanda hiicresel
membranlarin oksidatif yikimlarina karst da koruma gorevi bulunmaktadir (Yu 2008).
GST’lerin ortak ozelligi tripeptid glutatyon ile birlikte bircok hidrofobik toksik bilesigin

elektrofilik gruplarina saldirarak atilmalarini saglamalaridir. Ayrica bu enzimler ¢ok sayida
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endojen ve ekzojen bilesige non-katalitik olarak baglanarak farkli hiicre fonksiyonlarinda da
gorev alirlar. Hem oOkaryotlarda hem de prokaryotlarda GST enzimi bulunur. Hiicrede

sitozolde, mitokondrilerde ve mikrozomal yapilarda GST’ler bulunur (Hayes et al. 2005)
(Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3 Prokaryot ve Okaryotlardaki GST enzim smiflari ve biyolojik gorevleri
(Chronopoulou and Labrou 2009).

Organizma Sinif Fonksiyon Aktif Bolge
Memeli Alfa? (o) Detoksifikasyon, ila¢ metabolizmasi, peroksidaz ve izomeraz | Tirozin
aktivitesi,
Mu? (n) ilag metabolizmasi Tirozin
Phi ? () ilag metabolizmasi Tirozin
Teta (0) Endiistriyel bilesiklerin metabolizmasi Serin
Zeta () a-Halosit metabolizmanin katalizlenmesi Tirozin
Omega (o) Oksidatif stres Tirozin
Sigma (o) Prostaglandin sentezi
Bakteri Beta (Diger GST’ler | Organik bilesiklerin katabolizmasi Sistein
de bulunabilir)
Chi® () Bilinmiyor
Bocek Delta® (5) Cevresel ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu Serin
Epsilon® (¢) Insektisit detoksifikasyonu, peroksidaz aktivitesi, oksidatif stres Serin
Teta (0) Bilinmiyor Serin
Sigma (o) Muhtemelen oksidatif stres lirlinlerine karsi, Kas fonksiyonunda | Tirozin

gorev alabilir

Zeta (&) Tirozin degradasyon yolag1 Serin

Omega (o) Olasilikla oksidatif strese karst Sistein

Selenyuma bagimli ve bagimsiz olmak {izere iki tipi bunan GPx enzimi, substrat olarak
glutatyonu (GSH) kullanarak organik hidroperoksitlerin  ve hidrojen peroksitin
indirgenmesinde gorev alir (Perez-Campo et al. 1993, Cnubben et al. 2001). Selenolat aktif
bolgesinin selenenik asite oksidasyonu ile hidroperoksitler indirgenir. Bir molekiill GSH’1n
eklenmesi ile selenenik asit, GSH selenenilsiilfite (Se-SG) doniisiir ve ikinci bir GSH
molekiiliiniin eklenmesi sonucunda ise aktif haldeki selenolat ve okside glutatyon (GSSG)
meydana gelmektedir. Fizyolojik kosullarda GPx son derece yiiksek antioksidan O6zellik
gosterirken diger antioksidan enzimler yalnizca oksidatif stres altinda reaksiyon etkisi

gosterirler (Epp et al. 1983).
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GR, okside olmus glutatyonun (GSSH), indirgenmis glutatyona (GSH) doniistiiriillmesinde
gorev alan enzimdir. Bu sebeple bazen antioksidan enzimler grubunda degerlendirilmeyip
antioksidan mekanizmada yardimc1 enzim olarak kabul edilir. Ayrica GPx tarafindan GSH da,
GSSH’ye ylkseltgenir. Bu sebeple GR ve GPx’in dokulardaki dagilimlarinin ayni1 oldugu
belirtilmektedir (Perez-Campo et al. 1993).

Nonenzimatik antioksidanlardan birisi olan glutatyon (GSH, y-glutamil sisteinil glisin)
oksijenli solunum yapan tiim hiicrelerde bulunmaktadir. Diisiik molekiil agirliginda, tripeptid
yapida ve tiyol grubu bulunduran enzimatik olmayan bir antioksidandir (Dringen 2000,
Cnubben et al. 2001). Glutatyonun birbirine doniisen indirgenmis bir tiyol formu (GSH) ile
okside formu (GSSH) bulunmaktadir. Bir¢ok hiicrede glutatyonun en yogun bulunan formu,
GSH yani glutatyonun indirgenmis halidir (Terpstra et al. 2003). GSH’in izomerizasyon
reaksiyonlarmin  kofaktorii  olarak,  ksenobiyotiklerin  detoksifikasyonunda, hiicre
proliferasyonunda onemli gorevleri bulunmaktadir. GSH, igerdigi tiyol grubu vasitasi ile
hiicre i¢inde redoks potansiyeli yiiksek bir ortam olusturarak hiicreyi oksidatif hasara karsi
korur (Dringen 2000). Enzimatik olmayan diger antioksidanlar Vitamin C ve E, B-karoten,
farkli selenyum bilesikleri, lipoik asit, tirik asit, siilfiir iceren amino asitler ve yag asitleridir

(Kavas 1989, Nordberg and Arner 2001) (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7 Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalarinin birlikte genel reaksiyonlari.



Oksidatif radikallerin zararli etkilerinden korunmak i¢in diger 6karyotik organizmalar gibi
boceklerde de antioksidan enzimatik savunma sistemi vardir (Ahmad 1992). SOD, CAT, GPx,
GST ve GR boceklerdeki antioksidan enzimlerdir (Ahmad et al. 1989, Ahmad 1995). Ayrica
Helicoverpa zea (Boddie)’ nin larval evresinde antioksidan enzim olan askorbat peroksidaz
(APX) tespit edilmistir (Mathewes et al. 1998). Bu antioksidan enzimlerin disinda Drosophila
ssp. de bir antioksidan enzim olan tiyoredoksin peroksidaz bulunmustur (Missirlis et al.
2003). Tiim canlilarda antioksidan savunma sistemi bulunmaktadir. Siiperoksit ve hidrojen
peroksit radikalleri boceklerin sindirim kanalinda oksidatif strese neden olmaktadir (Peric-
Mataruga et al. 1997, Krishnan and Kodrik 2006). Boceklerde de antioksidan savunma
sisteminin baslica gorevi endojen veya ekzojen kaynakli reaktif kimyasallar1 yok etmek ya da
etkisiz hale dontistiirmektir. Organizmalarda biyolojik degisikliklerin baslica nedeni c¢esitli
cevresel stres faktorleridir. Canlilar sahip oldugu detoksifikasyon kapasitelerine bagli olarak
bu faktorlerin zararli etkisinden korunabilirler (Vasseur and Leguille 2004). Boceklerde GST
enzimleri ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda gorevlidirler (Krishnan and Kodrik 2006,
Biiytikgiizel et al. 2007). Boylece GST enzimleri boceklerde insektisit direngliligini saglarlar
(Vontas et al. 2001, Enayati et al. 2005, Sumasundarun and Coats 1991). Faz Il
detoksifikasyon sisteminde 6nemli rol oynayan GST, ksenobiyotikleri daha az toksik formlara
donitistiirerek yani glutatyona konjuge ederek veya elektrofilik maddelerin toksik etkilerini
azaltarak daha polar molekiiller haline getirmektedir (Grant and Matsumura 1989, Vontas et
al. 2001, Yu 1999). Ayrica GST enzimi SOD, CAT, GPx ve GR enzimleri arasinda genis bir
substrat 6zelligi gosterir (Vontas et al. 2001) ve peroksidaz benzeri aktiviteleri (GSTpx) de
bulunmaktadir (Krishnan and Kodrik 2006). Selenyuma bagimli GPx enziminin aktivitesi
boceklerde azdir. Bu nedenle boceklerde diisiik olan GPx enziminin aktivitesi CAT enzimi ve
GST enziminin GPx benzeri aktivitesi (GSTpx) ile gergeklestirilir (Krishnan and Kodrik
2006).

Buraya kadar verilen arastirma sonuclarindan ve genel bilgilerden anlasilacagi lizere sodyum
tetraboratin boceklerdeki oksidatif etkisi bilinmemekle beraber enzimatik antioksidan
savunma sistemi iizerindeki etkisi hakkinda yeterince bilgi bulunmamaktadir. Sodyum
tetraboratin etkisini belirlemeye yonelik D. melanogaster ile ilgili herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasinda sodyum tetraboratin D. melanogaster’in gelisim
evrelerindeki yasama orani, gelisme siiresi, baz1 ergin Ozellikleri ile lipit peroksidasyonu,
protein oksidasyonu diizeyi ve antioksidan enzim aktivitesi (GST, SOD, CAT, GPX) lizerine

etkisi arastirilmistir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOD

2.1 DENEYLERDE KULLANILAN DROSOPHILA MELANOGASTER KULTURUNUN
DEVAMI

Yapilan bu tez ¢alismasinda Biyokimya ve Fizyoloji arastirma laboratuvarinda mevcut olan
yabanil tip Drosophila melanogaster (Meigen)’in Oregon R soyu (Diptera: Drosophilidae)
(W1118, wild ype) kullanilmistir. Stok kiiltiir, aseptik olmayan kosullarda D. melanogaster’in
yumurtadan yeni ¢ikmis 1. evre larvalarinin besiyerinde ergin evreye kadar yetistirilmesi ile
gerceklestirildi. Tiim deney diizenegi ve stoklar 25 + 2 'C ve % 60-70 bagil nemde 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik fotoperiyot kosullarinda inkiibatorde yapildi. D. melanogaster
kiiltiiriiniin  devamu i¢in Rogina et al., 2000 ve Lesch et al., 2007 gelistirdikleri yapay besin
ortami1 kullanildi (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Drosophila melanogaster kiiltiiriiniin devamui i¢in kullanilan besin bilesimi

BESIN BILESIMLERI MIKTAR

Agar- agar (Ultrapure) 8¢
D-Siikroz (SigmaUltra, >%99, Sigma-Aldrich) 20 ¢
Kuru toz maya (Dr. Oetker Gida San. ve Tic. A.S., Torbali- Izmir) 11,78 g
L-Askorbik asit (SigmaUltra, >%99), etanolde (ACS reagent, >%99,5) 08¢
%13,5’lik nipajin (p-hidroksibenzoik asit metil ester, kristal) ¢ozeltisinden 7,72 ml
Patates piiresi (Knorr, Unilever Sanayi ve Ticaret Tiirk A.S. Umraniye, istanbul) 364¢
Saf su 1000 ml

8 g agar, 20 g siikroz ve 11,78 g kuru maya hassas terazide tartilarak bir cam kavanozun igine
konuldu ve iizerine 600 ml saf su eklenerek sicak su banyosuna kaynamasi i¢in birakildi.
Patates piiresinden 36 g tartilarak lizerine 400 ml saf su ilave edildi ve kaynamakta olan ilk

karisima eklendi. Sicak su banyosunda kaynamakta olan karisim belirli araliklarda spatiil
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yardimiyla karistirildi. Karisimin i¢inde bulunan agar ve maya iyice eridiginde kavanoz bir
kenara alinarak karigimin sogumasi i¢in bir siire beklendi. Hazirlamig oldugumuz besin
tamamen soguyarak katilasmadan once iizerine 0,8 g askorbik asit ve 7,72 ml nipajin ¢ozeltisi
ilave edilerek homojen bir karisim olusturuldu. Hazirlanan besin cam siselere (yaklasik 2-3
cm olacak sekilde) bosaltirldi ve katilasmasi i¢in yarim saat beklendi. Bu siselere 10-15 adet
disi ve erkek birey birakildi. Siselerin agzi temiz hidrofil pamuk yardimiyla hava alacak bir

sekilde kapatildi.

Siselerin i¢indeki besin iizerine disilerin biraktigi yumurtalardan sirasiyla 1. evre, 2. evre ve
olgun larva evresi olan 3. evre (son larva evre) larvalari, pup ve ergin birey meydana geldi. Bu
asamalarda 1986 yilinda Roberts’in gelistirdigi yontemler temel alinip farklilagtirilarak
kullanildi. Puplar olusmaya basladiginda ergin bireyler siseden alindi ve baska bir besin
iceren siselere aktarildi (Kog ve Giilel 2006). Bu islem hafta bir kez gerceklestirildi. Burada
meydana gelen erginlerin bir kism1 D. melanogaster kiiltiiriiniin stirekliligi i¢in diger bir kismi
ise sodyum tetraborat ile ilgili beslenme deneylerinde ihtiyag duyulan yumurtalarin elde

edilmesinde kullanildi.

2.2 DENEYLERDE KULLANILAN SODYUM TETRABORAT

Bu c¢alismada sodyum tetraborat dekahidrat (boraks; Na,B;07;.10H,O M.A= 381,37)
kullanildi. Sodyum tetraborat 1000 ml besine 10, 30, 150, 300, 400, 500 mg diizeyinde ilave
edildi. Kullanmig oldugumuz bu kimyasal madde suda c¢oziinebildiginden hazirlamis
oldugumuz bocek besinine dogrudan ilave edildi. Kontrol besinine sodyum tetraborat ilave
edilmedi. Drosophila ve bor tiirevi olan sodyum tetraborat ile ilgili daha O6nce yapilan
caligmalar g6z 6niinde bulundurularak bu tezdeki denenen konsantrasyonlar belirlendi (Massi
1994, Espinoza-Navarro et al. 2009, Yang et al. 2000, Cisneros et al. 2002, Gore et al. 2004,
Xue et al. 2006, Ali et al. 2006).

2.3 DENEYLERDE KULLANILAN D. MELANOGASTER LARVALARININ ELDE
EDILMESI

Calismada kullamlan D. melanogaster larvalari elde etmek i¢in 25 + 2 'C ve % 60-70 bagil

nemde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik fotoperiyot kosullarinda cam sise icerisindeki yapay
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besin iizerine 2-3 disi ve erkek birey birakildi. Disi bireyler bu besin {izerine yumurtalarini
birakti ve yumurtalarin agilmasi igin beklendi. Agilan yumurtalardan elde edilen larvalar

yasama gelisme, omiir uzunlugu, yumurta verimi deneyleri ile biyokimyasal analizler.

2.4 KONSANTRASYON BELIRLEMEK AMACI iLE YAPILAN ON DENEMELER

Beslenme deneylerine baslamadan oOnce ¢esitli &n denemeler yapildi. ilk olarak
kullanacagimiz beslenme siselerinde bulunmasi gereken besin miktart ayarlandi. Bunun igin 2
ml, 3 ml ve 5 ml ‘lik yapay besin ortami hazirlandi. Cam siselere bu belirtilen miktarda
besinler ilave edildi ve besinlerin {izerine stok kiiltiirden elde edilen 1. evre larvalar1 konuldu.
Gozlemler sonucunda 2 ml ve 3 ml yapay besinin bozuldugu ve larvalarin gelisemedigi
belirlendi. Ancak 5 ml yapay besin bulunduran siselerdeki besinde herhangi bir bozulma
gozlemlenmedi. Bu denemeler sonucu deneylerde kullanacagimiz besin miktar1 5 ml olarak
tespit edildi ve yasama gelisme, ergin dmiir uzunlugu ve yumurta verimi deneylerinde 5

ml’lik besin bulunan siselerde beslenme galismalar1 yiirttiildi (Sekil 2.1).

KONTROL

30 mg/L 150 mg/L

300 mg/L 400 mg/L 500 mg/L

Sekil 2.1 D. melanogaster’in yasama gelisme, ergin Omiir uzunlugu ve yumurta verimi
deneylerinde 5 ml’lik besin bulunan siselerdeki beslenme deneyleri.

On denemelerde yasama ve gelisme deneylerinde 30 adet D. melanogaster larvasi, dmiir

uzunlugu deneylerinde ise 15 disi ve 15 erkek ergin kullanildi:
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Cizelge 2.2 Konsantrasyon belirlenerek amaciyla yapilan 6n deneme sonuglari.

Sodyum tetraborat miktart mg/L 3. evre larvast (%) | Pup (%) | Ergin (%)
Kontrol (sodyum tetraborat igermez) | 100 92 88

10 100 92 88

30 100 96 80

40 96 80 80

150 100 96 92

200 100 96 88

300 90 76 68

400 60 40 12

500 Olgun larva,pup ve ergin gozlemlenmemistir.
600 Olgun larva,pup ve ergin gézlemlenmemistir.
1000 Olgun larva,pup ve ergin gozlemlenmemistir.

Yapilan 6n denemelerde 10, 30, 150, 300, 400, 500, 600 ve 1000 mg/L oraninda sodyum
tetraborat iceren konsantrasyonlar kullanildi. Deneyler dorder defa tekrarlanarak yasama
gelisme deneyleri yapildi. Her bir tekrarda 5 ml besin bulunduran siselere her bir sisede bir
adet olmak kosulu ile 30 adet yumurtadan yeni ¢ikmis larva konuldu. Sodyum tetraboratin
400 mg/ L besinde ki larvalar ergin evreye ulagirken sodyum tetraboratin 500 mg/L’sini ve
daha yiiksek miktarlarint bulunduran besinlerde larvalarin 3. evreye ulasamadigi ve

siyahlagarak 6ldiigii gézlemlendi (Cizelge 2.2).

2.5 SODYUM TETRABORATIN D. MELANOGASTER’IN YASAMA ORANI VE
GELiISME SURESINE ETKIiSI ICIN YAPILAN DENEYLER

Bocegin yasama orani ve gelisme siiresi deneyleri i¢in patates piiresi ve siikroz iceren yapay
besin hazirlanarak sodyum tetraboratin denenen konsantrasyonlari ilave edildi (Rogina et al.
2000, Lesch et al. 2007). Besinler 15 ml’lik kii¢iik cam siselere 5’er ml olarak taksim edildi.
Yumusak uglu bir firga (No: 0, Goya Toray) yardimi ile 5 ml besin bulunan sodyum tetraborat
icermeyen kontrol besinine ve sirasiyla 10, 30, 150, 300, 400 mg/L sodyum tetraborat
bulunduran besinlere, 1. evre larvalart birakildi ve siselerin agizlari hidrofil pamuk ile

kapatildi. Birinci evreden 3. larval evreye, pup ve ergin evresine ulasan bireylerin orani
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hesaplanarak; larvalarin 3. evre, pup ve ergin evreye ulagsmalari i¢in gecen siire (giin)

kaydedildi. Bu islemler bocegin yetistirildigi ortam sartlarinda gerceklestirildi.

26 SODYUM TETRABORATIN D. MELANOGASTER’IN ERGIN OMUR
UZUNLUGU VE YUMURTA VERIMINE ETKIiSi iCiN YAPILAN DENEYLER

2.6.1 Ergin 6miir uzunlugu

Yumurtadan yeni ¢ikmig larvalar ergin evreye ulasincaya kadar kontrol ve sodyum tetraborat
iceren besinlerde beslendi. Erkek ve disi bireylerin yasama siiresine (0miir uzunlugu) etkisini
belirlemek icin her bir deney grubunda ayni yasta, ciftlesmemis 15’er adet erkek ve disi ergin
kullanildi ve deneyler dorder defa stok kiiltiiriin devam ettirildigi ortam sartlarinda
tekrarlandi. Kontrol ve sodyum tetraboratin farkli konsantrasyon gruplardaki erginler, her giin
belirli saatte kontrol edildi. Olen bireyler belirlenip veri kagidina 61diigii tarih yazildi. Erkek
ve digi bulunduran deney gruplarinin besinleri her giin degistirildi. En son erginin 6liimiine
kadar her erginin dmiir uzunlugu stiresi belirlendi. Bu islemler bocegin yetistirildigi ortam

sartlarinda gergeklestirildi.

2.6.2 Yumurta verimi

Yumurtadan yeni ¢ikan larvalar igerisinde 5 ml’lik kontrol (sodyum tetraborat icermeyen
besin) ve sodyum tetraboratin farkli miktarlarini igeren yapay besinler ile ergin evreye kadar
yetistirildi. Her bir deney de ayni yasta, ciftlesmemis 15°er adet disi ergin kullanildi. Disilerin
birakmis oldugu yumurtalar her giin ayni1 saatte olmak kosulu ile mikroskop altinda sayildi.
Yumurta sayma islemi disiler 6lene kadar devam etti. Yumurta verimi, bir giinde disi basina
birakilan yumurta sayisi olarak degerlendirildi. Bu deneyler dorder defa tekrarlandi. Bu
islemler bocegin yetistirildigi ortam sartlarinda gergeklestirildi.

2.7 BIYOKIMYASAL ANALIZLER
D. melanogaster’in olgun larva (3. evre), pup ve ergin evrelerindeki tiim viicut dokularinin

ekstrasyonu homojenizasyon tamponu (% 1,15’lik KC1 (Potasyum kloriir), 25 mM K,;HPO,
(Potasyum hidrojen fosfat), 5 mM EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit), 2 mM PMSF
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(Fenilmetilsiilfonil florid), 2 mM DTT (Ditiyotiretol), pH: 7,4) igerisinde ultrasonik
homojenizatér (Bandelin Sonoplus, HD2070, Berlin, Germany) kullanilarak +4 ‘C’de 10’ar
saniyelik siireler ile ticer defa (10 sn, 30 W) yapildi. Elde edilen homojenattan SOD ve CAT
tayini icin 1000 x g’de +4 'C’de 10 dk, GST ve GPx tayini i¢in 16000 x g’de +4 'C’de 20 dk
santrifiijlenerek yapildi. MDA miktar1 deneylerinde % 1,15°lik KCI kullanilarak ultrasonik
homojenizatorden gegirildi (10 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus, HD2070, Berlin, Germany) ve
homojenat +4 ‘C’de 1000 x g’de 15 dk, PCO miktar: tayini igin homojenizasyon tamponu ile
homojenize edilen drnekler +4 'C’de 1000 x g’de 10 dk santrifiij edilmesi ile elde edilen iist
stvi kullanildi. Her bir tekrar i¢in 30 adet 3. evre larvasi, pup ve ergin bireyler kullanilarak

deneyler dorder defa tekrar edildi.

2.7.1 Sodyum tetraboratin D. melanogaster’in MDA ve PCO Miktarlar1 Uzerine Etkisi

D. melanogaster’in yumurtadan yeni ¢ikmis 1. evre larvalari sodyum tetraborat igermeyen
kontrol grubu ve sodyum tetraboratin farkli konsantrasyonlarini igeren 10, 30, 150, 300 ve
400 mg/L’lik besinler ile son evre larvasi, pup ve ergin evreye kadar yetistirildi. Buradan elde
edilen 3. evre larvasi, pup ve ergin bireylerin MDA ve protein karbonil miktarlar1 belirlendi.
Her bir konsantrasyon icin 30 adet 3. evre larvasi, pup ve ergin toplandi. Besinin
hazirlanmasi, yumurta birakmasi icin ergin bireylerin besinlere aktarilmasi hari¢ beslenme
deneylerinin tiimii boceklerin stok kiiltilirlinlin yetistirildigi sartlarda gerceklestirildi. Bocegin
3. evre larvalar1 besin igerisinde veya besinden uzaklasip sisenin yilizeyinde hareket
etmektedirler. Bu son evre larvalar sise iginden yumusak uglu firga ile toplanarak analizlerde
kullanildi. Bocek pup evresine ulastiginda besinden uzaklasarak sisenin yiizeyindeki kuru
bolgede hareketsiz bulunur. Bu yiizeylerden puplar son evre larvalari gibi yumusak uglu fir¢a
yardimiyla alindi. Puplardan ¢ikan erginler buz {izerinde hareketsizlestirildikten sonra
topland1. Tiim &rnekler ependorf tiiplerinin i¢ine konularak -80 'C’ de analizlerin yapilacag:
zamana kadar bekletildi.

2.7.1.1 MDA Miktarmin Olciilmesi

D. melanogaster’in olgun larva (3. evre), pup ve ergin evrelerindeki tiim viiciit dokularini
parcalama islemi icin % 1,15’lik KCI kullanilarak ultrasonik homojenizatérden gecirildi (10
sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus, HD2070, Berlin, Germany). Homojenize edilen 6rneklerden
200 pl almarak tizerine pH 7,4 olan 800 pl fosfat tamponu (18 mM NaCl, 18 mM NayHPO,),
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25 ul 0,04 M BHT ve 500 ul % 30’ luk TCA ilave edildi ve vortekslendikten sonra 2 saat
karanlikta buzda bekletildi. 2 saatin sonunda 15 dk + 4 'C, 5000 x g’de santrifiij edildi ve 1 ml
sipernatanttan alinarak iizerine 0,1 M’lik EDTA ve % 1°lik TBA eklenerek 45 dakika kaynar
su banyosunda bekletildi. Tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona giren lipid
peroksidasyonun son iiriini MDA spektrofotometrede 532 nm’deki absorbansi okunarak
miktar1 hesaplandi. MDA analizi i¢in 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).
2.7.1.2 PCO Miktarmin Olciilmesi

Protein karbonil tayini Levine et al. (1994)’in metodu temel alinip bir 6l¢iide degistirilerek
(Krishnan and Kodrik, 2006) kuvvetli asit ortamda (2 M HCI) proteindeki karbonil
gruplarinin 2,4 dinitrofenil hidrazin (DNPH) ile kararh bir 2,4 dinitrofenil (DNP) hidrozon
olusturmasi ve bu iiriinlerin 370 nm’de absorbanslarinin 6l¢iilmesi esasina dayanarak yapildu.
Homojenizasyon tamponu (% 1,15’lik KCI, 25 mM K;HPO,4, 5 mM EDTA, 2 mM PMSF, 2
mM DTT, pH: 7,4) eklenen &rnekler + 4 'C ultrasonik homojenizatérde (10 sn, 30 W)
(Bandelin Sonoplus, HD2070, Berlin, Germany) parcalandi ve +4 'C’de 1000 x g’de 10 dk

santrifiij edilmesi ile elde edilen iist sivi kullanildi.
2.7.2 Sodyum tetraboratin GST, CAT, GPx ve SOD Aktivitesi Uzerine Etkisi

D. melanogaster’in yumurtadan yeni ¢ikmis 1. evre larvalar1 sodyum tetraborat igcermeyen
kontrol grubu ve sodyum tetraboratin farkli konsantrasyonlarini iceren 10, 30, 150, 300 ve
400 mg/L’lik besinler ile son larval evreye, pup ve ergin evreye kadar yetistirildi. Buradan
elde edilen 3. evre larvasi, pup ve ergin bireylerin GST, CAT, GPx ve SOD aktiviteleri
belirlendi. Kontrol besini ve sodyum tetraboratin her konsantrasyonundan yapilacak analizler
icin 30 adet 3. evre larvasi, pup ve ergin kullanildi. Besinin hazirlanmasi, yumurta birakmasi
icin ergin bireylerin besinlere aktarilmasi hari¢ beslenme deneylerinin tiimii boceklerin stok
kiiltiiriiniin yapildig1 sartlarda gergeklestirildi. Analiz i¢in 3. evre larvalari ve puplar yumusak
uglu firga ile toplandi. Pupadan erginlesen bireyler buz iizerinde bekletildikten (1-2 dk) sonra
analiz i¢in toplandi. Tiim 6rnekler ependorf tiiplerine konularak enzim analizleri yapilincaya
kadar -80 °C de bekletildi.
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2.7.2.1 GST Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Habig et al. (1974) tarafindan gelistirilen metod kullanilarak GST (EC 2.5.1.18) aktivitesi
Olciildii. Aktivite 6l¢limii i¢in 3 ml’lik cam kiivetlere 2,5 ml 50 mM fosfat tamponu, 200 pul 20
mM rediikte glutatyon ve 150 ul siipernatant konuldu. Bu karisima 150 ul 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.cmfl) siipernatantta bulunan 1 mg toplam protein basina 1 dakikada
olusturulan tioether miktar1 olarak ol¢iildii. Enzimin spesifik aktivitesi ise pmol/mg

protein/dk’dur.

2.7.2.2 CAT Aktivitesinin Olgiilmesi

Katalaz (EC 1.11.1.6) enziminin aktivite tayini i¢cin Aebi tarafindan gelistirilen metod
kullanilmistir (Aebi 1984). Siipernatantta bulunan mikrozom ve peroksizomlardaki katalazi
aciga ¢ikarmak i¢in % 1’lik Triton X-100 (h/h) kullanildi. Daha sonra tizerine 50 mM fosfat
tamponu (pH 7) ilave edilerek seyreltme islemi yapildi. Kuartz kiivete sulandirilmis 6rnekten
2 ml konularak ml %30’luk hidrojen peroksit ilave edildi. 240 nm’de 60 saniyede H,O,’in
parcalanmasin1 gosteren azalan absorbans Olgiildii. Katalaz aktivitesinin, birim zaman bagina
absorbansdaki degisimler (g240: 0,0394 mM/cm) olarak 6lgiildii. Enzimin spesifik aktivitesi ise

mmol/mg protein/dk’dir.

2.7.2.3 GPx Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.9) enziminin aktivite tayini i¢in Paglia ve Valentine
tarafindan gelistirilen metod kullanilmistir (Paglia and Valentine 1987). GPx enziminin
spesifik aktivitesini 6lgmek i¢in 3 ml’lik cam kiivetlere 2,525 ml 0,1 M’lik Tris-HCI tamponu,
75 ul 80 mM rediikte glutatyon, 100 pl seyreltilmis siipernatant, 100 ul 2 mM NADPH, 100
ul 0,24 tinite glutatyon rediiktaz ilave edilerek bu karisiminin tizerine 100 ul 1,5 mM hidrojen
peroksit ilave edilerek reaksiyon baglatildi. Spektrofotometrede 340 nm’de 3 dk boyunca
azalan absorbans okundu. Bu metod okside glutatyon (GS-SG) ve NADPH’1 substrat olarak

kullanan glutatyon rediiktazin 340 nm’de Nikotinamid-adenin-diniikleotid hidrojen fosfat
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(NADPH)’1 okside etmesi ile olusan azalan absorbansin Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir.
NADPH’1n azalmasi, GPx aktivitesi ile dogru orantilidir ¢iinkii okside glutatyon, glutatyon
peroksidaz tarafindan meydana getirilmektedir. NADPH’in Nikotinamid-adenin-diniikleotid
fosfat (NADP)’a yiikseltgenmesi 340 nm’de absorbansin azalmasina neden olur ve bu da GPx
‘in aktivitesinin tespitinde kullanilmaktadir. GPX enziminin aktivitesi (e340: 6220 M/cm) 1
dakikada 1 mg protein basina kullanilan NADPH miktar1 olarak hesaplandi. GPx enziminin

spesifik aktivitesi nmol/mg protein/dk olarak gdsterildi.

2.7.2.4 SOD Aktivitesinin Olciilmesi

SOD (EC 1.15.1.1) enzim aktivitesinin Ol¢iilmesinde pyrogallol’un 3 dakikada 440 nm’de
alkali ortamda otooksidasyonu ile yiikselen absorbansi tespit edildi (Marklund and Marklund
1974). 3 ml’lik plastik kiivete 2,80 ml Tris-EDTA tamponu (50 mM Tris, 10 mM EDTA, ph
8,2) ve 5, 10, 20, 25, 30, 40, 50 ul’lik degisen hacimlerde enzim kaynagi olarak siipernatant
kaynagi eklendi. Her kiivetin son hacmi Tris-EDTA tamponu ile 2,90 ml’ye tamamlandi ve
iizerine 100 pl 15 mM pyrogallol eklenerek otooksidasyon baslatildi. Her bir karigimin %
inhibisyon miktarlar1 hesaplanarak bir grafik olusturuldu. Bu grafik ile bir iinite toplam SOD
aktivitesi pyrogallol’un otooksidasyonunun %350 inhibisyonuna neden olan protein miktari
olarak hesaplandi. Homojenattaki 1 mg protein basina toplam SOD aktivitesini bulmak i¢in 1/
( Mg prot. pyrogatlolun otooksidasyonu % 50 inhibisyonu) €sitligi ile hesaplanarak enzim aktivitesi U/mg

protein olarak verildi.

2.7.2.5 Total Protein Tayini

Folin-Lowry et al 1951 metoduna gore lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA miktarlarini ve
antioksidan enzimlerin (GST, CAT, GPx ve SOD) aktivitesini mg protein basina hesaplamak
i¢in &rnek oziitlerden total protein tayini deneyi yapildi. Orneklerin absorbanslar1 600 nm’de
olgiildii. Orneklerdeki protein tayini igin farkli konsantrasyonlarda BSA ¢dzeltileri
hazirlanarak standart grafik elde edildi. Elde edilen bu standart grafikten toplam protein

miktarlar1 hesaplandi.

Ayrica protein oksidasyonu sonucunda meydana gelen PCO miktarinin hesaplanmasi i¢in
total protein tayini yapildi. 6 M guanidin hidrokloriir ile ¢oziilen homojen karisimdan alinan

150 ul’ye 1350 pl guanidin hidrokloriir ilave edilerek 1:10 oraninda sulandirildi. Orneklerin
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absorbanslar1 280 nm’de spektrofotometrede oOl¢iildii. 6 M guanidin hidrokloriir ile BSA

standart ¢ozeltileri hazirlandi. Standart grafik olusturularak total protein miktar1 hesaplandi
(Pajot 1976).

2.8 VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Gelisme siiresi, disi ve ergin Oomiir uzunlugu, yumurta verimi, MDA ve PCO miktarlari,
antioksidan enzim aktiviteleri (GST, CAT, GPx ve SOD) ile ilgili verilerin
degerlendirilmesinde tek yonlii “Varyans Analizi” (ANOVA) (SPSS 1997), ortalamalar
arasindaki farkin 6onemini saptamak igin “LSD Testi” (SPSS 1997), yasama orani ile ilgili
verilerin degerlendirilmesinde ise “y” (Chi square) Testi” kullanildi (Snedeor and Cochran

1967). Ortalamalarin 6nemi 0,05 olasilik seviseyinde degerlendirildi.
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BOLUM 3

ARASTIRMA BULGULARI

3.1 SODYUM TETRABORATIN D. MELANOGASTER LARVALARININ YASAMA
ORANI VE GELISME SURESINE ETKIiSi

Sodyum tetraboratin D. melanogaster’in yasama oranina ve gelisme siiresine etkisi Cizelge

3.1’ de verilmistir.

Kontrol besinine (sodyum tetraborat icermeyen) gore sodyum tetraborat konsantrasyonlarini
iceren tiim besinler 3. evreye ulasan larva, pup ve ergin olma oranini 6nemli derecede
azaltmistir. Kontrol besininde % 100,00 = 0,00 oraninda 3. evre larvasi elde edilmesine
karsin denenen en yiikksek konsantrasyon olan 400 mg/L.’de bu oran % 59,16 = 6,49’ a
diismiistiir. Benzer sonuglar pup ve ergin olma oraninda gozlemlenmistir.  Sodyum
tetraboratin denenen en yiiksek konsantrasyonu, ergin olma oranmi kontrol besin ile

karsilagtirildiginda yaklagik 1/9 kat oraninda azaltmistir.

Sodyum tetraboratin diisiik konsantrasyonlar1 (10, 30, 150 ve 300 mg/L) bocegin 3. evre
larvasi, pup, ergin gelisme siiresi iizerinde dnemli bir etki yapmamistir. Kontrol besini ile en
yiiksek konsantrasyon 400 mg/L sodyum tetraborat igeren besini karsilastirdigimizda 3. evre
larvasina ulasma siiresi ve pup olma siiresini yaklasik 2 giin, ergin olma siiresini ise yaklasik

olarak 1 giin uzatmigstir.
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Cizelge 3.1 Sodyum tetraboratin D. melonagaster larvalarinin yagama orani ve gelisme siiresi tizerine etkisi.

3.evreye ulasan 3.evreye ulasma Pup olma

Sodyum tetraborat  larva orani (%) stiresi (gtin) orant (%)

Pup olma

stiresi (giin)

Ergin olma

oranit (%)

Ergin olma

siiresi (giin)

(mg/L) (Ort + S.H)* (Ort + S.H) (Ort + S.H)' (Ort"+ S.H) (ort” + S.H)f (Ort"+ S.H)
0,000% 100,00 + 0,00a 3,87 + 0,482 95,00 + 1,86a 431+0,22a 85,83 + 3,74a 8,42+ 0,21a
10 86,66 + 4,24b 339+0,19a 85,83 + 4,46b 4,47 +0,18a 84,16 +4.91ab 8,51+0,17a
30 88,34 + 3,63b 347+021a 88,34 + 3,63ab 4,53 +0,18a 85,00 + 4,93ab 8,54 +0,18a
150 82,50 + 1,38b 3,60+ 0,14a 81,66 + 1,86b 4,56 + 0,24a 75,83 £5,57b 8,86+ 0,17a
300 93,33 + 3,33bc 344+0,11a 89,16 + 3,20ab 4,66 + 0,182 76,66 = 9,78ab 8,65+ 0,12a
400 59,16 + 6,49¢ 5,59+ 0,29b 39,26 + 6,27¢ 6,37 +0,29b 9,16 + 4,16¢ 925 +0,37b

“ Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar igin 30 larva kullanildi.

" Ayni siitunda ayn1 harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (y° testi, LSD Testi).

¥ Kontrol besini (Sodyum tetraborat igermeyen).



3.2 SODYUM TETRABORATIN D. MELANOGASTER ERGINLERININ OMUR
UZUNLUGUNA VE YUMURTA VERIMINE ETKISi

Sekil 3.1 de sodyum tetraboratin D. melanogaster’in erginlerinin 6miir uzunluguna etkisi

gosterilmistir.

Diger konsantrasyonlara gore daha fazla etki gosteren 400 mg/L sodyum tetraborat iceren
besin, kontrol (sodyum tetraborat icermeyen besin) ve diger besin gruplarina gore erkek ve
disi Omiir uzunlugunu 6nemli derecede kisaltmistir. Kontrol grubunda bir disinin ortalama
Oomiir uzunlugu 31,65 £ 4,02 giin olarak tespit edilmistir. Sodyum tetraboratin en yiiksek iKi
konsantrasyonu (300 ve 400 mg/L) kontrol grubu ile karsilastirildiginda disi Omiir
uzunlugunu kisaltmigtir. Sodyum tetraboratin 300 mg/L konsantasyonunda disi Omiir
uzunlugu 23,30 + 1,36 giin olarak belirlenirken en yiiksek konsantrasyonda bu deger 1,87 +
0,30 giine kisaltmistir. Erkek Omiir uzunlugunda da benzer sonuclar elde edilmis olup en
yiiksek konsantrasyonla kontrol grubu karsilastirildiginda kontrolde 32,80 + 1,96 giin olan bu
deger 3,57 + 0,42’ye diismiistiir.

45 -
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Sekil 3.1 Sodyum tetraboratin D. melanogaster’in ergin dmiir uzunluguna etkisi.
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Yumurta verimi deneyinde bir diginin dmrii boyunca birakmis oldugu yumurta sayisi
incelenmistir (Sekil 3.2). Kontrolde ortalama bir disi émrii boyunca 9,46 + 0,57 yumurta
biraktigi belirlenmistir. Sodyum tetraborat konsantrasyonlart arttikga yumurta verimi
diigmiistiir. Soydum tetraboratin 10, 30, 150 ve 300 mg/L konsantrasyonlarindaki yumurta
sayilari sirast ile 8,00 + 0,61, 6,12 + 0,74, 7,10 = 0,34 ve 1,92 £ 0,30 seklinde olup en diisiik
konsantarsyondaki yumurta verimi kontrolden diisilk olmasina ragmen istatistiksel olarak
anlamli ¢gtkmamistir. Ancak 300 mg/L sodyum tetraborat i¢eren besin grubu kontrol besinine
oranla yumurta verimini yaklasik olarak 1/9 oraninda azaltmistir. Sodyum tetraboratin en

yiiksek konsatrasyonunda ise (400 mg/L) disilerden yumurta elde edilmemistir.

12 ~

10 A
ab

Yumurta Verimi (yumurta/giin/disi)
»

Kontrol 10 30 150 300

Sodyum tetraborat Konsantrasyonlari (mg/L)

Sekil 3.2 Sodyum tetraboratin D. melanogaster’in yumurta verimine etkisi.
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3.3 SODYUM TETRABORATIN D. MELANOGASTER’IN LARVA, PUP VE ERGIN
EVREDEKI LiPiD PEROKSIDASYON URUNU MDA MiKTARINA ETKIiSi

Sodyum tetraboratin D. melanogaster’in larva, pup ve ergin evredeki lipid peroksidasyon

iirtinii MDA miktarina etkisi Sekil 3.3” de verilmistir.

Kontrol ile karsilastirildiginda en disiik denenen konsantrasyon olan 10 mg/L sodyum
tetraborat iceren besin, bocegin 3. evre larvasinda, MDA miktarmi 4,11 + 0,01 nmol/mg
protein’ den 1,66 = 0, 20 nmol/mg protein’e istatistiksel olarak énemli derecede diistirmiistiir.
Sodyum tetraboratin diger konsantrasyonlarinda ise (30, 300 ve 400 mg/L), kontrol besinine

gore istatistiksel olarak 6nemli olmayan bir artig gézlenmistir.

Sodyum tetraboratin 400 mg/L’lik en yiiksek konsantrasyonunda ise pup evresindeki MDA
miktari istatistiksel olarak 6nemli derecede artmistir. En yiiksek konsantrasyon olan 400 mg/L
sodyum tetraborat igeren besin, MDA miktarin1 kontrol besine gore yaklasik olarak 2 kati
kadar artirmis olup bu degeri 4,69 + 0,97 nmol/mg protein’den 9,50 + 1,40 nmol/mg protein’e
yiikseltmistir.

Sodyum tetraboratin farkli konsantrasyonlarini igeren yapay besinler D. melanogaster’in
ergin evredeki MDA miktarini1 énemli derecede degistirmistir. Sodyum tetraborat icermeyen
kontrol besinde MDA miktar1 1,77 + 0,61 nmol/mg protein’dir. Kontrol ile karsilastirildiginda
sodyum tetraboratin en diisiikk konsatrasyonunu igeren besin MDA miktarini yaklagik 3 kati
oraninda onemli derecede artirmistir. Kontrol besin ile karsilastifinda sodyum tetraboratin
400 mg/L’sini iceren besin MDA miktarin1 yaklasik olarak 4 kat1 (1,77 + 0,61 nmol/mg
protein’den, 5,90 = 1,00 nmol/mg protein’e) kadar artirmis olup ve istatistiksel agidan 6nemli

bir artisa neden olmustur.
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Sekil 3.3 Sodyum tetraboratin D. melanogaster’in larva, pup ve ergin evredeki lipid peroksidasyon tiiriini MDA miktarina etkisi.
Gelisim evrelerinin kendi igindeki ayni harfi igeren gubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir (P > 0,05). Deneyler
her tekrarda 30 adet 3. evre larva, pup ve ergin birey kullanilarak dort defa tekrar edilmistir.



3.4 SODYUM TETRABORATIN D. MELANOGASTER’IN LARVA, PUP VE ERGIN
EVRESINDEKI PROTEIN OKSIDASYONU SONUCU OLUSAN PCO
MIKTARINA ETKIiSI

Sekil 3.4’de sodyum tetraboratin D. melanogaster’in larva, pup ve ergin evresindeki protein

oksidasyonu sonucu olusan PCO miktarina etkisi gosterilmistir.

Sodyum tetraboratin farkli konsantrasyonlarini (10, 30, 150, 300 ve 400 mg/L) igeren besinler
ile birinci evre larvalar1 beslenerek D. melanogaster’in 3. larval evresi, pup ve ergin
evrelerindeki protein karbonil miktarlar1 incelenmistir. 3. evre larvalarinda kontrol grubunda
protein karbonil miktar1 50,49 =+ 2,78 nmol/mg protein elde edilmis olup bu deger 10 ve 30
mg/L’lik besinlerde sirasi ile 109,15 + 4,02 nmol/mg protein ve 80,20 £ 2,31 nmol/mg
protein’ e yiikseldigi tespit edilmis ve istatistiksel olarak onemli ¢ikmistir. Diisiik sodyum
tetraborat konsantrasyonlarinda protein karbonil miktarindaki bu artigsa zit olarak 300 ve 400
mg/L ‘lik besinlerde sirast ile 6,72 &= 0,26 nmol/mg protein ve 10,56 + 1,69 nmol/mg protein’e

diistiigii goriilmiis ve istatistiksel olarakta anlamli oldugu ortaya ¢ikmustir.

Diisiik sodyum tetraborat konsantrasyonlar: (10 ve 30 mg/L) pup evresindeki protein karbonil
miktart lizerine 6nemli bir etki yapmamustir. Ancak protein karbonil miktar yiiksek sodyum
tetraborat konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak 6nemli derecede artmistir. Bu maddenin en
yliksek besinsel konsantrasyonunda ise protein karbonil miktar1 201,50 + 1,73 nmol/mg

protein’e yiikselmistir.

Sodyum tetraboratin farkli konsantrasyonlarini igeren yapay besinler D. melanogaster’in
ergin evredeki protein karbonil miktarlarinda artisa neden olmustur. Ergin evredeki protein
karbonil miktar1 en yiiksek sodyum tetraborat konsantrasyonunda (400 mg/L ‘lik) istatistiksel
olarak onemli bir derecede artarak en yiiksek seviyeye ulasmistir. Kontrol grubunda protein
karbonil miktar1 49,15 £+ 0,37 nmol/mg protein iken sodyum tetraboratin en yiiksek
konsantrasyonu 400 mg/L’de bu deger 91,54 + 0,93 nmol/mg protein’e yiikselmistir.
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Sekil 3.4 Sodyum tetraboratin D. melanogaster’in larva, pup ve ergin evredeki protein oksidasyonu sonucu olusan PCO miktarina etkisi.
Gelisim evrelerinin kendi i¢indeki ayni harfi i¢ceren ¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir (P > 0,05). Deneyler
her tekrarda 30 adet 3. evre larva, pup ve ergin birey kullanilarak dort defa tekrar edilmistir.



3.5 SODYUM TETRABORATIN D. MELANOGASTER’IN LARVA, PUP VE ERGIN
EVREDEKI ANTIOKSIiDAN ENZiM AKTIVITESI UZERINE ETKIiSi

3.5.1 Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin evresindeki

GST aktivitesi iizerine etkisi

Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin evresindeki GST

aktivitesi tizerine etkisi Sekil 3.5’ de verilmistir.

Kontrol grubu (i¢inde sodyum tetraborat bulunmayan) ile icerisinde farkli konsantrasyonlarda
(10, 30, 150, 300 ve 400 mg/L) sodyum tetraborat bulunduran besinler incelendiginde,
sodyum tetraboratin son evre larvasindaki, GST aktivitesi ilizerinde onemli bir artisa neden
oldugu goriilmistiir. Kontrol grubunda, GST miktar1 43,40 + 0,80 umol/mg protein/dk
bulunmus olup bu deger siras1 ile en diisiik konsantrasyondan en yiiksek konsantrasyona
dogru; 45,69 £ 1,07, 59,51 + 3,43, 56,48 + 4,35, 60,67 + 3,31 ve 75,89 £ 3,11 umol/mg

protein/dk olarak belirlenmistir.

Sodyum tetraborat, puplarin GST aktivitesinde istatistiksel agidan 6nemli degisimlere neden
olmustur. Kontrol grubunda GST aktivitesi 115,82 + 4,54 pmol/mg protein/dk olarak tespit
edilmistir. Besinlerdeki 10 ve 300 mg/L sodyum tetraborat konsantrasyonlarinda GST
aktivitesi siras1 ile 100,99 + 0,85 pmol/mg protein/dk ve 93,20 + 3,04 pmol/mg protein/dk
olarak tespit edilmis olup kontrol grubuna goére 6nemli derecede azalma gdstermistir. Buna
karsilik 30, 150 ve 400 mg/L sodyum tetraborat konsantrasyonlari ise GST aktivitesini 6nemli
derecede artirmigtir. En yiiksek konsantrasyonda (400 mg/L sodyum tetraborat iceren besin)
GST aktivitesi 184,80 = 2,70 umol/mg protein/dk’ya kadar yiikselmistir.

Sodyum tetraboratin, D. melonagaster’in ergin evredeki GST aktivitesi {izerine 6nemli etkisi
olmustur. Kontrol grubunda tespit edilen GST aktivitesi 38,59 + 1,98 umol/mg protein/dk’dir.
Icerisinde 10 mg/L sodyum tetraborat bulunduran yani en diisiik konsantrasyona sahip olan
besin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, GST aktivitesini yaklagik olarak 2 kati1 kadar
artirmistir. Sodyum tetraboratin diger konsantrasyonlarda (30, 150 ve 300 mg/L) GST
aktivitesi, kontrol besinine gore istatistiksel agidan 6nemli bir artisa neden olmustur. GST
aktivitesindeki en fazla artig en yiiksek konsantrasyonda gerceklesmis olup bu deger 94,50 =+
1,82 pmol/mg protein/dk’ya ulagmistir.
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Sekil 3.5 Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin evresindeki GST aktivitesi lizerine etkisi.
Gelisim evrelerinin kendi igindeki ayn1 harfi igeren gubuklarin gésterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir (P > 0,05). Deneyler
her tekrarda 30 adet 3. evre larva, pup ve ergin birey kullanilarak dort defa tekrar edilmistir.



3.5.2 Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin evresindeki

GPx aktivitesi lizerine etKisi

Sekil 3.6’da sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin

evresindeki antioksidan enzimlerden GPx aktivitesi iizerine etkisi gosterilmistir.

Sodyum tetraboratin 10, 30, 150 ve 300 mg/L’lik konsantrasyonlarini igeren besinlerde,
D. melonagaster’in son evre larvasindaki GPx aktivitesi kontrol besinine goére artis
gOstermesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamustir. Kontrol grubundaki GPx
aktivitesi 0,32 £ 0,13 nmol/mg protein/dk olarak bulunmustur. En yiiksek sodyum tetraborat
konsantrasyonunda (400 mg/L) GPx aktivitesi 1,23 + 0,15 nmol/mg protein/dk’dir. En yiiksek
sodyum tetraborat igeren besin grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, GPx aktivitesinde,

onemli derecede artisa neden olmustur.

Sodyum tetraboratin bocegin larval evredeki GPx aktivitesi tlizerine etkisinin aksine, sodyum
tetraboratin tiim konsantrasyonlarinda pup evresindeki GPx aktivitesi onemli dercede
azalmistir. Kontrol grubunda GPx aktivitesi 1,91 + 0,09 nmol/mg protein/dk’dir. Yapay
besindeki sodyum tetraborat konsantrasyonlart bocegin pup evresindeki GPx aktivitesini
diistirmistiir. En fazla azalma 1,11 £ 0,03 nmol/mg protein/dk enzim aktivitesi olarak tespit
edilen en disiik sodyum tetraborat konsantrasyonunu (10 mg/L) igeren besinde

gerceklesmistir ve bu sonug istatistiki agidan dnemlidir.

Ergin evredeki GPx aktivitesi kontrol grubunda 0,80 + 0,21 nmol/mg protein/dk olarak
bulunmustur. Denenen diisiik sodyum tetraborat konsantrasyonlarinda (10 ve 30 mg/L)
kontrol besinine gore GPx aktivitesi azalmaya neden olmustur ancak bu azalma istatistiki
acidan Onemli bir sonug degildir. 150 ve 300 mg/L sodyum tetraborat bulunduran yapay
besinde GPx aktivitesi kontrol besine gore artis gdstermis olsa da istatistiksel olarak dnemli
degildir. En yiliksek sodyum tetraborat konsatrasyonunda (400 mg/L) ergin evredeki GPx
aktivitesi 1,60 £ 0,09 nmol/mg protein/dk’dir. Kontrol besini ile karsilastirildiginda GPx
aktivitesi en yiiksek sodyum tetraborat konsantrasyonunda istatistiksel olarak dnemli bir artisa

neden olmustur.
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Sekil 3.6 Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin evresindeki GPX aktivitesi lizerine etkisi.
Gelisim evrelerinin kendi i¢indeki ayn1 harfi igeren gubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir (P > 0,05). Deneyler
her tekrarda 30 adet 3. evre larva, pup ve ergin birey kullanilarak dort defa tekrar edilmistir.



3.5.3 Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin evresindeki

CAT aktivitesi iizerine etkisi

Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin evresindeki

antioksidan enzimlerden CAT aktivitesi lizerine etkisi Sekil 3.7’de verilmistir.

Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in larval evresindeki CAT aktivitesi {izerine etkisi
incelenmistir. Sodyum tetraborat icermeyen kontrol grubunda CAT aktivitesi 82,61 + 1,73
mmol/mg protein/dk’dir. 10, 30, 150 ve 300 mg/L sodyum tetraborat iceren besin grubu
kontrol besinine gore CAT aktivitesinde, dnemli bir azalmaya neden olmustur. Bu sonucun
aksine en yiiksek konsantrasyonu (400 mg/L) bulunduran besin grubunda, CAT aktivitesi
142,42 + 1,10 mmol/mg protein/dk olarak tespit edilmis olup, bu sonu¢ kontrol ile

karsilastirildiginda 6nemli derecede yiiksek bulunmustur.

Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in pup evresindeki CAT aktivitesi {izerine etkisi
incelenmistir. Sodyum tetraboratin tiim konsantrasyonlar1 (10, 30, 150, 300 ve 400 mg/L),
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, bocegin pup evresindeki CAT aktivitesinde istatistiki
acidan anlamli bir artisa sebep olmustur. Ayrica tim sodyum tetraborat konsantrasyonlari
kendi i¢inde karsilastirildiginda sodyum tetraboratin pup evresindeki CAT aktivitesi lizerine
artirict etkisi oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubunda CAT aktivitesi 132,75 + 1,67
mmol/mg protein/dk’dir. En yiiksek sodyum tetraborat iceren konsantrasyonda (400 mg/L) en
yiikksek CAT aktivitesi gézlemlenmis olup kontrole gore yaklasik olarak 2 katindan daha fazla

bir artis belirlenmistir.

Kontrol besininde yetisen D. melonagaster’in erginlerinde CAT aktivitesi, 165,83 + 3,26
mmol/mg protein/dk olarak tespit edilmistir. En diisiik konsantrasyon olan 10 mg/L sodyum
tetraborat iceren besinde, CAT aktivitesi 124,43 + 1,29 mmol/mg protein/dk’dir ve kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda 6nemli bir azalma olmustur. 30 mg/L sodyum tetraborat iceren
besin CAT aktivitesinde kontrol besin ile karsilastirildiginda artisa neden olmustur ancak
istatistiki ag¢idan anlamli bir sonug¢ degildir. 150, 300 ve 400 mg/L sodyum tetraborat igeren
besinlerde D. melonagaster’in erginlerindeki CAT aktivitesi kontrol besini ile

karsilagtirildiginda 6nemli derecede artmistir.
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Sekil 3.7 Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin evresindeki CAT aktivitesi iizerine etkisi.
Gelisim evrelerinin kendi i¢indeki ayn1 harfi igeren ¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir (P > 0,05). Deneyler
her tekrarda 30 adet 3. evre larva, pup ve ergin birey kullanilarak dort defa tekrar edilmistir.



3.5.4 Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin evresindeki

SOD aktivitesi iizerine etkisi

Sekil 3.8’de sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin
evresindeki SOD aktivitesi iizerine etkisi gosterilmistir. Sodyum tetraboratin D.
melonagaster’in larval evresindeki SOD aktivitesi ilizerine etkisi incelenmistir. Son evre
larvasindaki SOD aktivitesi kontrol grubunda 450,00 + 24,23 U/mg protein’dir. 10, 30, 150 ve
300 mg/L sodyum tetraborat igeren besin grubu ile kontrol besini karsilastirildiginda son evre
larvasinda SOD aktivitesinde istatistiki agidan dnemli bir azalma tespit edilmistir. En yliksek
konsantrasyon olan 400 mg/L’lik sodyum tetraborat igeren besin grubunda ise SOD aktivitesi
822,50 + 40,36 U/mg protein’dir. Kontrol besini ile karsilastirildiginda bu besinde SOD
aktivitesi yaklasik olarak 1,5 kat kadar artmis olup bu deger istatistiki olarak anlamli bir

sonugtur.

Pup evresindeki SOD aktivitesi kontrol besin grubunda 634,25 + 21,52 U/mg protein’dir.
Sodyum tetraboratin 10, 30, 150 ve 400 mg/L’lik konsantrasyonlarini i¢eren besin gruplarinda
yetisen puplarin SOD aktivitesi sirasi ile; 351,75 + 10,35, 441,25 + 27,58, 245,50 = 25,05 ve
392,00 + 22,94 U/mg protein’dir. Bu ti¢ konsantrasyon (10, 30 ve 150 mg/L) kontrol besini ile
karsilastirildiginda SOD aktivitesinde Onemli derecede azalmaya neden olmustur ve
istatistiksel olarak 6nemli bir sonuctur. Sodyum tetraboratin 300 mg/L’lik besin grubunda ise

SOD aktivitesinde istatistiksel neme sahip olmayan bir artis gdzlemlenmistir.

Sodyum tetraborat, bocegin ergin evresindeki SOD aktivitesi iizerine istatistiksel agidan
onemli bir etki gostermistir. Kontrol besininde yetisen erginlerin SOD aktivitesi 230,00 +
14,03 U/mg protein’dir. Sodyum tetraboratin diisiik konsatrasyonlar1 olan 10 ve 30 mg/L’lik
besin grubundaki erginlerin SOD aktivitesi 187,5 + 5,00 ve 61,75 £ 8,20 U/mg protein’dir.
Bu degerler kontrol grubunda yetisen erginlerin SOD aktivitesi ile kiyaslandiginda; sodyum
tetraboratin 10 mg/L’lik besin grubunda istatistiki a¢idan Onemli olmayan bir azalma
gozlemlenmistir. Benzer bir azalma sodyum tetraboratin 30 mg/L’lik besin grunda tespit
edilmis olup bu sonug istatistiki a¢idan dnemlidir. Bu sonuglarin aksine 150, 300 ve 400
mg/L’lik sodyum tetraborat igeren besinler ile kontrol gurubu karsilastirildiginda erginlerin
SOD aktivitesinde istatistiki olarak onemli bir artis tespit edilmistir. En yiiksek sodyum
tetraborat konsantrasyonu olan 400 mg/L’lik besin grubunda SOD aktivitesi 1253,5 + 19,52
U/mg protein’e ylikselmis olup kontrol besinine gore yaklasik olarak 5,5 kati kadar artmustir.
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Sekil 3.8 Sodyum tetraboratin D. melonagaster’in son evre larvasi, pup ve ergin evresindeki SOD aktivitesi iizerine etkisi.
Gelisim evrelerinin kendi igindeki ayn1 harfi igeren gubuklarin gésterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir (P > 0,05). Deneyler
her tekrarda 30 adet 3. evre larva, pup ve ergin birey kullanilarak dort defa tekrar edilmistir.



BOLUM 4

TARTISMA

Meyve sinegi Drosophila melanogaster (Meigen) larvalarini laboratuvarda ergin evreye kadar
yetistirmek i¢in kullanilan yapay besine farkli miktarlarda ilave edilen sodyum tetraboratin
bocegin yasama, gelisimine, ergin omiir uzunluguna ve figlincii evre larvalari, puplar1 ve
erginlerinin tiim viicutta lipid peroksidayonunun onemli bir iiriinii olan malondialdehid
(MDA), protein oksidasyonu {irtinii protein karbonil (PCO) miktarlar1 ve antioksidan
enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve
detoksifikasyon enzimi Glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesinde neden oldugu degisimler
arastirildi. Elde edilen sonuglar sodyum tetraboratin D. melanogaster larvalarinin yasam
parametreleri ve ergin 6zelliklerini olumsuz yonde etkiledigini agikca ortaya koymustur. Bu
bor tiirevinin, oksidatif stres biyobelirtegleri olan MDA ve PCO miktarlarindaki degisme
karsi, onemli bir detoksifikasyon enzimi olan GST ve antioksidan enzimler SOD, CAT ve
GPx aktivitelerinde degisimlere sebep oldugu agik¢a goriilmiistiir. Bu ¢alismada belirlenen
oksidatif stres biyobelirtecleri ve antioksidan enzimler arasindaki iliski D. melanogaster
larvalarinin yasamasi, gelismesi ve Omiir uzunlugu iizerindeki olumsuz etkilerin sodyum
tetraborat araciligiyla olusan oksidatif stres kaynakli molekiiler hasardan ileri gelebilecegini

belirtmektedir.

Bor tiirevi olan sodyum tetraboratin yiiksek konsantrasyonlarini igeren besinlerle beslenen
birinci evre larvalarinin diger larval evrelerinde ve larva sonrasi evrelerinde yagsama ve
gelisme olumsuz etkilenmistir. Sodyum tetraboratin en yiliksek besinsel konsantrasyonu
(400mg/L) bocegin hem yasama oranini hem de gelisme siiresini olumsuz yonde etkilemistir.
Diisiik konsantrasyonlardaki sodyum tetraborat ise bocegin gelisme evrelerine gore farkl
etkiler gostermis olup genellikle yasama {izerinde diisiiriicii, gelismeyi geciktirici etki
gostermemistir. Benzer etki Glines (2013) tarafindan yiiriitiilen bir calismada da ortaya
cikarilmig olup bir bor tiirevi borik asitin en yiiksek besinsel konsantrasyonu olan 300

mg/L’lik miktar1 D. melanogaster larvalarinin yasama oranini diisiirmiis gelisme siiresini
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uzatmistir. Bu calismada ayrica borik asitin yasama ve gelisme parametrelerindeki olumsuz
etkisi ile iligkili olarak MDA ve PCO miktarlarinin arttig1 ve detoksifikasyon enzimi GST
aktivitesinin yiikseldigi gosterilmistir. Borik asit ile lepidopter bir tiir olan G. mellonella
iizerinde yapilan bir arastirmada ise 1250 ve 2500 ppm konsantrasyonlarda larval ve pupal
oliim oraninin arttig1 ve gelisimin geciktigi tespit edilmistir (Hyrsl et al. 2007). Bu ¢alismada
borik asitin 1250 ve 2500 ppm konsantrasyonlarinin G. mellonella larvalarinin hemolenf SOD
aktivitesini diistirdiigli, yag doku SOD aktivitesini artirirken CAT aktivitesini azalttig1 tespit
edilmistir. Benzer sekilde bu yiiksek konsantrasyonlar glutatyona bagimli enzimlerden

hemolenf GST aktivitesini diisiiriirken, GPx aktivitesini artirmislardir.

Diger taraftan G. mellonella ile yapilan baska bir ¢alismada ise bu tez ¢alismasinda denenen
sodyum tetraboratin en yiliksek besinsel konsantrasyonunda (0.3 gr/100 gr besin) bdcegin
ergin evreye kadar olan yasama (toplam % 12.5 oraninda pup ve ergin elde edilmistir) ve
gelismesi (kontrole gore 5 giin gecikmis) olumsuz etkilenmis olup disilerin yumurta birakmasi
tamamen Onlenmistir (Durmus and Biiytlikglizel 2008). Ayrica sodyum tetraboratin bu
besinsel konsantrasyonu (0,3 g/100 gr besin) G. mellonella larvalarinin hemolenf ve yag doku
MDA miktarin1 6nemli derecede artirirken, hemolenf GST aktivitesinde 6nemli bir azalmaya
sebep olmus, yag doku GST aktivitesini yaklasik 12 kat artirmigtir (Durmus 2007, basilmamis

veriler).

Bu tez calismasindan ve oOnceki calismalardan elde edilen sonuglar bor tiirevi maddelerin
boceklerin yasama, gelisme ve ergin Ozellikleri tizerine olan olumsuz etkilerinin kismen de
olsa oksidatif stres ile iliskili olabilecegi anlasilmaktadir. Bu sonuglar borik asit ve sodyum
tetraboratin Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda boceklerin gelisim evrelerindeki farkli
dokularinda detoksifikasyon sistemini ve antioksidan savunma sistemini zayiflattigini
gostermistir.  Ancak bu etkilerin bocek tiiriine, gelisim evresine, doku tipine, bor tiirevi
maddenin c¢esidine (borik asit ve sodyum tetraborat) gore degistigi de aciktir. Bu tezde
sodyum tetraboratin daha diisiik miktarlarina (10-400 mg/L besin) kars1 D. melonogaster
larvalar tolerans gosterebildigi gibi daha dnce yapilan bir calismada G. mellonella larvalari
sodyum tetraboratin daha yiiksek miktarlarina karst (0,005-0,3 gr/100 gr besin) tolerans
gostermistir (Durmus and Biiyiikgiizel 2008). Benzer bir etki diger bir bor tiirevi olan borik
asit i¢in D. melanogaster (10-300 mg) (Giines 2013) ve G. mellonella (156-2500 ppm) (Hyrsl
et al. 2007) tlizerinde de elde edilmistir. Bu farklilik bocek tiirlerinin farkli olmasindan ileri

gelebildigi gibi boceklerin beslenme sekillerinin ve ortamlarin farkli olmasindan da ileri
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gelebilmektedir. D. melanogaster diptera takimin ait olup bazi olgunlasmis, olgunlasmamis
meyveler veya ciiriimiis meyveler ile beslenmektedir (Sarikaya vd. 2010), G. mellonella ise
Lepidoptera takimina ait olup bal petegi ve mumla beslenmektedir. Diger taraftan bu tezde
kullanilan bor tiirevlerinden sodyum tetraboratin daha yiiksek miktarlarina D. melanogaster
larvalar1 daha fazla tolerans gdstermis olup 6nceki calismada (Giines 2013) borik asitin daha
diisiik miktarlarina tolerans gostermistir. Bu durum kullanilan bor tiirevinin farkli olmasindan
ileri gelebilir. Borik asit sodyum tetraborata gére daha az toksik bir madde olup gida katki
maddesi ve eski donemlerde ilag olarak kullanildig1 bilinmektedir. Ayni tiiriin farkli gelisim
evrelerinde bile degisik fizyolojik kosullara gereksinim duyuldugu bilinmektedir (Grenier et
al. 1986). Bu yilizden denenen sodyum tetraboratin D. melanogaster’in yasama gelisme, ergin
ozellikleri ile farkli gelisme evrelerindeki oksidan ve antioksidan seviyesine etkisinin bu

bocegin farkli gelisim evresine gore degismesi de beklenen bir sonugtur.

Son zamanlarda borik asit ve sodyum tetraborat ile yapilan beslenme c¢alismalari zararli
boceklerin miicadelesi amaciyla ¢esitli besinlere ilave edilen bor tiirevi g¢esitli kimyasallarin
yiiksek konsantrasyonlarda ergin evreye kadar gelisme siiresini ve ergin bireylerin yasama
sliresini uzattigl, yumurta iiretimini ve a¢ilimini azalttigi, larval ve pupal evrede yasama
oranini diigiirdigii gézlenmistir (Yang et al. 2000, Zurek et al. 2003, Xue and Barnard 2003,
Gore and Schal 2004). Her ne kadar oksidatif stres ile iliskilendirilse de sodyum tetraboratin
D. melanogaster iizerindeki olumsuz etkilerinin kesin mekanizmasinin anlagilmasi yaptigimiz
bu tez caligmasindan elde edilen sonuglar ile miimkiin degildir. Diger taraftan bizim
caligmamizla uyumlu olarak diger bir bor tiirevi olan borik asitin Alman hamam bdcegi
Blatella germenica L. erginlerinin orta bagirsak epitel dokusunda oksidatif hasara sebep
oldugu ve GST aktivitesini artirdig1 ortaya cikarilmistir (Habes et al. 2006). Bu sonuglar ile
uyumlu olarak sodyum tetraboratin yiiksek konsantrasyonlari D. melanogaster larvalarinin
pup ve ergin olma oranini 6nemli derecede diisiirmiis gelismeyi ise geciktirmis ve antioksidan
savunma sisteminde degisime sebep olmustur. Besinle alinan sodyum tetraboratin D.
melenogaster larvalari izerindeki toksitesinin yiiksek olmasi larvalarin besin tiiketim oraninin
artmasina bagli olarak fazla miktarda sodyum tetraborati tiiketmesine bagli olabilir. Benzer
bir mekanizma, ¢esitli besin ortamlari ile uygulanan borik asit ve tiirevlerinin farkli bocekler
tizerindeki olumsuz etkisi ile ilgili olarak da ileri siiriilmiistiir (Appel et al. 2004, Cochran
1995). Daha o6nce bu konuda yapilan beslenme calismalar1 yapay besinlere ilave edilen ve
besinsel degeri bulunmayan bir kimyasalin bocek iizerindeki etkisinin besin maddeleri ile

etkilesimine bagli olarak ortaya cikabilecegini belirtmistir. Bu calismalarda, fiziksel ve
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kimyasal diizeyde ortaya ¢ikan bu etkilesimlerin larvalarin besin tiikketim oranim

degistirebilecegi ileri siiriilmiistiir (Biiyiikgiizel 2001).

Ekonomik kayiba neden olan bdceklerin miicadelesinde borik asit ve tlirevlerinin insektisit
olarak kullanilmasina yonelik ¢alismalar giinimiizde devam etmektedir. Yapilan bir
calismada sodyum tetraboratin % 0,1’°lik konsantrasyonu tropik meyvelerde hasara neden olan
Anastrepha suspensa’nin 6liim oranini artirmis, ayrica bocegin tiremesini yavaslatmigtir. Ayni
calisgmada % 0,5’lik sodyum tetraborat bulunduran besin yumurta iiretimi ve agilimini
diistirmistiir (Yang et al. 2000). Yapmis oldugumuz bu tez ¢alismasinda benzer sonuglar elde
edilmis olup, kontrol grubunda ortalama bir disinin émrii boyunca 9,46 £+ 0,57 yumurta
biraktig1 belirlenmistir. Sodyum tetraborat konsantrasyonlari arttik¢a yumurta verimi diigmiis
ve 3. evreye ulasan larva orani, pup orani da en yiiksek sodyum tetraborat konsantrasyonunda
yaklasik olara yar1 yariya azaltmistir. Ancak bu konsantrasyonda ergin olma orani kontrol
grubuna gore 1/9 oraninda diismiistiir. Sodyum tetraboratin en yiiksek konsatrasyonunda (400
mg/L) ise disilerden yumurta elde edilmemistir. % 10’luk boraks ve borik asit ¢ozeltilerinin
Cam kesebocegi Thaumetopea pityocampa (Schiff) (Lepidoptera) larvalarina karsi dldiirticii
bir etkisi gézlemlenmemistir (Dayioglu 2008). Doane and Wallis (1964) borik asitin Bacillus
thuringiensis (Berliner)’in patojenitesine etkisini arastirmiglardir. Yapilan bu ¢alismada, borik
asit, B. thuringiensis’in bir kombinasyonunun kir tirtil1 tiirii Prothetria dispar (L.) larvalarinin
olim oranmi artirmigtir. Hayalet karinca Tapinoma melanocephalum (F.)’nin isgi, kralige
erginleri ile larva ve puplarin1 borik asitin % 10’luk seker ¢ozeltisinde hazirlanmis karigimin
% 0,5’lik besinsel formiilasyonu, ii¢ hafta sonunda % 100 oraninda Oldiirmiistiir (Ulloa-
Chacon and Jaramillo 2003). Daha &nce yapilan bazi ¢alismalarda, borik asit ve bir bor tiirevi
olan sodyum tetraboratin yiiksek konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin yasama orani ve
gelisme stiresi lizerine dnemli olumsuz etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Hyrsl et al. 2007,
Durmus and Biiyiikgiizel 2008). Ayrica yapilan calismalarda denenen bu bor tiirevleri,
bocegin larval ve pupal hemolenf ve yag dokusunda lipid peroksidasyonu seviyesini ve
antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirmistir. Bu ¢alismamizda da sodyum tetraboratin D.
melanogaster’in yasama orani ve gelisme siiresi lizerine olumsuz etkisi oldugu gosterilmistir.
Ayn1 zamanda bu ¢alismada sodyum tetraboratin bocegin larva, pup ve ergin evrelerinde lipid
peroksidasyonu seviyesi, protein oksidasyonu, antioksidan enzimler lizerine olumsuz yonde
etkisinin oldugu acgik¢a goriilmistir. Massie et al.1990’da borun, dokularda birikimi
Drosophila’nin gelisme evresine gore farklilik gdsterdigini ortaya ¢ikarmis olup en fazla bor

oraninin yumurta evresinde oldugunu larval evrelere dogru bor oranmin azaldigini tespit

50



etmislerdir. Ayn1 zamanda borun en diisiik konsantrasyonu da Omiir uzunlugunda 6nemli
derece artisa neden olmustur. Yapmis oldugumuz calismada da sodyum tetraborat bocegin
tiim evrelerinde yasama oranini diisiirmiis gelisme siirelerini uzatmis ve disi-erkek ergin dmiir
uzunluklarmi kisaltmistir. Yapilan bir calismada, bor ilave edilmis su ile beslenen D.
melanogaster erginlerinin birinci nesilden besinci nesile dogru yasama oraninin azaldigi tespit
edilmistir (Espinoza-Navarro et al. 2009). Omiir uzunlugunu etkileyen i¢ faktorler anasal yas,
eslesme durumu, yumurta liretimi, esey ve genetik yapt olup, dig faktorler ise sicaklik,
beslenme, populasyon yogunlugu, 1sik, nem, kimyasal maruziyet ve radyasyon olarak
siralanmistir (Lints 1971). Yapilan bir ¢alismada D. melanogaster’in émiir uzunlugu farkl
tirlerde, ayni tiirlin eseylerinde ve mutantlar arasinda farklilik gostermistir. Ayrica ayni
genotipe sahip populasyonlarin farkli ¢evre kosullarinda farkli Omiir uzunluguna sahip
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Unlii and Bozcuk 1979). Economus and Lints’in 1986’da
yapmis oldugu bir calismada ergin evredeki sicaklik degisimlerinin Omiir uzunlugunu
etkiledigini ve yiiksek sicakliklarda omiir uzunlugunun kisaldigini tespit etmistir. Yiiksek
sicaklik metabolik aktiviteyi artirarak solunum hizini ve serbest radikal olusumunu artirir ve
hiicresel hasara sebep olur. Boylece dmiir uzunlugu kisalir (Sestini et al. 1991). Bu ¢alismada
da sodyum tetraborat beslenme yolu ile benzer bir etki gostermis, metabolizmasi sirasinda
serbest radikalleri olusturmus olabilir. Oksidatif stres parametrelerindeki ve antioksidan

enzim aktivitelerinde degisim bu goriisii desteklemektedir.

Ureme ile émiir uzunlugu arasinda ters bir iliski bulundugu ayn1 zamanda iiremenin disiler
icin Omiir uzunlugu agisindan da olumsuz etkilere neden oldugu bilinmektedir (Masynard
Smith 1958). Bu durum D. melanogaster gibi kisa hayat devri olan tiirlerde 6nemli bir yer
tutarken karinca ve bal arilari gibi uzun hayat dongiisiine sahip olan tiirler i¢in gecerli
sayllmamaktadir. D. melanogaster ve bir 6riimcek tiirii olan Hygrolycosa rubrofasciata’nin
erkek bireylerinde ¢iflesme oncesinde goriilen kur davraniglart metabolizmalarinin hizlanmasi
ile iligkili olarak bu bireylerin 6miir uzunlugunu 6nemli derecede kisaltmistir (Cordts and
Partridge 1996). Yapmis oldugumuz ¢alismada da sodyum tetraboratin 300-400 mg/L
konsantrasyonunda disi ve erkek ergin Omiir uzunlugunda istatiksel olarak anlamli bir diislis
tespit edilmistir. Buna paralel olarak 300 mg/L’lik sodyum tetraborat konsantrasyonunda
yumurta verimi kontrol grubuna gore dnemli derecede azalma gdsterirken en yiiksek sodyum
tetraborat konsantrasyonunda (400mg/L) ise disilerden hi¢ yumurta elde edilmemistir. Bizim

calismamizda da D. melanogaster larvalarinin besin ile aldiklari sodyum tetraboratin yiiksek
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konsantrasyonlar1 detoksifiye etmek i¢in metabolizmalar1 hizlanmis ve asir1 enerji kaybina

bagli olarak 6miir uzunlugu ve yumurta verimi diigmiis olabilir.

Bocekler, ROT meydana getiren zehirli ya da zararli kimyasal maddelerin bulundugu ortamda
hayatlarin1 devam ettirebilmek i¢in metabolik faaliyetleri sirasinda bu maddeleri
oksitleyebilme 6zelligine sahiptirler (Felton and Summers 1995, Hyrsl et al. 2007, 2008).
ROT lipid peroksidasyonu ile protein ve enzim oksidasyonuna ve hiicresel glutatyon
miktarinin azalmasina neden olarak bocek dokularinda oksidatif hasar meydana getirir
(Ahmad 1995). MDA miktarinin yiikselmesi lipid peroksidasyonu seviyesinin bir belirtecidir
(Manno et al. 1985). Lipid peroksidasyonu iiriinii olan MDA proteinlerin amino grubu,
fosfolipidler ve niikleik asitler ile reaksiyona girer. Sonugta bu molekiillerin yapisinin
bozulmasina ve oksidatif hasara neden olur (Krishnan et al. 2009). Boceklerin sindirimi
sirasinda, sindirim kanalinda oksidatif hasarin neden oldugu oksidatif stresin énemli sebebi
sliperoksit ve hidrojen peroksitin meydana gelmesidir (Peric-Mataruga et al. 1997, Krishnan
and Kodrik 2006). Sodyum tetraborat ile yapmis oldugumuz ¢alismada D. melanogaster’in
pup ve ergin evrelerinde MDA miktar1 onemli derecede artmistir. Sodyum tetraborat ile
beslenen D. melanogaster’in larva, pup ve ergin dokusunda MDA miktarinin artigi, bu
maddenin sindirimi sonucunda olusan oksidatif stresten kaynaklanabilir. Benzer sekilde
protein oksidasyonu sonucunda olusan protein karbonil miktarindaki artis bocekte meydana

gelen oksidatif stresten ileri gelebilir.

Boceklerde de diger Okaryotik organizmalarda oldugu gibi, oksidatif radikallerin zararh
etkilerinden korunmak i¢in antioksidan enzim sistemi vardir (Ahmad 1992). SOD, CAT, GPx,
GST ve GR boceklerde bulunan baslica antioksidan enzimlerdir (Ahmad 1995). Bu
antioksidan enzimlerin disinda, Helicoverpa zea (Boddie)’nin larvasinda askorbat peroksidaz
(Mathewes et al. 1998) ve Drosophila’da ise tiyoredoksin peroksidaz (Missirlis et al. 2003)
bulunmaktadir. GST enzimi ksenobiyotiklerin detoksifikasyonundan sorumludur ve genis bir
substrat spesifikligi gostermektedir (Vontas et al. 2001). Boceklerde selenyuma bagimli GPx
enziminin aktivitesi oldukea diisiiktiir. Bu aktivite CAT enzimi ve ayrica GST enziminin GPx
benzeri aktivitesi (GSTpx) ile saglanir (Krishnan and Kodrik 2006). Hidrojen peroksit (H,0,)
ve lipid peroksitleri, GPx substrat olarak indirgenmis glutatyonu kullanarak metabolize eder
(Ahmad et al. 1989). Besinsel zehirli maddelere karsi bocekler fizyolojik bir adaptasyon
gosterirler. Bocekler bu adaptasyonu ise, dokularinda GST ve GST enziminin GPx benzeri

aktivitesini yiikselterek gergeklestirmislerdir (Peric-Mataruga et al. 1997). Yapmis oldugumuz
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caligmada sodyum tetraboratin D. melanogaster’in tim evrelerinde GST aktivitesinin
ozellikle en yliksek konsantrasyonda kontrol grubuna oranla 6nemli derecede artirmis olmasi
boceklerin  sodyum tetraborata karsi olusturduklart fizyolojik bir adaptasyon sonucu
gergceklesmis olabilir. SOD, CAT ve GPx enzimleri reaktif oksijen tiirlerine karsi beraber
caligsarak, antioksidan savunma sistemini meydana getirirler. Antioksidan enzimlerden CAT
enzimi H;O2’1 su ve oksijene donistiiriir ve Drosophila’da hiicresel olmayan bagisiklig
diizenlemede 6nemli bir konak savunma sistemine aracilik eder (Ahmad 1992). Bizim
calismamizda sodyum tetraboratin bécegin tiim evrelerinde artan konsantrasyona bagli olarak
CAT aktivitesindeki artisin nedeni ortamda olusan H,0O;’yi ortadan kaldirmak icin olabilir.
Kontrol besini ile sodyum tetraboratin en yiiksek konsantrasyonu karsilastirildiginda bocegin
3. evre larvasi ve ergininde GPx aktivitesinde, istatistiksel olarak dnemli bir artis varken, pup
evresinde ise bunun tam tersi olarak GPx aktivitesinde bir azalma gozlemlenmistir. D.
melanogaster’in 3. evre larva ve erginlerinde GPx aktivitesindeki artig, artan MDA miktarinin
isaret ettigi gibi olusan lipid peroksidasyon iiriinlerini metabolize etmek i¢in olabilir. Ciinkii
D. melanogaster’in larva ve erginleri aktif olarak besin almakta, puplar ise
beslenmemektedir. GPx aktivitesinin pup evresinde diisiik bulunmasi bu evrede disaridan
sodyum tetraborat besin ile maruziyetin olmamasi ile ilgili olabilir. Prooksidanlara kars1 ilk
antioksidan tepkiyi olusturan enzimlerden biri olan SOD, siiperoksit radikallerinin H,O, ve
molekiiler oksijene (O;) donlismesini katalizlerler (Ahmad and Pardini 1990). 3. evre larvasi
ve ergin evrelerinde en yiiksek sodyum tetraborat konsantrasyonu SOD aktivitesini dnemli
derecede artirmistir. Bu artis besin ile alinan sodyum tetraboratin prooksidatif etkisine karsi
yapilmig bir savunma olabilir. Yapilan bir ¢alismada Lymantria dispar L. tirtillarinin farkli
konak bitkilerle beslenmesi, bocegin orta bagirsagindaki GST, SOD, GSH miktarlarim
ylikseltmis, CAT aktivitesinin ise ayni oranda disiirmiistir. Ayn1 zamanda bu enzim
aktivitelerinin farkli larval evrelerde degistigi de belirtilmistir (Peric-Mataruga et al. 1997).
Yapilan bir baska calismada da Kadmiyum Oncopeltus fasciatus (Dallas) un lipid
peroksidasyonu {iriinii olan MDA seviyesini yiikseltmis olup bazi antioksidan enzimlerin
(CAT, GR, GST) aktivitelerini azaltmistir (Cervera et al. 2003). Nilaparvata lugens (Stal)
tiirtinde, GST enziminin pretroid grubu insektisitlere karst direng gelistirdigi tespit edilmistir
(Vontas et al. 2001). Helicoverpa armigera (Hiibner)’nin farkli evrelerindeki cesitli
dokularinda (tiim viicut, orta bagirsak, hemolenf, yag doku, kutikula) endosiilfanin GST
aktivitesi tizerine etkisi arastirilmis olup yag dokuda en yiiksek, yumurtalarinda ise en diisiik

GST aktivitesi oldugu tespit edilmistir (Rajurkar et al. 2003). Yapilan bir ¢alismada Apis
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mellifera L. is¢i ari, erkek ar1 ve kralige arinin farkli dokularinda (kas, mide, hemolenf,

spermetaka ve semen) CAT, SOD, GST aktiviteleri arastirilmistir (Weirich et al. 2002).

Belirtilen bu ¢alismalardan da anlagilacagi gibi bocekleri gerek yapay besin ortamlart gerekse
dogal besinlerle beslenmeleri sirasinda maruz kalabilecekleri kimyasallarin prooksidatif
etkilerine kars1 gelisme evrelerine ve dokuya 6zgili detoksifikasyon ve antioksidan mekanizma

ile kendilerini savunmaktadirlar.

Bu calismada, sodyum tetraborat konsantrasyonlara bagli olarak, bocegin 3. evre larvasi,
pup, ergin bireylerinin biyolojik Ozellikleri ile oksidatif durum ve detoksifikasyon
kapasitesinde degisimler oldugu gosterilmistir. Diger taraftan boceklerin kimyasallara karsi
enzimatik antioksidan mekanizma ile savunma gelistirebilecegi ve antioksidan enzimlerin
detoksifikasyon enzimleri ile beraber sodyum tetraboratin etkisinin belirlenmesinde énemli

indikatorler olabilecegi anlasilmistir.
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BOLUM 5

SONUC

Bu tez calismasinda kullanilan sodyum tetraboratin en Onemli 6zelligi, zararlilarla
miicadelede kullanilan diger kimyasal insektisitlere gore Ozellikle memelilere karst diisiik
toksisiteye sahip olmasidir. Yapmis oldugumuz tez calismasi bor ve tiirevlerinin zararh
boceklerle miicadelede insektisit olarak denenmesi i¢in bize dnemli bir bilgi saglamaktadir.
Bu nedenle yapay besine eklenen inorganik insektisit sodyum tetraboratin etkisinin
belirlenmesinde model organizma olan D. melanogaster’in yumurtadan yeni ¢ikmig larvalari
kullanilmis olup bocegin larvalart bu maddeyi iceren besinlerde ergin evreye kadar
yetistirilmistir. Larval besin ile alinan sodyum tetraboratin D. melanogaster’in son evre
larvalari, pup ve erginlerinde protein ve lipit molekiillerine oksidatif etkileri incelenmistir.
Ayrica larvalar ergin evreye kadar yapay besin ile beslenerek bocegin yasama, gelisimi ve
ergin Omiir uzunlugu incelenmistir. Ayn1 zamanda farkli gelisim evrelerindeki (larva, pup ve
ergin) lipit peroksidasyon (Malondialdehid miktar1) ve protein oksidasyonu (protein karbonil)
seviyesi ile GST, GPx, SOD ve CAT aktiviteleri de incelenmistir. Elde edilen veriler sodyum
tetraboratin tarimsal alanlarda insektisit olarak kullanilabilirligi hakkinda bize bilgi
vermektedir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda iilkemizdeki bor kaynaklarinin islenerek
yeni bir iirlinlin gelistirilmesi, tarimda verim ve kalitenin artirilmasina yonelik kullanimi, ayni
zamanda bu maddenin ¢evre ve hedef olmayan canlilara toksitesinin az olmasi nedeniyle tilke
ekonomisine yararli olabilecegi diisliniilmektedir. Ayrica laboratuvar ortaminda sodyum
tetraborat igeren besinlerle beslenen D. melanogaster’ in yasama ve gelisme parametreleri ile
oksidatif stres indikatorlerindeki degisimler zararli boceklerin miicadelesinde bu maddenin

insektisit olarak kullanilmasina yonelik bilgi elde edinilmesine katkida bulunmustur.
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