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Tarimsal zararlilar ile miicadelede sentetik organik insektisitler yogun olarak
kullanilmaktadir. Borik asit (BA) organik kimyasal insektisitlere gore hedef olmayan
organizmalara kars1 daha diisiik toksisiteye sahip olmasi nedeniyle 6nem tagimaktadir. Bu
amacla, c¢alismamizda Drosophila melanogaster (Meigen)’in yumurtadan yeni ¢ikmis
larvalar farkli konsantrasyonlarda (10, 100, 200 ve 300 mg/L) BA iceren yar1 sentetik besinle
ergin evreye kadar yetistirilmistir. Denenen BA konsantrasyonlariyla yetistirilen bdcegin
yasama orani, gelisme siiresi, esey orani, ergin Omiir uzunlugu, yumurta verimi ve yumurta
acilma oranina etkisi belirlenmistir. Ayrica D. melanogaster’in 3. larva evresi, pup ve ergin
evrelerinde ve disilerin yumurtalarinda oksidatif stresin O6nemli indikatorleri olan lipid
peroksidasyonu iiriinii malondialdehid (MDA) ve protein oksidasyonu iiriinii protein karbonil
miktarlar1 (PCO) ile detoksifikasyon enzimi, glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi iizerine

etkisi incelenmistir.
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OZET (devam ediyor)

Bu c¢aligma larval besin ile alinan BA’in yiiksek besinsel konsantrasyonlarinin D.
melanogaster’in ergin oncesi evrelerdeki yasama, gelisme ile ergin oOzelliklerini olumsuz
yonde etkiledigi gosterilmistir. BA’in diisiik miktarlarinin D. melanogaster’in ergin
ozelliklerinin 1yilestirilmesi i¢in ergin besinine katki maddesi olarak ilave edilebilecegi
belirtilmektedir. BA’in denenen konsantrasyonlarini igeren yapay besinler ile yetistirilen D.
melanogaster’in 3. evre larvalarinin MDA miktar1 6nemli derecede artmistir. BA ile
yetistirilen erginlerin 10 giin siireyle 300 mg/L. BA igeren besin ile beslenilmesi sonucunda
disi ve erkek bireylerde MDA ve PCO miktarlar1 kontrol besinine gore onemli derecede
artmistir. Bu disilerin yumurtalarindaki MDA, PCO miktarlar1 ve GST aktivitesi 6nemli
derecede artarken, PCO miktarindaki artig yaklagik 31 kat1 oraninda olmustur. Sonuglarimiz,
BA’in yiiksek konsantrasyonlarinin D. melanogaster’in tim gelisme evrelerindeki oksidatif

stres indikatorleri ve detoksifikasyon enzimi {izerine oldukca etkili oldugunu géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, Oksidatif stres, Borik asit, yasama, yumurta

verimi, Glutatyon S-Transferaz, Protein karbonil, Malondialdehid

Bilim Kodu: 401.02.01
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Synthetic organic insecticides are widely used to combat agricultural pests. Boric acid (BA) is
a great importance in pest management because it has less toxic effect on non-target
organisms according to other organic chemical insecticides. For this purpose, in our study,
Drosophila melanogaster (Meigen) was reared from first-instar larvae on artificial diets
containing BA at 10, 100, 200 or 300 mg/L to adult stage. The effect of BA on survivorship,
development, sex ratio, adult longevity, fecundity, hatchability of D. melanogaster were
investigated. The effect of BA on important oxidative stress indicators; lipid peroxidation
product, malondialdehyde (MDA) and protein oxidation products, protein carbonyl (PCO)
contents and detoxification enzyme, glutathion-S-transferase (GST) activity in the 3rd larval

instars, pupae, adults and eggs of the fruit fly D. melanogaster were also investigated.



ABSTRACT (continued)

The findings of this study showed that high nutritional concentrations of BA negatively
affected on survival, development and adult properties of D. melanogaster in pre-mature
stages. Sublethal concentrations of BA are promising to use adult dietary additive compound
to ameliorate biological trait of D. melanogaster adult. All tested concentrations of BA
significantly increased MDA content in the third larval stage. First instar larvae were reared to
adult on artificial diet containing high BA concentration and were then fed with high
concentration (300 mg/L) during 10 day. MDA and PCO contents of male and female adults
were significantly increased relative to control. The highest concentration of BA significantly
increased MDA and PCO content in females eggs and also increased GST activity. We were
determined PCO content of eggs significantly increased by 31-fold relative to control. Our
results indicate that high concentrations of BA are very effective on oxidative stress indicators

and detoxification enzyme in all developmental stage of D. melanogaster.

Keywords: Drosophila melanogaster, Oxidative stress, Boric acid, survivorship, fecundity,

Glutathion-S-Transferase, Protein Carbonyl, Malondialdehyde

Science Code: 401.02.01
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BOLUM 1

GIRIS

Daha cok dogrudan hedef ve hedef olmayan canlilarin sinir sistemini etkileyen organik
kimyasal insektisitler, zararli boceklerin miicadelesinde kullanilmaktadir. Zararli boceklerin
kimyasal miicadelesinde organofosfat bilesikler, Fenitrotiyon, Endosiilfan, Malatyon gibi
kimyasal insektisitlerin yaninda sentetik analoglar, 6rnegin jlivenil hormon (JH) analogu,
priproksifen, sentetik pretroidler, D-fenotrin, Sipermetrin ve karbamat grubu kimyasallarin
kullanim1 da artmaktadir. Bu artis ¢evreye ve dogal olarak insan dahil hedef olmayan diger
canlilar agisindan 6nemli bir tehdit unsurudur ve canlilar {izerinde olumsuz etkilere neden
olmaktadir (Bhavan-Saravana and Geraldine 2001, Fenske et al. 2002, He et al. 2002).
Yapilan son caligsmalarla alternatif kimyasal miicadele yontemleri gelistirilmeye ¢alisilarak;
cevreye, hedef olmayan yararli bocekler, insan ve diger canlilara kars1 daha diisiik toksisiteye
sahip olan ve canli {lizerinde dogrudan etkisi bulunmayan bor (B) gibi bilesiklerini

kullanilmasi lizerine yogunlagilmstir.

Temel mikrobesin kaynaklarindan biri olan B, bitkiler (Warington 1923) ve hayvanlar (Ford
et al. 1998, Rowe et al. 1998, Park et al. 2004) i¢in yararl bir elementtir. Ayrica B hiicreler
arast baglant1 bolgelerini tahrip eder (Klotz et al. 2000), borat iyonlar1 ise bir¢ok islevsel
organik grup ve seker alkolleri ile giiclii kompleksler olustururlar (Willams and Atalla 1981,
Hu et al. 1997). Kapali alanlarda insan ve hayvan sagligint dogrudan ya da dolayli olarak
tehdit eden hamam bdcegi gibi boceklerin miicadelesinde B elementinin bir tiirevi olan borik
asit (BA, H;BO;) uzun zamandan beri kullanilmaktadir (Lang and Treece 1972, Ebeling 1995).
Mide zehri gibi etki gosteren BA, bocegin on bagirsagina (foregut) ve orta bagirsagina
(midgut) zarar vererek besin alinmasini ve alinan besinin sindirilmesini Onleyerek bocegin
Olmesine sebep olmaktadir (Cochran 1995). Bundan dolayr BA son zamanlarda inorganik

insektisit olarak kullanilmaktadir. BA’in  bdcek metabolizmasi 1iizerindeki etkisi,



bocegin sindirim islemini bozarak yasama ve gelisim i¢in gerekli olan besinsel ihtiyact
karsilayamamasina sebep olamakta ve bdocegin Olmesini sagladigi bilinmektedir. Ayni
zamanda kisirlastirict etkisiyle bocegin ¢ogalmasini onlemesinden dolayr BA zararlilarla
miicadelede kullanilmaktadir (Borkovec et al. 1969, Settepani et al. 1969, Zhou and le
Patourel 1990). Bunun yanisira BA besinle karistirildiginda boceklerin besin almasini

uyarmakta ve tiiketilen BA miktar1 artmaktadir.

Diisiik miktardaki BA bal arilari, kus, balik, sucul omurgasizlar, biyolojik kontrol ajani yararh
bdcekler ve memelilerde toksik etkisi ¢cok azdir (Weir and Fisher 1972). Fosfor ve kalsiyum
gibi besinsel elementler boceklerin larval evresi icin gereklidir. BA ise fosfor, kalsiyum,
magnezyum ve bakir gibi elementlerin metabolizmasini etkiler. Besindeki B tiirevleri hizli ve
tam olarak absorbe edilir ve B alinir alinmaz yada absorbsiyondan sonra BA’e doniistiiriiliir.
Yiiksek BA konsantrasyonlar1 karbohidratlar (monosakkarit ve polisakkaritler), niikleotidler
(adenozin monofosfat, NAD) ve vitaminler (askorbik asit, pridoksin ve riboflavin) ile
kompleks olusturarak bu besinsel molekiillerin yetersiz alinmasini saglar (Xue and Barnard

2003).

Amerika’da zararli boceklerle miicadelede insektisit ve bdcek uzaklastirici, tropikal
meyvelerde fungisit seklinde uzun zamandir tescilli olarak BA kullanilmaktadir. Amerika ve
Avrupa iilkelerinde BA ve farkli tiirevleri olan insektisitler [Perma-Dust PT240 (BA), Dragon
(% 99 ortofosforik asit ve % 1 etkisiz bilesen), Bora-care ve Timbor veya Bora care (Sodyum
borat, disodyum oktaborat tetrahidrat) gibi] emiilsifiye edilebilir, sulandirilabilir ve
¢oOziinebilir toz ya da mikrokapsiil seklinde ticari olarak satilmaktadir. Agaglar1 enfekte eden
kin kanatli boceklerin kontroliinde, agaclara termitler tarafindan verilebilecek zarari 6nlemek
icin bu insektisitler yaygin olarak kullanmaktadir. Son zamanlarda meyve sinegi Anastrepha
suspensa (Loew 1862) gibi ekonomik kayba yol agan tarimsal zararlilarin kontroliinde
sodyum tetraborat gibi ¢evre ve hedef olmayan canlilara karsi toksisitesi az olan insektisitler
puskiirtme (sprey) seklinde kullanilmaktadir. Diger taraftan hayvanlara dogrudan zarar veren
ya da yemleri araciligiyla cesitli hastaliklarin bulagsmasina sebep olan vektdr boceklerle
miicadelede yeni yontemler uygulanmaktadir (Zurek et al. 2003). Zararli boceklerin
miicadelesinde c¢evre ve hedef olmayan diger canlilara kars1 diisiik toksisiteye sahip ugucu
olmayan inorganik insektisitler (BA ve tiirevleri, sodyum tetraborat, disodyum oktaborat
tetrahidrat) seker c¢ozeltileri ile karistirilarak da kullanmilmaktadir. Ornegin A. suspensa’da

farkli konsantrasyonlarda sodyum tetraborat (% 0,1-% 0.,5) cozeltisi kullanilmig, diisiik



konsantrasyonlar 6liim oranimi arttirarak iiremeyi yavaslatmis, yiiksek konsantrasyonlar ise
yumurta tiretimini ve ac¢ilma oranini azaltmistir (Yang et al. 2000 b). Bir sivrisinek tiirii olan
Aedes albopictus (Skuse 1894) ile yapilan bir ¢caligmada da BA’in % I’lik ¢ozeltisinin %
10’1uk siikroz ¢ozeltisi ile karistirildiginda sivrisinek populasyonunu % 98 oraninda azalttig1
ortaya ¢ikartilmistir (Xue and Barnard 2003). Inorganik insektisit BA’in ticari
formiilasyonlar1 Tirkiye’de de zararlilarla miicadelede geleneksel ve profesyonel olarak
kullanilmaktadir. Amerikan askeri tesislerinde BA’in klorpirifos (Dursban ®)’dan daha etkili
oldugu bulunmustur. Hamam bdcegi ve karinca gibi kapali alan zararlilarinin kontroliinde ve
sivrisinek gibi halk sagligini tehdit eden; bazi viriis, bakteri ve diger hastalik ajanlarinin
tasiyicist bir¢ok bocek icin BA formiilasyonlar1 kullanilmaktadir (Hayes and Laws 1991,
Klotz et al. 1997 a, b, Xue and Barnard 2003). Hamam bdcekleri ile miicadelede BA
buygulamasi ile birlikte entegre zararli miicadelesinin (Integrated Pest Mangement, IPM)
kullanilmast sonucu Amerika’da okul kafetaryalarindaki bocek miktarini azalttii tespit
edilmistir. iki y1l boyunca bir defa BA uygulamas1 bu oranin muhafaza etmesini saglarken,
Dursban ®’dan iki defa uygulamayapilmasi gerektirdiginden insektisit miicadelesinde BA’in
ekonomik oldugunu da gostermektedir (Daar 1988). BA’in tek basina ya da karisim halinde
kullanilmast eskilere dayanmaktadir. 1940’lardan beri BA’in besinlerle karistirilarak
karasinek ve hamam bodcegi gibi zararli boceklerin miicadelesinde etkili oldugu bilinmektedir
(Midgley and Dunklee 1943, Bare 1945). BA formiilasyonlar1 sivri sinek gibi halk sagligini
tehdit eden bocekler, bazi viriisler, bakteri ve bazi hastalik ajanlarinin tastyicisi birgok bocek
ile hamam bocegi ve karinca gibi kapali alan zararlilarinin kontroliinde kullanilmaktadir

(Hayes and Laws 1991, Klotz et al. 1997 a, b, Xue and Barnard 2003).

Yeni kimyasal miicadele ¢alismalarinda {iriin verimini artirmak amaciyla ekonomik agidan
onemli kayiplara sebep olan tarim zararlis1 boceklerin sebep olduklart kayiplart dnlemek igin
insektisit kullanimi artmistir. Organik insektisit olarak kullanilan bu maddelerin artisi
biyolojik miicadelede yararli boceklerin yani parasitoidlerin kullanimini olumsuz etkilemekle
birlikte, bocekler disindaki hedef olmayan diger canlilara ve cevreye karsi da tehdit
olusturmaktadir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1 Kimyasallarin Ekosistemdeki Dongiisii.

Onemli miktarda kalinti olusturan insektisitlerin meyve ve sebzelerde kullanimi, besin
zincirindeki tiim organizmalar etkilenmektedir. Boceklerle miicadelede daha dar bir gruba
etkili ve toksik ozelligi az olan maddeler ile birlikte yeni yontemlerin kullanilmasi, besin
zincirindeki biiyiik bir canli grubunun etkilenmemesi agisindan dnemlidir. Eger kullanilan
kimyasallarin etkisi hakkinda bilgi sahibi olunursa hedef olmayan diger yararli bocekler ve

ozellikle biyolojik kontrol ajanlari, ¢cevre ve insan lizerindeki olumsuz etki en aza indirilebilir.

Reaktif oksijen radikalleri, paylasilmamis elektronlara sahip olan reaktif atom ve
molekiillerdir. Canlilarda bu reaktif molekiiller ya normal metabolik olaylar1 sirasinda ara

iirlin olarak, ya da ¢esitli kimyasal maddeler veya cevre kirliligine neden olan maddelerin



etkileri altinda kalmalar1 sonucu olusabilmektedirler. Boylece meydana gelen radikaller hiicre
zarinin doymamis yag asitleri ve protein bilesimi gibi yapilarina zarar vererek canlida
metabolik olaylarin bozulmasina neden olurlar (Halliwell 1994, Heinle and Betz 1994).
Ornegin serbest radikaller zar ile etkileserek hormonlar, enzimler ve ndrotransmitter maddeler
gibi bir¢ok yapiy1 olumsuz sekilde etkileyerek oksidatif hasar olusturmaktadir. Boceklerin
sindirim islemi sirasinda sindirim kanalinda oksidatif hasardan kaynaklanan oksidatif stresin
onemli nedeni siiperoksit (O,”) ve hidrojen peroksit (H,0O,) radikalleri meydana gelmektedir
(Peric-Mataruga et al. 1997, Krishnan and Kodrik 2006). Bunun yani sira bdceklerin
metabolizmalar sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumuna sebep olan toksik ya da
zararli kimyasal maddeleri oksitleyebilme yetenekleri sayesinde kimyasal ac¢idan uygun
olmayan ortamlarda yasamlarini siirdiirebilmeleri miimkiindiir (Felton and Summers 1995,
Hyrsl et al. 2007). Bécek dokularinda ROT’lar lipid peroksidasyonu (LPO), protein ve enzim
oksidasyonuna ve hiicresel glutatyon miktarinin azalmasina sebep olarak oksidatif hasar
meydana getirirler (Ahmad 1995). Oksidatif hasar goren lipit, protein gibi hiicresel
biyomolekiiller oksidatif stresin dnemli bir gostergesidir. Hiicre zar1 ve diger hiicresel lipid
molekiilleri oksidatif hasar goérerek LPO olarak bilinen reaksiyonlar ile son iiriin olarak
onemli bir aldehid tiirevi olan malondialdehit (MDA) ve diger aldehitlere parcalanir
(Cheesman 1993). LPO seviyesi, MDA miktarinin yiikselmesi ile gosterilmektedir (Manno et
al. 1985). Proteinlerin amino grubu, fosfolipidler ve niikleik asitler ile reaksiyona giren MDA,
bu molekiillerin yapisinin bozulmasina dolayisiyla oksidatif hasara sebep olur (Krishnan et al.

2009).

Canlilarin tiimiinde endojen veya eksojen kaynakli reaktif kimyasallarin ortadan
kaldirilmasindan veya etkisiz hale getirilmesinden sorumlu olan antioksidan savunma sistemi
bulunmaktadir. Canli tiirler biyolojik degisikliklere neden olan cevresel stres faktorlerinin
zararl etkilerinden detoksifikasyon kapasitelerine bagl olarak kurtulmaktadirlar (Vasseur and
Leguille 2004). Cesitli prooksidanlarin oksidatif etkilerine kars1 savunma amagli enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlarla ilgili omurgali ve omurgasiz canlilarla yapilan bircok
calisma bulunmaktadir. Insan eritrositlerinde 2,4 diklorafenoksiasetik asit ve 2.4-
diklorofenoliin yiiksek dozlar1 glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesini yiikseltirken,
Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin ve rediikte glutatyon (GSH) seviyesinin diismesine
neden olmustur (Bukowska 2003). Inci ¢iklit baligi Geophagus brasiliensis (Quoy and
Gaimard 1824) ile yapilan ¢aligmalarda mevsimsel degisim ve kirlenmenin antioksidan

savunma sistemini dnemli derecece etkiledigi tespit edilmistir (Wilhelm Filho et al. 2001).



Cevresel faktorler ratlarin antioksidan sistemi iizerinde etki etmektedir (Asha et al. 2005).
Baska bir ¢alismada kadmiyum ve naftalinin omurgalilarda hidroksil radikallerinin olugmasini

saglamig ve olusan oksidatif hasar incelenmistir (Shi et al. 2005).

Bocekler de diger okaryotik organizmalar gibi antioksidan enzim sistemine sahiptir (Ahmad
1992). Boceklerin tiim dokularinin yanisira 6zellikle yag dokusunda bulunan antioksidan
enzimler ve maddeler, orta bagirsaginda diisilk molekiiler agirlikli antioksidanlar, peritrofik
zar ve g¢esitli antioksidan enzimlerden olusan dokuya 06zgii bir antioksidatif savunma
mekanizmasi bulunmaktadir (Ahmad 1992, Kono and Shishido 1992, Felton and Summers
1995, Barbehenn and Stannard 2004). SOD, katalaz (CAT), GPx, glutatyon S-transferaz
(GST) ve glutatyon rediiktaz (GR) bdceklerin baglica antioksidan enzimlerindendir (Ahmad et
al. 1990, Ahmad 1995). Ayrica antioksidan enzimler arasinda Helicoverpa zea (Boddie 1850)
tiriiniin larva evresinde askorbat peroksidaz (APOX) (Mathewes et al. 1998) ve
Drosophila’da ise tiyoredoksin peroksidaz (TRXP) (Missirlis et al. 2003) bulunmaktadir.
Bunun enzimlerden GST, ksenobiyotiklerin detoksikasyonundan sorumlu oldugu gibi
antioksidan 6zellikleri i¢in peroksidaz (POX) benzeri aktivitesi bulunmaktadir (Vontas et al.
2001, Krishnan and Kodrik 2006). Genis bir substrat spesifikligi gosteren GST enzimi
boceklerde insektisit direngliligini saglayan detoksifikasyon reaksiyonlarinda baglica rolii
bulunmaktadir (Vontas et al. 2001, Enayati et al. 2005). Omurgasiz ve omurgalilarda GST
enzimleri, mikrozomal oksidasyon ile olusturulan reaktif metabolitlerin faz II detoksifikasyon
sistemi ile elektrofilik maddelerin toksik etkilerini nétrleyen veya ksenobiyotikleri daha az
toksik formlarina doniistiirmek {izere glutatyona konjuge eden cok islevli detoksifikasyon
enzimlerinin bir grubudur (Grant and Matsumura 1989, Yu 1999, Vontas et al. 2001).
Selenyuma bagimli GPx enziminin aktivitesi boceklerde oldukca diisiik oldugu icin CAT ve
GST enzimlerinin antioksidan 6zelligini ifade eden GPx benzeri aktivitesi (GSTpx) tarafindan
bu aktivite desteklenir (Krishnan and Kodrik 2006). GPx, H,O, ve zararli lipid peroksitleri
substrat olarak GSH’1 kullanarak metabolize ederken (Ahmad et al. 1989), GSTpx
hidroperoksitleri uzaklastirmada etkili olup H,O,’1 uzaklastirmada etkili degildir. Besinsel
toksik maddelere fizyolojik bir adaptasyon olarak bocek dokularinda GST ve bu enzimin GPx
benzeri aktivitesinde yiikselme oldugu gozlenmistir (Peric-Mataruga et al. 1997). ROT ne

kars birlikte is géoren SOD, CAT ve GPx antioksidan bir savunma grubunu olustururlar.

Drosophila’da hiicresel olmayan bagisikligi diizenlemede CAT, konak savunma sistemine

aracilik etmesi bakimindan o6nemlidir. Pamuk ¢izgili yaprak kurdu Spodoptrera exigua



(Hiibner 1808) ve un zararlis1 olan Tenebrio molitor (Linnaeus 1758) tiirlerinde organofosfat
insektisit olan fenitrotiyon SOD, CAT enzim aktivitelerini ve yag dokusu agirliklarini
degistirmistir (Adamski et al. 2003). Kadmiyum heteropter bir tiir olan Oncopeltus fasciatus
(Dallas 1852) 'un MDA seviyesini arttirmis ve bazi antioksidan enzimlerin (CAT, GR, GST)
aktivitelerini diisiirmiistiir (Cervera et al. 2003). GST enzimi Nilaparvata lugens (Stal
1854)’de pretroid grubu insektisitlere karsi diren¢ kazandirmistir (Vontas et al. 2001).
Helicoverpa armigera (Hiibner 1805)’nin farkli evrelerinde cesitli dokulariyla (tiim viicut,
orta bagirsak, hemolenf, yag dokusu, kutikula) yapilan bir ¢aligmada endosiilfanin bocegin
GST aktivitesini etkileyerek yag dokusunda en yiiksek oldugu, yumurtalarinda ise en diisiik
oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Rajurkar et al. 2003). Apis mellifera (Linnaeus 1758) ile yapilan
bir ¢alismada is¢i ar1, erkek ar1 ve kralige armin farkli dokularinda (kas, mide, hemolenf,
spermetaka ve semen) CAT, SOD, GST aktiviteleri incelenmistir (Weirich et al. 2002).
Oriimcek kurdu Pardosa prativaga (L. Koch 1870)’da diisiik kalitedeki besinlerin GST
miktar1 ve GSTPx miktarini onemli derecede diisiirerek GST ve GPx aktiviteleri lizerine etkili
oldugu belirtilmistir (Nielsen and Toft 2000). Boceklerde bitkilerden alinan ve
allelokimyasallar1 igeren bir¢ok maddenin detoksifikasyonunda rol oynayan GST, farkli
konak bitkilerle beslenen Lymantria dispar (Linnaeus 1758) tirtillarinda seviyesi artarken
SOD, GSH seviyeleri de artmakta buna karsin CAT aktivitesi ayn1 oranda azalmaktadir.
Ayrica enzim aktivitelerinin farkli larval evrelerde degistigini gdsteren c¢alismalar
bulunmaktadir (Peric-Mataruga et al. 1997). Ratlarin boceklerle kontamine olmus bugday unu
ile beslenmesi ratlarin eritrositlerinde GPx ve GR aktivitesinin diigmesini sagladigi, lipid
peroksidasyonu diizeyi (TBARS) ve diger bazi oksidanlarin seviyesini arttirdigi bulunmustur

(Elhassaneen and Abd El-Moaty 2003).

Bu arastirmanin sonucunda ortaya ¢ikacak veriler BA ile temas eden hedef olmayan canlilarin
bazi biyolojik oOzelliklerinin ve antioksidan savunma kapasitesinin nasil etkilendigini
gosterecektir. Dogrudan tarimsal zararli olmayan ve yaslanma g¢alismalarinda 6nemli bir
model organizma olan Drosophila melanogaster (Meigen 1830) (Uysal ve Sisman 2003)
kullanilarak BA’in farkli konsantrasyonlari laboratuvar sartlarinda yapay besin ortamlarina
ilave edilerek bocegin yasam parametreleri ve yaslanma ile iliskili olarak antioksidan

savunma sistemi tizerinde etkili olup olmayacagi degerlendirilmistir.

Bu amagla yar1 sentetik besine ilave edilen inorganik insektisit BA’in model organizma D.

melanogaster’in yumurtadan yeni ¢ikmig larvalarinin ergin evreye kadar yasama, gelisimine,



ergin Omiir uzunlugu, yumurta verimi ve acilma oranina etkisi incelenmistir. Ayrica larva,
pup, ergin evrelerinde, disilerin yumurtalarinda, ergin evre sonrasinda erkek ve disi bireyler
ve disilerin yumurtalarinda LPO iiriinii MDA miktar1 ve protein oksidasyon (PO) {iriinii
protein karbonil (PCO) seviyesi ile antioksidan enzimlerden, GST aktivitesi lizerine etkileri
incelenmistir. Oksidatif etkiye karsi bocegin gelisim evrelerinde antioksidan enzimlerin
aktiviteleri ile esey orami ve erginlerin Omiir uzunlugundaki degisimler belirlenmistir.
Denenecek bu BA zararlilarla miicadelede kullanilan kimyasal insektisitlere gére memelilere
kars1 diisiik toksisiteye sahip olmasi nedeniyle 6nem tagimaktadir. BA’in eski donemlerde goz
damlas1 olarak kullanilmasi ve hayvan ve bitkilerde besinsel olarak dnemli role sahip olmasi
bunun Okaryotik canlilara karsi belirli doz araliklarinda toksik 6zelliginin diisiik oldugunu
acikca gostermektedir. Ancak bu tiir maddelerin hedef olmayan canlilar iizerindeki oksidatif
etkileri ve yaglanma ile iligkili olarak antioksidatif savunma sistemine etkisi calisilmamistir.
Yapilan ¢aligmalar daha ¢ok boceklerin laboratuvar sartlarinda yetistirilmesi sirasinda besin
almay1 uyarici olarak kullanilan BA ve diger B tiirevlerinin boceklerin yasama ve gelisimi
tizerindeki etkilerinin belirlenmesi yoniinde olmustur (HyrSl et al. 2007, Durmus and

Biiyiikgiizel 2008).

Bu ¢alismanin sonucu zararlilar ile miicadelede daha giivenli insektisit kullanim1 agisindan iyi
tarim uygulamalar1 ile daha saglikli bir ¢evre ve insan yasami agisindan 6nem arz etmektedir.
Boylece kendi 6z kaynaklarimizin islenerek yeni bir {iriiniin gelistirilmesi ve bu {iriiniin
tarimda verimin ve kalitesinin artirllmasina yonelik kullanilmasi ile birlikte ¢cevre ve hedef
olmayan canlilara toksitesinin az olmasi hem iilke ekonomisine hem de toplumsal refaha
fayda saglayacaktir. Diger taraftan yaslanma ve insanligin Omiir uzunlugunu uzatmaya
yonelik caligmalarda model olarak kullanilan D. melanogaster’de BA’in 6miir uzunlugunda
uzamaya sebep olmasi insan ve diger hayvanlarin beslenmesinde bu inorganik maddenin
besin destegi olarak kullanilabilirligi tartisilmistir. Zararlilarin kontroliinde etkili olan
ekonomik ve cevre dostu bir miicedele icin yeni hedefler ve yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir. Insan beslenmesi ile yakindan iliskili iiriinlerin korunmasinda kimyasal
organik pestisitlerin disinda yeni kontrol yodntemlerinin gelistirilmesi birincil hedef
olmaktadir. Meyve sinegi D. melanogaster tim endojen ve eksojen kaynakli prooksidanlarin
canlilarin yagam siiresi sirasindaki biyomolekiiler yaslanmaya sebep olmalariin etkisini kisa
stirede izleyebilme imkani saglayan bir model organizmadir (Rogina and Helfand 2000). Bu

nedenle, laboratuvar sartlarinda yapilacak bdyle bir girisim pestisitlere maruz kalan insan



dahil diger canlilarin besinsel kaynakli oksidatif strese bagimli yaslanma mekanizmasinin

aydinlatilmasinda da yonlendirici olacaktir.
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BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 BOR VE TUREVLERININ ONEMi

Atom numarasi 5 ve atom agirlig1 10,81 olan B, periyodik cetvelin IIIA grubunun ilk, en hafif
tiyesidir ve yari iletken 6zellige sahip olan bir metaloittir. Dogada yaklasik olarak 230 ¢esit B
minerali bulunmakta olup, B basit yapili olan bor oksit (B,O;) ve BA gibi baska elementlerle
bilesik halinde bulunur (O’Neil et al. 2001). En 6nemli B minerali kalsiyum-sodyumla birlikte
uleksit, sodyumla bagli olan boraks ve kalsiyumla birlikte bulunan kolemanittir. B’un insanlar
ve hayvanlar i¢in 6nemi ve rolii hakkinda 80’li yillara kadar ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Bu iz

mineralin ne kadar 6nemli oldugunu son otuz yillik ¢aligmalar gostermektedir (Yaren 2011).

Sekil 2.1 Borik Asitin Kimyasal Yapist.

Cesitli deneysel modeller kullanilarak yapilan bir¢ok ¢aligmada B’un insanin da dahil oldugu
bir cok canli i¢in biyoaktif yararli bir element oldugu gosterilmistir. Bazi yiiksek
organizasyonlu hayvansal organizmalar ve insanlarla yapilan besinden B’un eksiltme veya
tamamen ¢ikarma g¢aligsmalar1 sonucunda; diisiik B aliminin kemik sagliginin, beyin islevinin
ve immiin cevabin bozulmasina sebep olmus bodylece canlilarin  yasamlarini

tamamlayabilmeleri i¢in B’un gerekli oldugunu gostermistir (Nielsen 2008). Son yillarda
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besinsel B’un metabolik, hormonal ve fizyolojik siireglerde etkin oldugu; oksidatif stres,
immiin yanit, steroid hormon metabolizmasi, mineral, vitamin D gibi mikrobesinler ve bir¢ok
metabolik enzimi etkiledigi bunun yanisira kemik, artrit, kanser iizerine de etkili olduguna
dair bircok ¢aligma bulunmaktadir (Yaren 2011). Kalsiyum, fosfor, magnezyum, molibden,
aliminyum gibi ¢esitli mineral metabolizmasinda regulatér bir rol oynayan B’un (Nielsen
2008), yetersizliginde magnezyum, potasyum, bakir, ¢inko gibi birgcok mineral metabolizmasi
ve dengesi degismektedir (Nielsen 2004). Ornegin besinlerine B ilave edilen sigan ve
tavuklarin kemik saglamliginin arttirdigin1 gosteren caligmalar bulunmaktadir. Ayn1 zamanda
plazma lipid profili ve beyin fonksiyonlarinin iyilestirilmesi i¢in de B kullanilmaktadir
(Devirian and Volpe 2003). Diisiik B alim1 besinsel yetersizlikle ilgili oldugu durumlarda B
bakimindan zengin meyve, sebze, findik gibi besinlerin alinmasiyla Onlenebilir. Giinliik
besinle alinacak B miktar1 besin gruplarinin oranlarina bagli olarak degismekle birlikte,
tilkeler ve bireyler arasinda da farklilik gostermekte olup bu miktar yaklasik 0,30-0,41
mg’dir. Insanlar gida haricinde su ile giinde 0,2-0,6 mg; hava yoluyla giinde 0,44 ug ve
kozmetik {iriinler ile maksimum 0,47 mg B’a maruz kalinmaktadir (Anonymous 2004). B’un
yetiskinler tarafindan alinabilecek giivenilir ortalama alim miktarmin Diinya Saghk Orgiitii
(WHO) tarafindan 1-13 mg/giin, iist smirin 20 mg/giin oldugu bildirilmistir (Anonymous
2004). Tirkiye’deki ilag¢ piyasasinda ek takviyelerde B miktar1 1,5-10 mg arasindadir. B
miktarinin artmasi her ne sekilde alinirsa alinsin tiim dokulardaki B miktarini artirmaktadir.
B’un fazlas1 bir dereceye kadar tolere edilebilir. Ancak eksikligi biiyiimenin baskilanmasi,
kan parametrelerinde ozellikle steroid hormon konsantrasyonunda diisme seklinde kendini
gosterir (Naghii and Saman 1993). Kemiricilerin diisiik B ile beslenmesi yiiksek oranda (%

57) dejenere embriyo olusmasina neden olmustur (Lanoue et al. 1999).

B’un diizenleyici anyon ve katyonlarin transmembranal tasinmasi, membranlar arasi
haberlesmede yer alan sinyallerle etkilesmesi ve hormonal aktivitelere duyarli olmasi sonucu
hiicre zar1 fonksiyonu, stabilitesi ve yapisindaki énemli gorevlerini gerceklestirebilmektedir
(Eren 2004, Nielsen 2008). B’un muhtemel etki mekanizmasi polisakkaritler, adenin
monofosfat (AMP), piridoksin, riboflavin, piridin ve diger benzer cis-hidroksil gruplari iceren
biyomolekiillerle reaksiyona girmesiyle gergeklesmektedir. Bu sekilde B, viicuttaki gorevleri
ne olursa olsun cis-gruplar igeren bilesikleri stabilize edip fonksiyonlarin1 degistirmektedir
(Bolanos et al. 2004). B’un metabolik yollarda baz1 anahtar enzim reaksiyonlarini yarigsmali
inhibisyon yoluyla etkileyen negatif bir regiilator oldugunu savunan hipotezler de

bulunmaktadir (Hunt et al. 1994).
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Insanlar icin diisiik toksisiteye sahip olmasina ragmen B’un yiiksek dozlar1 iireme ve gelisme
iizerine olumsuz etki yapabilmektedir (Lanoue et al. 1998). Insanlar B mineraline akut olarak
maruz kalindiginda; kusma, mide bulantisi, ishal, karin agrisi, kaslarin istemsiz kasilip
gevsemesi, yiiksek ates, merkezi sinir sisteminde bozukluk, renal tiibiillerde hasar, deride
kizariklik, testikiiler atrofi, sarilik ve karaciger fonksiyonunda anormallikler gibi belirtiler
goriiliir. B’a kronik olarak maruz kalindiginda; anoreksi, kilo kayb1, halsizlik, anemi, alopesi,
sperm kaybi, dermatit, konviilsiyon ve gastrointestinal rahatsizlik gibi semptomlar
goriilmektedir (Ku et al. 1991, Devirian and Volpe 2003, Anonymous 2004). B’un yiiksek
veya disiik miktarda alinmasi hayvanlar iizerinde yapilan caligmalarda gelisim ve iireme
iizerine etkili olabilecegini gostermistir (Ku et al. 1991, Murray 1995). B’un yiiksek dozlar
sican, fare ve kopeklerde sperm olusumunu 6nledigi, testis hacmini ve agirhgini diisiirdiigi,
seminifer tiipciiklerinde yap1 bozulmasina neden olarak kisirliga yol actigr belirlenmistir.
Yiiksek dozlardaki B’un diger olumsuz etkileri ise tavsan ve farelerde fotal agirligi diisiirmesi,
iskelet yapisinin bozulmasidir (Price et al. 1996, Moorman et al. 2000, Espinoza-Navarro et
al. 2007). Fare ve ratlar lizerinde yapilan c¢alismalara gore B ve bilesiklerini ABD Cevre
Koruma Ajans1 (USEPA) karsinojenik etkilerine gore D grubu (insanda karsinojenik olarak
siniflandirilmayan kimyasal maddeler) altinda siniflandirmistir (Anonymous 2004). B ilag
sektoriinde mikrop oOldiiriicii 6zelliginden dolay1 dezenfektan, dis macunu, géz yikama
soliisyonlari, agiz gargaralari, irrigan soliisyonlar ve antiseptiklerin yapiminda
kullanilmaktadir. Ayrica, B’la nétron yakalama terapisi (BNCT) olarak bilinen kanser
tedavisinde de kullanilmaktadir (Yilmaz 2002). Mevcut kullanim alanlart géz Oniinde
bulunduruldugunda B madeninin ¢ok biiyiik stratejik énem tasidigi goriilmektedir. Tiirkiye,
ABD ve Rusya’da zengin B yataklarinin bulundugu bilinmektedir. Diinya B rezervleri toplam

885 milyon tondur ve Tiirkiye'nin pay1 % 64, Amerika’nin ise % 9’dur. (Anonymous 2005).

En ¢ok boraks ve BA olarak; volkanik kayalarda, toprakta, atmosferde, denizlerde ve igcme
sularinda farkli miktarlarda B bilesikleri bulunmaktadir (Samman et al. 1998). BA i¢in yan
etki gézlenmeyen en yiiksek doz (NOAEL) 55 mg ve toksik etki gozlenen en diisiik doz
(LOAEL) 78 mg BA/kg/giin (B i¢in 10 ve 13 mg/kg/giin)’diir (Price et al. 1996). Daha ytiksek
dozlardaki BA’in farelerde, ratlarda ve tavsanlarda gelisimsel toksisiteye neden olduklari
bilinmektedir (Heindel et al. 1992, Dourson et al. 1998). B’un etkilerinin arastirildigi
calismalarda ¢ogunlukla BA yeme katilarak verilmistir (Heindel et al. 1994, Price et al. 1997,
Chapin et al. 1998, Sheng et al. 2001). Ratlarda minimum toksik etki 1000 ppm BA iceren
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yemle beslenenlerde (fotal agirliginda diisiis) gozlenmis, 1000 ppm altindaki dozlar toksik
etkiye sebep olmadan viicuttaki fizyolojik siirecleri etkilemistir (Chapin et al. 1998).

Tibbi ve tibbi olmayan amaglar i¢in kullanilan BA (Heindel et al. 1997), gida koruyucu
(E284) olarak da kullanilmaktadir (Tiirkiye Tarim Bakanligit 2004). BA’in deri
enfeksiyonlarinda antiseptik olarak kullanildig: gibi g6z damlasi, agiz gargarasi, koku giderici
kozmetik {tirlinlerde ve fungistatik olarak tekrarlayan vajinal mantar enfeksiyonlarinda aktif
madde olarak kullanilmaktadir (Ommaty 2000, Ringdahl 2006, Yaren 2011). Tiirkiye Tarim
Bakanlig1 (2004) tarafindan BA’in antimikrobiyal madde olarak gidalarda en fazla 4 g/L
dozunda kullanilabilecegi onerilmistir. Ayn1 zamanda BA kemiricilerde iireme ve fertiliteyi
olumsuz yonde etkilemis olup (Heindel et al. 1997) hamster yumurta hiicresi kiiltiiriinde
mutajen Ozellik gostermistir (Kinashi et al. 1997). Ancak BA fare lenfoma hiicrelerinde
mutajen Ozellik gostermemistir (McGregor et al. 1988). Avrupa gida koruma otoritelerine
(EFSA 2004) gore BA’in hayvanlar iizerinde olumsuz etki yaptigi uzun siireli toksisite
caligmalarindan sonra bildirilmistir. Hubbard (1998) inorganik boratlar (BA, Na, amonyum, K
ve Cinko boratlar1) genellikle agizdan, deri yoluyla ve solunum ile alindiginda diisiik akut

toksisite gosterdiklerini belirtmistir.

Boratlar, B-O, arasindaki baglarin kirilmasi ile metabolize edilebilmektedir. Ancak bu
baglarin koparilabilmesi i¢in asirt miktarda enerjiye (523 kJ/mol) ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
nedenle, biyolojik sistemlerde basta BA olmak {izere pek ¢ok B bilesigi (6zellikle boratlar)
metabolize edilemezler (Emsley 1989). Diisiik konsantrasyonlarda inorganik boratlarin
emilimleri esnasinda mukozal yilizeylerde ve fizyolojik pH (hidrojen giicii) derecesinde BA’e
donistiiriiliir. Laboratuvar hayvanlar1 ve insanlarla yapilan ¢ok sayida arastirma, alinan
boratlarin % 90’dan fazlasimin BA formunda organizmadan uzaklastirilldigini ortaya
koymustur (WHO 1998, USEPA 2004). B’un ve boratlarin emilim 6ncesi BA’e dontismeleri
ve BA’in degismemis olarak % 90’dan fazlasinin idrarda goriilmesi 6nceki varsayimin kaniti
olarak kabul edilmektedir (Nielsen 1988, Emsley 1989). B basta idrarla olmak {izere feces (%
2), safra, terleme ve solunum yoluyla viicuttan atilmaktadir (Samman et al. 1998). BA idrarda
belirlenen tek B bilesigi olup, oral yolla alinan B miktarimin kantitatif bir gostergesidir
(Devirian and Volpe 2003). Viicuda hangi yolla alinirsa alinsin B, 4 giin icinde % 92-% 96
oraninda BA olarak idrarla atilirken viicuttan 7 giin icinde tamamen elimine olmaktadir (Col

and Col 2003).
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BA’in hidroksil, amino ve tiyol gruplarina karsi ilgisi oldugu gibi BA’in doza bagl olarak
farkli biyolojik molekiiller ile kompleks olusturabildigi bilinmektedir (Moore 1997, WHO
1998, Tiirkez 2007).

B’un emilimi sinidirim, solunum ve deri ile olmakla birlikte viicuda asil girisi agiz yoludur.
Agizla alinan anorganik B’un insanlar ve hayvanlar tarafindan neredeyse % 100’1 sindirim
yoluyla hizli bir sekilde absorbe edilmektedir. (Hunt 1998). Viicut sivilarinda ve dokularinda
B; % 98,4 BA olarak, % 1,6 borat anyonu olarak bulunmaktadir. Total B konsantrasyonu
kanda 15,3-79,5 ng/g arasinda degismektedir (Devirian and Volpe 2003). Absorbe edilen B,
BA olarak pasif difiizyonla viicut sivilarina dagilmaktadir. Vitamin ve mineraller uzman
grubu’nun (2002) yayinladigi rapora gére B’un dokulardaki dagilim sonrasi konsantrasyonu
0,05-0,6 mg/kg olarak bulunurken, kemiklerde bu degerlerin bir kac¢ katina ulasabilir
(Anonymous 2002). Insan viicudundaki toplam B miktar1 3-20 mg arasinda degisirken en
yiiksek B konsantrasyonlar1 kemikte, tirnaklarda ve sagta bulunmaktadir (Devirian and Volpe

2003). B bilesikleri insan ve hayvan plasentasindan ge¢me 6zelligine sahiptir (Anonymous

2002).

Ulkemizde yapilan bir arastirmada toprak ve icme sularinin B muhtevalarmin birbirlerinden
oldukca farkli oldugu iki bolgede yasayan toplam 4687 bireyde B’un iireme sistemi iizerine
etkileri arastirilmis, verimlilik oranlar ile diger bolge insanlarinin verimlilik oranlar1 arasinda
herhangi bir farklilik bulunmadig: ifade edilmistir (Sayli et al 1998). Ayrica ABD’de B
is¢ileri lizerinde yapilan ¢aligmada, erkek ¢cocuk dogumunda kiz ¢ocuga oranla azalig oldugu

belirlenmistir (Kocatiirk 1998).

Hayvansal organizmalarda B’un mekanizmasi a¢ik olmamasina ragmen eksikliginin Afrika
penceli kurbagasi Xenopus laevis (Daudin 1802)’in sindirim kanali ve gozlerinde embriyodan
larva gelisimine dogru anormal gelisime sebep oldugu gosterilmistir (Ford et al. 1998).
Uluslararas1 Toksikoloji Programi ( NTP 1987) nin yaptig1 toksisite belirleme testlerine gore
BA’in Chinese hamster ovaryum hiicrelerini olumsuz yonde etkilemedigi ve mutajen
olmadigini seklindedir. Diger taraftan Arslan (2004)’nin ¢aligmasinda BA’in insan periferal
lenfositlerinde 24-48 saatlik muamele sonucunda kromozomal anormalliklere sebep oldugunu

gostermistir.
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Kurbagalar tizerinde (Xenophus laevis) yapilan bir arastirmada B eksikligine bagli olarak
gamet olgunlagma, embriyo gelisimi ve larval olgunlagsma siire¢lerinin olumsuz etkilendigi
belirtilmistir (Fort et al. 2002). Buna karsin 50 ve 100 mg/L B’un farkli kurbaga tiirleri
(Ambystoma jeffersonianum Green 1827, Rana sylvatica LeConte 1825, Ambystoma
maculatum Shaw 1802 ve Bufo americanus Holbrook 1836) iizerinde embriyo gelisimlerini

olumsuz etkiledigi rapor edilmistir (Laposata and Dunson 1998).

Yumurta tavuklarinin yemine 240 mg/kg’a kadar B ilave edilmesi canli agirliklar {izerinde
olumlu etki gostermistir (Rossi et al.1993). Bununla birlikte, yumurta tavuklarinin yemine
400 mg/kg’a kadar B ilavesi canli agirhigimi etkilememektedir (Eren et al. 2002).), B’un
Broiler piligleri iizerinde yapilan calismada hematolojik ve biyokimyasal parametreleri
etkiledigi bu nedenle de mineral metabolizmasinda 6nemli roliiniin oldugu tespit edilmistir
(Kurtoglu et al. 2005). Broiler piliglerinde 21 giin boyunca 2500 ve 5000 ppm BA
uygulamasinin hayvanlarin beyin, bobrek, karaciger ve kaslarinda B’un birikmesine sebep
oldugu, 500 veya 1250 ppm’de ise birikimin olmadig1 rapor edilmistir (Sander et al.1991).
Diyet yoluyla dort hafta boyunca B verilmis yesilbas 6rdekler (4nas platyrhynchos Linnaeus
1758) iizerinde yliriitiilen bir ¢alismada 1000 ppm B’un embriyo gelisimini olumsuz etkiledigi

ortaya koyulmustur (Hoffman et al. 1991).

Cantiirk (2007)’lin calismasinda BA veya sodyum tetraborat (100, 250, 500, 1000 puM)
kullanilarak saglikli lenfositlerle akut 16semi hiicreleri kiyaslanmis, B bilesiklerinin 16semi
hiicrelerine daha etkili oldugu ve mitokondriler {izerinden toksik etkiyi gerceklestirdigi
gosterilmigtir. Degisen oranlarda (200-9000 ppm) BA igeren diyetle 12 hafta boyunca
beslenmis ratlar iizerinde yapilan bir c¢aillismada, doza baghh olarak kemik B

konsantrasyonunun yiikseldigi ortaya koyulmustur (Chapin et al.1997).

Bagka bir calismada ise BA iceren (2-12,5 ve 25 mg) i¢gme sulari ile alti hafta boyunca
beslenen ratlarin, kan ve yumusak dokularindaki B seviyelerinin birbirlerine yakin degerlerde
oldugu goriilmiistiir (Naghii and Samman 1996). Bu calisma ile B bilesiklerine agiz yoluyla
maruz kalma sonucu genellikle lirogenital sistemin olumsuz etkiledigi ortaya koyulmaktadir.
Sigan, fare ve kopeklerin B bilesiklerine igme sular1 veya besinler yoluyla maruz kalmalar
testikiiler lezyonlarin olusmasini saglamistir (Ku et al. 1993 a). Gavaj yoluyla 350 mg/kg BA
verilen Sprague-Dawley sicanlarinin sperm salinimin inhibe edildigi ve sperm morfolojisinin

olumsuz etkilendigi gézlenmisdir (Linder et al.1990).
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Ozkurt (2000)’un baraj goletlerinde yaptig1 ¢alismada B’un su, dip camuru ve planktonlarda
fazlalastigi, balik (Cyprinus carpio Linnaeus 1758) dokularinda (kas, beyin, karaciger) besin
zinciri yoluyla taginarak birikmekte oldugunu bildirmistir. Ayrica, B kirliliginin baliklarda

kunduzlar’a gore daha fazla oldugu, balik biiylimesini engelledigi tespit edilmistir.

Iki farkli som balig tiiriinde (Oncorhynchus tshawytscha Walbaum 1792 ve Oncorhynchus
kisutch Walbaum 1792) B’un akut toksisitesini belirlemek {izere yapilan bir ¢aligmada 100
mg/L hatta daha yiliksek konsantrasyonlarda B’un toksik etkilere yol agmadig1 goriilmiistiir
(Hamilton and Buhl 1990). Bununla birlikte, diisiik B konsantrasyonlarinin Gokkusagi
Alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) {izerinde embriyo gelisimini uyardigi ve

teratojenik etkilerinin bulunmadigi rapor edilmistir (Loewengart 2001).

B bilesiklerinin (BA, boraks, kolemanit ve iileksit bilesikleri) insan kaninda belirli seviyelerde
(20-100 mg/L) MDA degerlerini etkilememekte, diisiik dozlarda antioksidan enzim
aktivitelerinde belirgin bir artisa neden olmaktadir. Boylece farkli B bilesiklerinin diisiik
seviyelerdeki destegi ile oksidatif strese yol agmadan antioksidan kapasite yiikseltilmektedir

(Tiirkez 2007).

Farelerde, bakteri ve mayalarda okside proteinlerin diizeyinde artisa ve oksidatif strese
direncte kayba neden olan metionin siilfoksit rediikktaz (Msr) aktivitesinde azalmanin
mutasyonla oldugu gosterilmistir. Maya ve Drosophila’da ise tersine Msr’in asir1 iiretimi ile

oksidatif strese diren¢ artmaktadir (Moskovitz et al. 1997).

BA’in ekonomik kayba yol agan zararli boceklerin miicadelesinde insektisit olarak deneme
calismalar1 giin gectikce artmaktadir. B bilesiklerini igeren yemlerin ve aerosollerin
kullanilmas1 halinde termitler ve meyve sineklerinin kontrol edilebilecegi belirtilmis, sinek
larvalarinin BA’e maruz kalmalar1t % 100°e varan 6lim oranmin goriilmesini saglamistir
(Butterwick et al. 1989). Bal arilarinda BA’in 50 mg/L’si toksisiteye yol ac¢maktadir
(Ostrovskij 1955).

Cam kesebocegi Thaumetopea pityocampa (Denis and Schiffermiiller 1775) (Lepidoptera) ile
yapilan caligmada 10’luk boraks ve BA ¢ozeltilerinin bocegin larvalarima karst hicbir

oldiirticii etkisinin bulunmadig: bildirilmistir (Dayioglu 2008).
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BA ve Bacillus thuringiensis (Berliner 1715)’in bir kombinasyonu kir tirtil tiirii Prothetria
dispar (Linnaeus) larvalarinin 6liim oranini arttirmaktadir (Doane and Wallis 1964). Bazi
termit tiirleri (Microcerotermes champion Snyder, Odontotermes obesus Rambur 1842 ve
Bifiditermes beesoni Gardner 1944) ile yapilan ¢alismada % 1’lik BA’in tek basina termit
tiirlerine toksik etki yaptigi belirlenirken, % 1’lik BA ve belirli dozlarda B. thuringiensis
karigimi ile beslenen boceklerde 6liim oraninin 6nemli derecede arttigi tespit edilmistir (Khan

2006).

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith 1797) niikleopolihedroviriis (stMNPV)’ii ile birlikte bir
fagostimiilant ya da wviriis etkisini artirict bir madde olarak BA (% 0,5 ve % 1)
konsantrasyonlar1 kullanarak yapilan ¢alismada BA tek basma S. frugiperda’nin 6liim oram
tizerine etkili olmamistir. Bu c¢alismada % 1’lik BA konsantrasyonu iizerindeki
konsantrasyonlarda viriisin 80 OBs/mm” (milimetre alana diisen viris miktar)
konsantrasyonu ile karistirildiginda, viriisiin bocegin ikinci evre larvalar iizerindeki 6ldiirticii
etkisi viriisiin tek basina sebep oldugu 6liim oranina gére onemli derecede artmistir (Cisneros
et al. 2002). Ayn1 calismada misir bitkisine viriis ve % 1’lik BA i¢eren misir unu graniillerinin
uygulanmasinin da viriisiin tek basina uygulanmasina gére bdcegin 6liim oraninin 6nemli

derecede arttirdig1 gorilmiistir.

Laboratuvar ortaminda % 1 ve % 4’liik BA igeren misir unu graniillerinin kulagakacan Doru
taeniatum (Dohrn 1862) (Dermaptera)’a karsi toksik olmadigi, aym1 konsantrasyonlardaki
BA’in (% 1 ve % 4) musir bitkilerine arazide piliskiirtme yontemi ile uygulanmasi sentetik
insektisitlere (klorpirifos) gore dogal diismanlarin (kulagakacan bocekler, predator bocekler,
predatér noropterler, kin kanatlilar, ortimcekler, avci sinek larvalari) ya da diger hedef
olmayan boceklerin (lepidopter larvalari, fitofaj kinkanathlar, tripler ve yaprak biti kolonileri)

bulunma oranin1 6nemli derecede azaltmamaktadir (Cisneros et al. 2002).

% 10’luk seker ¢ozeltisi icinde BA’in % 0,5’lik besin karisimi hayalet karinca Tapinoma
melanocephalum (Fabricius 1793)’nin isci, kralice erginleri ile larva ve puplarini {i¢ hafta

sonunda % 100 oraninda 6ldiirmiistiir (Ulloa-Chacon and Jaramillo 2003).

BA Alman hamam bocegi Blatella germanica (Linnaeus 1767)’nin sindirim islemini ve
enzimatik antioksidan savunma sistemini olumsuz etkilemektedir (Habes et al. 2006). Bu

calismada BA bocegin besinine ilave edilerek kullanilmis, orta bagirsagin yapisinda histolojik
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degisime sebep oldugu ve GST aktivitesini artirdigi ortaya c¢ikarilmistir. Yapilan son
caligmalarda yiiksek konsantrasyonlardaki BA ile sodyum tetraboratin G. mellonella
(Linnaeus 1758)’nin bocegin larval, pupal hemolenf ve yag dokusunda LPO diizeyini ve
antioksidan enzim aktivitelerini arttirdig1 gosterilerek, yasama ve gelismesi lizerine 6nemli
olumsuz etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Hyrsl et al. 2007, Durmus and Biiyiikgiizel 2008).
Diger taraftan bir karinca tirii Atta sexdens rubropilosa (Forel 1908) (Hymenoptera:
Formicidae)’da BA yasama oranim1 6nemli derecede diisiirmekte, orta bagirsakta doza ve

zamana bagli olarak artan bir histopatolojik degisime sebep olmaktadir (Sumida et al. 2010).

Bir ¢esit mikotoksin olan zearalenonun farkli konsantrasyonlar (25, 75, 125 ve 175 uM) D.
melanogaster’in yabanil (Oregon) tiplerinin F1 nesline ait bireylerin gelisimini kontrol
grubuna gore geciktirmektedir (Askin vd. 2008). Drosophila’da besine ilave edilen B ve
tiirevlerinin dokularda birikimi gelisme evresine ve yasa gore degismektedir (Massie 1994). B
ve sodyum boratin diisiik konsantrasyonlar1 yasam siiresinde kiigiik fakat 6nemli derecede

artisa sebep olmaktadir (Massie et al. 1990).

2.2 YASLANMA ILE ILGILI LITERATUR OZETI

Bir organizmanin gelisme, olgunlasma ve yaslanma olarak yasama siiresi ii¢ evreye
ayrilabilir. Yaglanma islemine normal metabolizma sirasinda iiretilen oksijen radikalleri
hiicresel makromokiiller ile etkileserek katkida bulunurlar (Garg and Mahajan 1993).
Yaslanmanin en popiiler teorisi prooksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengeyi ifade eden
oksidatif stres hipotezidir (Harman 1956, Sohal and Weindruch 1996, Beckman and Ames
1998). Bu denge zamanla yavas yavas fakat kesin bir sekilde antioksidan enzim ve diger
antioksidan maddelerin prooksidan maddelerin oksidatif etkilerini kargilayamamasi yoniinde
bozulur. Béylece yaslanma siireci ¢ok ¢esitli makromolekiillerin ugradig1 hasarin birikmesiyle
olusur. Cutler (1984) yasama siiresinin metabolizma potansiyeli dolayisiyla oksidatif stres ile
ters iligkili oldugunu ifade etmektedir. Yaslanma gen ifadesindeki degisimler ile karakterize
olup oksidan olusumu ve antioksidan savunma hizina, diizenleyici kontrol mekanizmalarina
baglhidir. Ustelik yasa bagl antioksidan enzim aktivitelerindeki degisim, yaslanan hiicrelerde
serbest radikal hasar1 seviyesinin degisimesine neden olurken beraberinde organizmanin

fizyolojik durumunu etkilemektedir.
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Oksidatif stres ve yaslanma arasinda dogrudan bir iligki bulunmaktadir. Yaslanma ile birlikte
oksidatif strese bagli hasar gosteren cok sayida calisma vardir (Akbulut et al. 1997, 1999).
Yapilan ¢alismalarda genellikle yaslanma ile birlikte dokulardaki serbest radikal diizeylerinin
arttig1 bildirilmektedir. Daha dnce yapilan ¢alismalarda LPO iiriinlerinin yash si¢anlarda mide
ve kan diizeylerinin gencglere oranla arttig1 bildirilmistir (Yiziiak 2008). Saglikli insanlarda
yapilan ¢alismalarda; yaslanma ile birlikte MDA, NO ve diger radikal diizeyleri artmis
gosterdigi buna karsin GSH diizeyinin ve antioksidan molekiillerin diizeyleri azalmistir

(Kopani et al. 2006).

D. melanogaster lizerinde yasama siiresi ile iliskili olarak bazi fiziksel, kimyasal etkenlerin
dogrudan veya kentsel sanayi atiklarinin mutajenik ve karsinojenik etkileri incelenmistir
(Takao et al. 1997, Kaya 2000, Yesilada 2001, Cakir ve Sarikaya 2005, Cetin 2005, Kaya vd.
2006, Ozata 2006, Askin et al. 2007, Askin 2009). D. melanogaster’in antioksidan savunma
sistemi (GSH, SOD, CAT ve GR ile GST) tekstil boyalarinin maruziyetine karsi oldukca
duyarhdir. Bu degisiklikler oksidatif stresin varligint  ve Drosophila tarafindan
oksiradikallerin iiretiminde bir artigin oldugunu gdstermektedir (Ozata 2006). Paraguay
Irmagi’ndan alinan 6rneklerindeki D. melanogaster erginlerinde deri fabrikalarinin atiklarinin
bosaltildigi bolgede mevsimsel degisimlere bagli olarak genotoksik etkilere rastlanmistir. Bu
dis etkiler sonucu olusan biyolojik degisimler antioksidan sistem ile iliskili olarak D.

melanogaster’in yagam siiresini olumsuz yonde etkilemektedir (Pimenta et al. 2008).

Antioksidan enzim etkinliginin azalmasi yaslanma ile iligkilidir. Antioksidan kapasitenin
arttirilmasinin yaslanmayi geciktirici rol oynamasi biiytik bir ilgi alani olusturmustur. Yapilan
bir calismada; Drosophila’da SOD aktivitesi yasam siiresinin degisiminde etkili olmamistir
(Seto et al. 1990). Yaslh D. melanogaster erkeklerinde CAT enzim aktivitesinin azaldigi,
diyetle H,O, ecklenen gruplarda ise yaslanan meyve sineklerinde 6liim orani artmistir
(Nicolosi et al. 2003). Soguk stresine ve H,O, karsi Omiir uzunlugu kisalmakta ve CAT
aktivitesi azalmaktadir (Mockette et al. 2001). Ayrica yaslanma siirecinde CAT aktivitesi
diismemis yavaslamistir (Mockette et al. 2003). D. melanogaster’de sitozolik Cu/Zn-SOD,
Mn-SOD (mikokondriyal SOD), CAT, GSH bulunurken GR bulunmamaktadir. Bunun yerine
TRXP bulunmaktadir. Ayrica selenyumdan bagimsiz GPx aktivitesi ¢ok diisiik olup bu
enzimin TRXP aktivitesi oksidatif strese karsi direng olusturmaktadir. Ancak CAT
eksikliginde tek basina TRXP yeterli olamamaktadir (Samis et al. 1971). D. melanogaster’de
GST-Delta (GST-1) ve GST 2 olarak GST’nin basglica iki formu, Drosophila stimulans (L.f.)
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Chew’da ise GST’in iigilincii bir formu (GST-Epsilon) bulunmaktadir (Agianian et al. 2003).
GST 2’nin ise daha ¢ok bocegin ucus kaslarinda bulundugu tespit edilmistir (Hunaiti et al.
1995).

Antioksidan bir madde olan sodyum hipofosfit iceren besinle beslenen Zaprionus paravittiger
(Godble and Vaidya) (Diptera)’de CAT aktivitesinin arttigrt ve Omiir uzunlugu ile CAT
aktivitesi arasinda olumlu bir iliski oldugu tespit edilmistir (Wadhwa and Sharma 1987).
Antioksidan enzimler Cu/Zn-SOD ve CAT aktiviteleri D. melanogaster’de mutasyonlara
bagli olarak ortadan kaldirilmis ya da transgenik sineklerde sentezleri artirtlmistir (Mackay
and Bewley 1989, Phillips et al. 1989, Staveley et al. 1990, Orr et al. 1992, Orr and Sohal
1992, 1993, Griswold et al. 1993, Orr and Sohal 1994, Reveillaud et al. 1994, Humphreys et
al. 1996, Parkes et al. 1998 a, b). Ergin Omiir uzunlugunda 6nemli bir kisalmaya bu iki
enzimdeki aktiviteyi dramatik olarak diisiiren mutasyonlar neden olmaktadir. Cu/Zn-SOD
bakimindan genetik olarak eksik olan ergin D. melanogaster’de oksidatif stresde artis ile
birlikte yasam siiresinin kisaldig1 goriilmiistiir (Rogina and Helfand 2000). D. melanogaster
ile yapilan ¢alismalarda CAT ve SOD enzimlerinin tek baslarina aktivitelerinin yiliksek olmasi
yasam siiresi lizerinde onemli bir etki yapmamis ancak her iki enzimin birlikte aktivitelerinin
artmasinin yasam siiresini uzattigi gosterilmistir (Orr and Sohal 1994, Sohal et al. 1995). D.
melanogaster’in SOD genindeki bir mutasyonun detoksifikasyon ya da radikal siipiiriicii
antioksidan enzim SOD aktivitesini azaltmasi sonucu serbest radikallerin miktarindaki artig
oldugu belirlenmistir. Z. paravittiger’in antioksidan madde olarak diisiik konsantrasyonlarda
butillenmis hidroksi anisol ile beslenenmesi bodcegin yasama siiresini uzatmig, gelisme
stiresini geciktirmig, yumurta verimini diistirmiistir (Bains et al. 2007). D. melanogaster’in %
5-10 kakao ile beslenmesi SOD aktivitesini attirarak yasam siiresini uzatmistir (Bahadorani

and Hilliker 2008).

Yaslanma, diger biyolojik siireclerde oldugu gibi, evrim siiresince korunmus yolaklarda yer
alan genler tarafindan regiile edilen bir durumdur. insulin/IGF-1 (insiilin benzeri biiyiime
faktorii) yolagi, mTOR (Memelilerde rapamisin hedef proteini ) yolagi ve p53 yolagi, kanser
gibi yaslanma ile ilgili hastaliklar ve 6miir uzunlugunu etkileyen yolaklar arasinda bulunurlar.
Insulin-benzeri sinyallesmenin Caenorhabditis elegans (Maupas 1900)’da baskilanmasi
omriin uzamasin1 ve dayanikli larva (Daf-c) olusumu icin gereken yapilanmayi etkiler. Bu
durum oksidatif strese ve diger stres uyaranlarina direng olustururken, mitokondride ROT nin

yok edilmesini saglayan Mn-SOD gibi bir¢cok strese karsi savunma ile ilgili enzimin
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sentezlenmesini de arttirir. insan IGF-1 reseptdr geni ile kiyaslanabilen bir gen olan Daf-2
(uzun Omiir geni) gen mutasyonu C. elegans’da, antioksidatif etkili oldugundan 6émriin % 30
uzamasint saglar. C. elegans’da Daf-2 geni bir insiilin benzeri reseptdrii kodlar, sinyal
iletiminin azalmast memelilerin insiilin reseptorii tarafindan metabolik kontrol oldugu gibi bu

nematotta metabolik ve gelisimsel degisimleri uyarir.

Yaslanma, bireyler arasi genetik degisikliklerle belirlenen ve yaslanma siirecinin hizini
etkileyen farkli mekanizmalarla kontrol edilir. Genlerdeki genetik varyantlar nedeniyle olusan
inslilin ve lipid metabolizma hastaliklari, metabolizmada yiiksek diizeyde goriilen
glikolizasyon araciligiyla doku hasari nedeniyle ortaya cikar. C. elegans, mayalar ve
Drosophila’daki Sirtuin genleri (SIRT, antiaging) yaslanma karsit1 genler olarak islev
yaparlar. Sirtuin proteinleri NAD" bagimli enzimler olup; diyabeti, kanseri, miir uzunlugunu
ve Parkinson hastaligini etkileyen yolaklar dahil, hiicresel siire¢lerin cogunda etkili olduklari

bilinmektedir.

Cok hiicreli organizmalar genellikle biyolojik islevlerin siirekli olarak bozulmasi ile iliskili
olarak hastaliklara hassasiyetin artmasi ve belirli bir siire igerisinde muhtemelen 6liimle
sonuglanan degisimlere maruz kalirlar. Farkli hayvan tiirleri iizerinde Oomiir uzunluguna
oksidatif stresin etkisi genetik kanitlarla gosterilmistir. C. elegans’da Daf-2 mutasyonu Mn-
SOD enziminin aktivitesini artirarak omiir uzunlugu iizerinde etkili olmustur (Honda and
Honda 1999). C. elegans’m Daf-c ve clk-1 (Biyolojik saat ile iligkili anormal protein- Clock
abnormal protein 1) mutantlarinda yagsama siiresinin uzamasi i¢in CAT enzimi gereklidir

(Taub et al. 1999).

C. elegans i yabanil tiplerinde SOD ve CAT benzeri aktivite gosteren sentetik bilesikler
ortalama yasam siiresini % 44 oraninda uzatmaktadir (Melov et al. 2000). Ayrica C.
elegans’da siiksinat dehidrojenaz sitokrom b enzimini inaktive eden mutasyonlarin, oksidatif
strese C. elegans’1 hassaslastirdig1 ve sonugta olgunlasma oncesi yaslanmaya yatkin duruma
getirmektedir (Ishii 2000). Drosophila’nin methuselah (mth) mutanti serbest radikal
olusturuculara kars1 direnci yiiksek olup 6nemli derecede uzun yasam siiresine sahiptir (Lin et
al. 1998). Drosophila rklarinda SOD ve CAT enzimlerini kodlayan genlerin ayr1 birer
kopyasinin bulunmasi yasama siirelerinin uzun olmasini saglar (Orr and Sohal 1994, Parkes et
al. 1998 a). Mn-SOD enzimi aktivitesinin D. melanogaster’de azalmasi yaslanmay1

hizlandirmaktadir (Mockett et al. 1999). Bu c¢alismada optimal seviyede tutulan Mn-SOD’un
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hiicrede diger antioksidan enzimler ve proteinler ile iligkili oldugu, hiicresel homeostasinin

saglanmasinin hiicresel antioksidanlar arasindaki dengeye bagli oldugu belirtilmistir.

Yasam siiresinin uzamasinda C. elegans ve D. melanogaster ile yapilan ¢alismalar faz II
detoksifikasyon enzimlerinin Onemini gostermistir. Bu uzamada insiilin/insiilin biiyiime
faktorii sinyalindeki azalmanin da etkisi vardir. Evrimsel olarak korunan insiilin ve TOR
(Rapamisin hedef proteini) yolaklar1 yaslanmanin kritik diizenleyicileridir (Kapahi et al.
2004). Besin maddelerinin algilanmas ile ilgili insiilin araciligiyla sinyal iletimi yolagindaki
genlerde modiilasyonlarin C. elegans, D. melanogaster, Saccharomyces cerevisiae (Meyen ex
E.C. Hansen), Mus musculus (Linnaeus 1758)’da yasama siiresini uzattigini gostermistir
(Guarente and Kenyon 2000). Dolayisiyla yaslanmanin mekanizmas: hakkinda omurgasiz

model organizmalar 6nemli derecede bilgi saglamaktadir.

Diger taraftan yaslanmanin evrimsel ve genetik temelinin belirlenmesine yonelik mutant
genler ile calismalar siirmektedir. C. elegans’de yaklasik 276 genin islevini yitirmesi veya
bunlarin protein iiriinlerinin islevinin degismesi yasama siiresinin uzamasini saglamaktadir
(Partrige 2008). D. melanogaster’in ergin yasami siiresince bir¢ok farkli gen zamana bagh
olarak antioksidan enzimlerin aktivitelerini degistirmektedir (Helfand et al. 1995, Rogina and
Helfand 1996). Bayne ve Sohal (2002) karasinek Musca domestica (Linnacus 1758)’da
SOD/CAT mimetiklerinin daha 6nce C. elegans’da gosterildigi gibi hiperoksik durum altinda
omiir uzunlugunu kisalttigin1  gézlemlemislerdir. Hayvanlarin uzun yasami {izerinde

SOD/CAT mimetiklerinin etkisinin tiire 6zgii oldugunu ifade etmislerdir.

D. melanogaster’de 6dmiir uzunluguna gen kombinasyonlarinin ve spesifik mutant genlerin
etkisinin oldugunu ilk olarak ortaya koyan Gonzales (1923)’tir. D. melanogaster’in ergin
bireylerinin ¢aprazlanmasi sonucu olusan bireyler gozlenmis, bes mutant genin ayri1 ayri
bulundugu bireylerden bu genlerin bir arada bulundugu bireylerin daha uzun émiirlii olduklar
sOylenmistir. Drosophila’da P-elementi ilaveleri ile baz1 genlerin fonksiyonlarinin azalarak
Omiir uzunlugu artmaktadir (Lin et al. 1998). Bu calismada Drosophila’nin sicaklik, aclik,
hipergravite ya da oksidatif hasar gibi streslere karsi yiiksek tolerans gostererek yaslanmast
geciken soylarinda bazi genlerin (Cu/Zn- SOD, CAT, Hsp70 genleri gibi) asir1 ifadesi veya

bir genin fonksiyonunda azalmaya yol agan mutasyonlarin bulundugu belirtilmistir.
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D. melanogaster’in uzun siireli yiiksek sicaklik soku uygulamalarinda émiir uzunlugunun
azaldigi, kisa siireli ve diisiik seviyede uygulamalarda ise omiir uzunlugunun arttig1 tespit
edilmistir (Lints and Lints 1971, Bagc1 1983, Czajka and Lee 1990, Le Bourg et al. 2001).
Morrow ve Tanguay (2003) D. melanogaster’de 1s1 soku proteinlerinden Hsp26’nin asiri
sentezinin Omiir uzunlugunda % 15°lik bir artisa yol actigin1 gostermiglerdir. D.
melanogaster’de Hsp22 (mitokondriyal kiiclik sicaklik soku proteini)’nin sentezi
onlendiginde 6miir uzunlugu % 40 azalmistir (Morrow et al. 2004). Toba ve Aigaki (2000)
ksenobiyotiklerin oksidatif etkisinden hiicreyi korumak i¢in mikrozomal GST-I (MGST-I)’in
onemli oldugunu vurgulamiglardir. Aragtiricilar mikrozomal GST olarak belirlenen genin
Drosophila’da insan MGST-I ile homolog oldugunu belirtmis olup memeli karacigerine
karsilik boceklerin yag dokusunda GST aktivitesini yiiksek bulmuslardir. Boylece MGST-I’in

yaslanma siirecinde erginlerin yasam siiresinin belirlenmesinde 6nemli oldugu diistiniilmiistiir.

D. melanogaster sahip oldugu 13.601 genden birinin (INDY geni: I am not dead yet- ben
heniiz 6lmedim) mutasyona ugramasi émiir uzunlugunun iki misli artmasini saglar (Rogina et
al. 2000). Normal saglikli meyve sinekleri 37 giin, iki /ndy geninden birisi ¢alismayan
sinekler ortalama 70 giin, bazilar1 ise 110 giin kadar yasamaktadir. Her iki Indy geni
calismayan sineklerde 37 giinden daha az yasayanlar bulunmakta, 6miirleri yiizde yiiz artmis
olan sineklerin yasam kalitelerinde bir diisme olmadigi goriilmiistiir. Ayrica bu gen
mutasyonunun hiicreye alinan kalori miktarin1 diisiirmektedir (Rogina et al. 2000). Benzer
sekilde, alinan kalorinin kisitlanmas1 yoluyla farelerde de 6miir uzunlugunun % 50’ye kadar
uzatabilmektedir. Sonu¢ta metabolizmay1 yavaslatarak insan Omriiniin 150 yila kadar
cikarilabilecegi ihtimali bulunmaktadir. Memelilerde bulunan iki adet sodyum “dikarboksilaz
kotransporter” geni ile Indy geni benzerlik gdstermektedir. Dikarboksilaz kotransporterlar
(NaDC1 ve NaDC3), krebs dongiisii ara bilesiklerinin membrandan ge¢meleri ve yeniden
kullanilmalar1 ile ilgilidirler. Bu genlerden birindeki mutasyon dikarboksilatlarin hiicre igine
al. 2003). Sigcanlarda ve insan disindaki diger primatlarda kalori kisitlamasinin yasama
stiresinin uzamast ile iligkili oldugu bilinmektedir (Sohal and Weindruch 1996). D.
melanogaster’de de besin kisitlamasi (seker, kazein gibi) dmiir uzunlugu ve yaslanma siirecini

etkilemektedir (Mair et al. 2005, Min and Tatar 2006, Ristow and Schmeisser 2011).

Ileri yaslara dogru oksidatif stresin dolayli belirtileri olan LPO, DNA (Deoksiribo niikleik

asit) oksidasyonu, PCO ile glutatyon sistein ve albumin gibi tiyol/disiilfit redoks diizeylerinde
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kesin degisimler olmaktadir (Nohl and Hegner 1978, Ames et al. 1993, Beckman and Ames
1998, Lee et al. 1999,). Yaslanma sirasinda mitokondriyal genomun oksidatif hasara 6zellikle
hassas olduguna ve mitokondri DNA’sindaki bir DNA delesyonunun iskelet kasi kiitlesinin
azalmasi ile karakteristik kas lifi atrofisine sebep olduguna dair ¢aligmalar bulunmaktadir.
Bacak kaslari tizerindeki bir caligma 5 ile 38 aylik sicanlarda mitokonriyal delesyonlara sahip
kas liflerinin genellikle atrofi gdsterdigi ve bu liflerde oksidatif niikleik asit hasarmin ytiksek
oldugunu gostermistir (Wanagat et al. 2001). Yaslanma strese tepki olarak farelerde iskelet

kas1 ve beyin dokusunda olusmaktadir (Lee et al. 1999, 2000).

Yaslanmanin 6nemli sebeplerinden biri olarak kabul edilen oksidatif stres ile ilgili insan dahil
diger memeliler iizerinde 6nemli ¢alismalar bulunmaktadir. Insanlarda SOD aktivitesi ve
yashilik arasinda negatif baglanti bulurken; CAT, GPx aktiviteleri ve MDA seviyesi ile
yashlik arasinda pozitif iliski bulunmaktadir (Inal et al. 2001). Ayrica eritrositdeki antioksidan
enzim aktivitelerinde yasla ilgili farklilik bulunmus, yasliliga bagl olarak peroksidatif zararin
yiikseldigi belirtilmistir. Devi et al. (2004) farelerde (4 aylik geng yetiskin, 8 aylik yetiskin,
12 aylik orta yas ve 22 aylik yasl) beynin farkli bolgelerinde E vitamini ve antioksidan
enzimler (SOD, GPx, CAT) ile LPO iirlinleri (MDA) iizerine etkisini arastirmiglardir. CAT
aktivitesi, denemeye tabi tutulan farelerde hipokampus iginde Onemli bir sekilde artig
gosterirken, yasa bagli olarak enzimin E vitamin kombinasyonuna maruz kalan gruplarda artig
gostermedigini belirlemislerdir. SOD’un her iki grupta da artig géstermedigini, E vitamininin
yetiskinlerde MDA iceren bolgelerde azaldigini belirlemislerdir. Arastirmalarda, serebral
korteks ve hipokampusdaki antioksidan enzimlerin yasa bagli olarak azalabilecegini
gozlemlemislerdir. Koyu et al. (2005) farelerde demir ile muamele sonucu eritrositlerde
oksidatif degisimler {izerine E vitamininin koruyucu etkisini incelemislerdir. Birinci gruba (n:
10) karin zar1 (intraperitonal) i¢ine 500 mg/kg demir-dekstran, ikinci gruba 500 mg/kg demir-
dekstran ve 100 mg/kg vitamin E vermisler, ti¢lincii grup ise kontrol grubu olmustur. Demir-
dekstranla calisilan hayvanlarda kontrol grubuna goére eritrositdeki SOD, CAT ve GPx
aktivitelerinde azalma, MDA seviyesinde artma oldugunu belirlemislerdir. Demir-dekstran ve
vitamin E ile ¢alisilan grubun kontrol grubuyla karsilastirilmasinda ii¢ antioksidan enzimlerin

aktivitelerinde artma ve MDA seviyesinde azalma oldugunu bildirmislerdir.

Dalgic et al. (2002) elektromanyetik radyasyonun D. melanogaster’ in bazi mutant soylarinda
Omiir uzunluguna etkisini aragtirmis olup disilerin dmiir uzunlugunda azalma, erkeklerin dmiir

uzunlugunda ise artis tespit etmislerdir. Ashburner ve Wright (1978) ergin Drosophila’da
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yilksek dozdaki radyasyonun somatik mutasyon birikimine neden oldugunu, Omiir
uzunlugunu kisalttigini, diisiik dozdaki radyasyonun ise omrii uzatici etkisinin oldugunu
bulmuglardir. Omiir uzunlugundaki bu artisin, muhtemelen bazi enfeksiyonlarin radyasyon
etkisiyle azalmasi ya da sinegin c¢evresel direncinin artmasi sonucu oldugunu ifade
etmislerdir. Unlii ve Bozcuk (1979) Drosophila’mn gelisiminin her evresi ile yaptiklari
calismada Omiir uzunlugunun, farkl tiirlerde, aym tiirtin farkli eseylerinde ve mutantlar
arasinda farklilik gdsterecegi gibi, ayni genotipe sahip popiilasyonlarin farkli ¢evresel

kosullarda farkli 6miir uzunluklarina sahip olabilecegini ifade etmislerdir.

Yapilan bir baska c¢alismada, farkli diizeylerde CAT aktivitesine sahip mutant soylar
kullanilarak, diisiik CAT aktivitesinin ve CAT aktivitesi yoklugunun ortalama ve maksimum
Omiir uzunlugunu etkilemedigi ve antioksidan savunmada SOD ve GR aktivitelerinde farklilik
olmadig1 belirtilmektedir (Orr et al. 1992). Durusoy et al. (1995), Drosophila Oregon disileri
ve ebony erkeklerinin ¢aprazlanmasiyla yasa bagli CAT aktivitesi ve Omiir uzunlugunu
degistigini bildirmektedirler. Omiir uzunlugunda her iki esey kullanilirken (ebony 42 giin,
Oregon yabanil tip 54 giin ve hibrid bireyler 66 giin), sadece erkekler kullanilarak yapilan
CAT aktivitesinde ilk gilinlerde artig gosterdigi, sonrasinda ise yavasca azaldigi

belirtilmektedir.

Hadim (2008) Adana, Mersin, Misir ve Israil’den toplanan pamuk yaprak kurdu Spodoptera
littoralis (Boisd.) popiilasyonlarinin klorprifos, karbamat ve deltametrin insektisitlere karsi
ilag tepkilerini belirlemek ve gelisen direng mekanizmalarinin biyokimyasal ve molekiiler
yontemlerle belirlenmesi amaci1 ile; artan direng oraniyla dogru orantili olarak
karboksilesteraz, sitokrom P450 monooksigenaz ve GST enzim aktivitelerinin arttigin1 tespit
etmistir. Deltamethrin direncinin S. /ittoralis’te metabolik detoksifikasyon mekanizmasi
sonucu oldugu ve bu mekanizmada monooksigenazlar, esterazlar ve GST’lerin etkili

oldugunu diisiinmektedir.

Boceklerin gelisim evrelerinde oldugu gibi omurgali canlilarin dokularida kimyasallardan
etkilenmektedir. Oksidatif stres olusturan naftaline (100 mg/kg) kars1 farelerde, resveratroliin
(10 mg/kg) koruyucu etkisinin zit yonlii olarak degistigi yani MDA diizeyi azalirken GSH
diizeyinin artti§1 rapor edilmistir. Bu sonugla iliskili olarak resveratroliin oksidan ve
antioksidan dengeyi saglamada rolii vardir (Sener et al. 2007). Jayakumar et al. (2006)

istiridye mantarlarinin (Pleurotus ostreatus Jacq. ex Fr., P. Kumm. 1871) antioksidan
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aktivitelerini yasl farelerin (24 aylik) baslica organlarindaki LPO ve antioksidan durumunu
geng farelerdeki (4 aylik) ile karsilastirmiglardir. Yagh farelerin beyin, kalp, bobrekler ve
karacigerinde yiikseltilmis MDA seviyesi, GSH, vitamin C ve E nin degerlerini geng
farelerdeki degerlerle karsilastirmiglardir. Yasl farelerin beyin, kalp, bobrek ve karacigerinde
CAT, SOD ve GPx aktivitelerinde onemli bir azalma goézlemlemislerdir. Bu c¢alismada P.
ostreatus ekstraktinin verildigi yash farelerde GSH, vitamin C ve E miktarinin yiikseldigi;
CAT, SOD ve GPx’1n aktivitelerinin artti§1 bu parametredeki degerlerin geng farelerinkinden
farkli olmadigim1 belirtmislerdir. Ek olarak yasli farelerde MDA seviyesinin azaldigi
goriilmistiir. Bu sonuglar antioksidan ozellige sahip P. ostreatus ekstrakti ile muamele
etmenin yaglilik esnasinda antioksidan durumunun diizeltilebilecegi, bu yilizden yasliligin

meydana gelmesinin miimkiin oldugu kadar azaltilabilecegi seklindedir.

Jolitha et al. (2006) fare beyninde yer alan hipokampus, beyincik ve beyin zar1 korteksindeki
PO, LPO ve SOD’un yashlikla ilgili degisimlerine E vitaminin ve egzersizin etkisini
arastirmiglardir. Bunun i¢in erkek Wistar albino fareleri (4 aylik-yetiskin fare, 12 aylik-orta
yash ve 18 aylik-yasli fare) % 3 yogunlukta E vitamini ile oral yolla beslemis ve farklh
periyotlarla (giinde 30 dk, haftada 5 giin ve 30 giin) ylizme alistirmasina tabi tutulmuslardir.
Yash farelerdeki hipokampusdaki SOD aktivitesi en yliksek iken beyin zari korteksinde
toplam SOD azalmasinin yasa bagl oldugunu gérmiislerdir. Yagh deneklerde vitamin E’nin
SOD’yi arttirdigin1  gozlemislerdir. Yasli ve orta yasli deneklerde Mn-SOD, yetiskin
deneklerde ve yapilan denemelerde ise Cu/Zn-SOD arttigint belirtmislerdir. Hatao et al.
(2006) yiiksek konsantrasyondaki oksijenin, direkt olarak agiga ¢ikmasiyla hedef organ olan
akcigerde hiicresel hasara neden olabilecegini belirtmislerdir. Bu amagla geng (4 aylik) ve
yash (26 aylik) erkek Wistar farelerin akcigerinde Mn-SOD, Cu/Zn-SOD yaslilikla artarken,
yasliligin GPx, CAT ya da TrxR aktivitesine tesir etmedigi belirtilmistir.

Yargicoglu et al. (2007) Isvigre kokenli albino erkek farelerde (3 aylik geng, 12 aylik orta yas
ve 24 aylik yasli) TBARS (plazma lipid protein diizeyi), SOD, GPx ve CAT kullanilarak
kiikiirt dioksit (SO,)’in 6grenmeden kac¢inma iizerindeki etkisini arastirmiglardir. SO,
takviyesi ile gen¢ gruplarda 6grenmeden kaginmanin énemli bir derecede azaldig: fakat orta
yas ve diger yash benzer kontrol gruplar ile kiyaslandiginda bu parametrenin higbir etkisinin
olmadigini belirlemislerdir. SO, takviyesi sonucu Cu/Zn-SOD aktivitesi tiim deney gruplari
kontrol gruplariyla kiyaslandiginda arttig1, GPx aktivitesinin azaldig1 seklindedir. SO, verilen
gruplarin TBARS oranlar1 kontrol gruplari ile karsilastirildiginda arttigi belirtilmistir.
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Lambertucci et al. (2007) geng ve yash farelerden alinan kas orneklerinde yaslanma ile
birlikte mRNA oram ile antioksidan enzimler CAT, GPx, Cu/Zn ve Mn-SOD aktivitesinde
belirgin bir artis oldugunu gozlemislerdir. Yash fareler, gen¢ farelerle kiyaslandiginda 8,3
katlik bir fazlaligin ortaya ¢iktigini ifade etmislerdir.

Serbes (2011) piretroid insektisit ciflutrin, imidakloprit ve karistm uygulamalarinin (1, 7 ve
15 giin stireyle) C. carpio’da beyin ve karaciger dokularinda glutatyon, MDA ve PCO
diizeylerinde etkilerini gdzlemis, pestisitlerin ayr1 ayr1 ve karisim uygulamalarmin etkisiyle
oksidatif stresin indiiklenerek PO ve LPO yoluyla oksidatif hasar olusabilecegini belirtmistir.
Oreochromis niloticus (L.)’un diazinonun (0,1-1 ve 2 ppm) subletal derisimlerinin etkisine (1,
7, 15 ve 30 giin boyunca) birakilmasi solunga¢ dokusunda MDA miktarini degistirmezken,
kas ve bobrek dokularinda yiiksek derisim ve uzun siireli uygulamalarda MDA miktari

artmistir. Kas ve bobrek dokusunda protein miktar1 azalmistir (Durmaz et al. 2006).

Norveg’in agir metal kirliliginin tespit edildigi Visnes bolgesinden yakalanan Symphodus
melops (L.)’da PCO miktarinin plazmada kontrol gruplarmma gore (Salvoy bdlgesinden
yakalanan) 6nemli derecede arttig1 bu artisin oksidatif stresden kaynaklandigi belirlenmistir
(Almroth et al. 2010). 15 giin siire ile 3,4 dikloroanilin etkisine birakilan Carassius auratus
(L.)’un karaciger dokusunda GSH miktarinin azaldigi, MDA miktarinin arttigi bildirilmistir
(Li et al. 2003).

Petroid grubu insektisitlerden deltametrin ve kadmiyum Kilickuyruk baliklarinda
(Xiphophorus hellerii Heckel 1848) solunga¢ dokularinda oksidatif stres olusturma
potansiyelleri ve antioksidan sistemler {izerine etkilerinin arastirildigi ¢alismada,
Kimyasallarin solunga¢ dokusundaki protein miktarlarinda artis oldugu, 0.2 ppm deltametrin
grubunda MDA miktarinin azaldigi, diger gruplarda arttigi belirlenmistir. GSH’da ve CAT
aktivitesinde tiim gruplarda belirgin bir azalma meydana gelmistir (Kaymak 2011). Insanda
belirlenen 300 hastalik geninin yaklasik % 61’inin Drosophila genomunda da bulundugu
bilinmesi (Hodgkin 2000), ayrica Drosophila’nin insanda oksidatif stresle iligkili olan
Parkinson, Alzheimer, Huntington gibi hastaliklar ve ndrodejeneratif bozukluklarin basarilt
bir sekilde arastirilmasinda kullanilmasi (Missirlis 2001); kisa jenerasyon zamanli olmasi,
yaslanmanin genetik belirteclerinin arastirilmasi ve serbest radikallerin yaslanma ve Omiir
uzunlugu iizerine etkilerinin antioksidan sistemlerle engellenmesi ile ilgili arastirmalarda

Drosophila’y1 siklikla kullanilir hale getirmektedir (Li et. al 2007).
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2.2.1 Yaslanmanin Mitokondriyal Temeli

Okaryotlarda mitokondri i¢ zarindaki solunum zinciri ROT olusumu i¢in &nemli hiicre igi
kaynaktir. ROT’lar oldukga reaktif ve kisa dmiirlii oldugundan mitokondri siirekli olarak bu
ROT’lara maruz kalir. Boylece hiicrenin diger organellerine ve boliimlerine gore daha hizli
bir sekilde oksidatif hasara ugrar (Kowaltowski and Vercesi 1999). Bazi koruyucu enzimler
ve proteinler mitokondrideki oksidatif stresin zararl etkisini en aza indirmek, mitokondri ve
hiicrenin diger organel ve bdliimlerindeki islevini normal yiiriitmek icin is goriir (Andreoli et
al. 2004). Bunlarin arasinda Mn-SOD (SOD2), glutaredoksin 5 (Grx-5), peroksiredoksin
(Prx1), tiyoredoksin (Trx3), sitokrom ¢ peroksidaz (CcP), Cu/Zn-SOD (SOD1), glioksilaz-11
(Glo4), tiyoredoksin rediiktaz (Trr2), Glutaredoksin 2 (Grx2), bakirli saperon (Cesl) (Unlii
and Kog¢ 2007) gibi enzim ve proteinler bulunur. Bu enzimlerin bazilar1 serbest radikallerin
siipiiriilmesinde dogrudan bir role sahiptir. Ornegin SOD, O, ~ anyonunu H,0,’ye sonra H,O»,
CAT ve POX ile detoksifiye edilerek molekiiler oksijen ve suya doniistiiriiliir (Jensen et al.
2000). Antioksidan savunmanin ikinci hattini oksidatif hasara ugrayan bilesenlerin iirlinlerini
tamir eden enzimler olusturmaktadir (Moradas-Ferreira et al. 1996). Hastalik, eger oksidatif
strese kars1 savunma mekanizmasi zayiflatilirsa ortaya ¢ikabilir. Mitokondriyel oksidatif hasar
insanlarda noérodejeneratif hastaliklar, kanser ve yaglanmaya neden olur (Singh 1998). Hiicre
yaslanmasinda mitokondriyal antioksidan genlerin roliinii anlamak i¢in S. cerevisiae i1yi bir
model organizmadir. D. melanogaster de hayat siiresinin kisa olmasi ve genetiginin iyi
bilinmesi sebebiyle kullanilmaktadir. Maya hiicrelerinden SOD1, SOD2 gibi baz1 antioxidan
enzim genleri ve Ccsl geni ¢ikarildiginda hiicrelerin yasam siiresi Onemli derecede
kisalmaktadir. Yasam siiresi SOD/ geni mutantlarinda % 40, SOD2 mutantlarinda % 72
oraninda, Ccs/ mutantlarinda ise % 50 oraminda kisalmaktadir (Unlii and Kog 2007). SOD
enziminin maya hiicrelerinde yaslanma iizerinde etkili oldugu bilinmektedir (Barker 1999,

Bonawitz et al. 2006).

Bazi calismalarda farelerde antioksidan enzimlerin makromolekiillerdeki oksidatif hasarin
birikmesini azaltarak oksidatif strese karst bir koruyucu etkiye sahip oldugunu gdstermesine
ragmen, Huang et al. (2000) transgenik farelerde iki veya bes kati sentezlenen SOD2
enziminin yasama siiresinin uzamasinda etikili olmadigin1 belirtmistir. Buna karsilik,
transgenik farelerin mitokondrilerindeki CAT enziminin aktivitesindeki artis yasama siiresini
% 21 oraninda artirmigtir (Schriner et al. 2005). Farkli memeli tiirleri ile yapilan ¢aligmalar

sonucunda kisa yasayan tiirlerin mitokondrileri uzun yasayan tiirlerin mitokondrilerine gore
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daha fazla H,O, trettikleri bulunmustur (Ku et al. 1993 b). Yaslanma ile birlikte oksidatif
hasardan en fazla etkilenen mitokondriyal DNA ve diger biyomolekiillerdir. Asir1 iiretilen
serbest radikallerin sebep oldugu protein hasarinin rolii hiicre yaslanmasinda oldukca
biiyiiktiir. Yaslanma sirasinda PO bagli olarak bazi enzimlerin katalitik bakimdan daha az
aktif ya da inaktif formlar1 olusabilmektedir. Translasyon sonrasi modifikasyonlarla inaktif
proteinlerin birikmektedir. Bu modifikasyonlarin ¢cogu oksijen radikallerinin aracilik ettigi
enzim oksidasyonu ile sonuglanir. Oksidatif hasar belirli mitokondriyel proteinlerde
goriilebilir. Ornegin mitokondriyel akonitaz enzimi kara sinegin yaslanma siirecinde sitrik asit
dongiisiiniin bir enzimidir ve oksidatif hasarin spesifik hedefi oldugu belirtilmistir (Yan et al.

1997).

Genglere gore yasl hayvan hiicrelerinde daha fazla ¢oklu doymamis yag asiti bulunur, bu
durum hiicre zarlarin1 oksidatif hasara daha hassas duruma getirir (Laganiere and Yu 1993).
Ayrica tiirlerin maksimum yasama siireleri mitokondriyal lipidlerin oksidatif hasara olan
hassasliklarma da baglidir. Sekiz farkli memeli tiiriinde karaciger mitokondrilerindeki yag
asitlerinin analizi; ¢ift bag sayis1 ve mitokondri zar lipidlerinin oksidatif peroksidasyona
hassasliginin maksimum yasama siiresi ile ters orantili oldugu gosterilmistir (Pamplona et al.
1998). Boylece yag asitlerinin diisik derecedeki doymamisligi metabolik hizlarina
bakilmaksizin uzun yasayan hayvanlarin bir karakteristigidir (Pamplona et al. 1999).
Mitokondriyal lipid bilesiminin en énemli degisimi kardiyolipin bilesimindeki yasa bagimli
azalmadir ki; kalp, karaciger ve beyinde sinaps disindaki mitokondrilerde yasa bagli olarak
azalmaktadir (Pamplona et al. 1999). Yaslanma siirecinde mitokondride LPO ve oksidatif
olarak modifikasyona ugrayan proteinlerin birlikte artmas1 mitokondriyal DNA da mutasyon
ve oksidatif hasar1 daha da artirir. Defektli mtDNA tarafindan kodlanan proteinleri igeren
solunum enzimleri ROT {iretimini artirabilir. Mitokondrilerde solunum sirasinda iiretilen
stiperoksit radikalleri, daha reaktif olan peroksinitrit olusturmak iizere nitrik oksit ile

reaksiyona da girebilmektedir.
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2.2.2 Yaslanmanin Mekanizmasi

Canlilarin yasama siireleri birbirlerinden oldukga farklidir. Insanlar memeliler arasida en uzun 6mre
sahip olamdir. Yaslanmayi tayin eden biyolojik faktorler hakkinda c¢ok ¢esitli calismalar
yapilmis ve teoriler ileri siirtilmiis olmasinin yaninda tek basma kabul edilmis ve ispatlanmis hi¢bir
teori yoktur. Aksine yaslanmanin i¢ ve dis bir¢ok faktoriin ortak etkilerinin bir sonucu oldugu
sonucuna varlmistir. Insan hiicrelerinin ¢ogalma kabiliyeti olan kiiltiir ortaminda siirekli
cogalmalar1 beklenirken yapilan denemelerde normal fibroblastlarin kiiltlir ortamindaki
ikilenme kapasitesinin (hiicre sayisinin ikiye ¢ikmasi) siirl oldugu ve ¢ogalmanin belli bir
limitten sonra kendiliginden durdugu (hayflick olay1) goriilmiistiir. Ancak, hiicrelerin alindigi
insanin yasina bagl olarak hiicrelerin ikilenme kapasitesinin oldugu anlagilmistir. Yani, yasin

artmasi hiicrelerin ikilenme kapasitesini azaltmaktadir.

Sonraki ¢alismalar, yaglanmanin iki 6nemli biyolojik olayin uzun siireli toksik yan etkilerinin bir
sonucu oldugu fikrini ortaya ¢ikarmistir. Bunlar gelisme ve farklilagsma olaylar ile enerji iireten
metabolik olaylardir. Dolayist ile gelisme hizi yavaglatildiginda yaslanmanin yavagslayacagina
inanmlmaktadir. Metabolizma hizi ile yaslanmanin ters orantili oldugu kaydedilmistir. Hizli
metabolizmada oksijen tliketimi ve bunun neticesinde serbest radikal tiiretimi artar ve
yaslanmay1 hizlandirir. Harman tarafindan 1956 yilinda ortaya atilan bu teoriye gore
"yaslanma, normal hayat siiresince meydana gelen serbest radikallerin sebep oldugu yikimlarin
bir sonucudur". Buna gore, metabolizmasi hizli, fazla oksijen tiikketimi olan ve boylece serbest
radikal iretimi fazla olan canlilar daha kisa, az olanlar uzun O6miirlii olacaklardir. Burada
antioksidan savunma sistemleri de 6dnemli rol oynar. Mesela, memeliler arasinda en uzun
omre sahip olan insanlarda antioksidan bir enzim olan SOD aktivitesi en yiiksek, en kisa
Omiirlii olan farelerde ise en diisiiktiir. Hatta insan Omriiniin de antioksidan savunma

sisteminin zamanla yetersiz kalmasi sonucu bir yerde sonlandigi ileri stiriilmiistiir.

Meyve sinegi D. melanogaster lizerinde yapilan bir ¢aligmada, genetik degisimler sonucu
sineklerin daha uzun Omiirlii olmalar1 saglanmistir. Bu sineklerde en dnemli degisikligin
SOD'nin daha aktif bir formunun iiretilmesi oldugu belirtilmistir. Yine, antioksidan aktivitenin
daha uzun siire yasamalar1 saglanan mutant solucanlarda daha yliksek seviyede oldugu
bulunmustur. Iyonize radyasyon Serbest radikal olusumunu artirir, yaslanmaya benzer bir
tablo meydana getirir ve yasama siiresini kisaltir. Dokularin spontan otooksidasyona karsi

olan direncleri yasla birlikte azalmaktadir. Doku antioksidan konsantrasyonu ile uzun yas
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arasinda ise pozitif bir iligki vardir. Oksidatif hasardan en fazla zarari mitokondrial DNA

gormektedir. Mitokondrial DNA yasl insanlarda 6nemli miktarda hasara ugramaktadir.

Yagsla birlikte lipid peroksidlerinin pargalanma iiriinleri de artarlar. Bu iirlinlerin klasik 6rnegi
"kromolipidler" veya "yas pigmentleri" adi verilen "lipofuksin" (lipofuscin) ve "ceroid"
(doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan oksitlenmis ¢oklu doymamis lipid
pigmentleri)’dir. LPO iiriinlerinin amino asit, protein, fosfolipid ve DNA'daki primer amino
gruplan ile reaksiyonlar1 sonucu meydana gelirler. Lipofuksin sentezi yasla birlikte artar ve
memelilerde Ozellikle sinir sistemi, kalp ve kas hiicreleri gibi postmitotik (boliinmeyen),
hiicrelerde birikir. Lipofuksinin normal lipidlerin lizozomlarda metaller tarafindan

katalizlenen peroksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda olustugunu gosteren bulgular vardir.

e )

‘:' y % ~ I mitokondri
dog = iy =

oksidatif stres e =

& &,
) 31 <

' y r N f
e ‘A( L‘ . ——‘_‘V‘: \: ) “I,‘

de ve okside ve gapraz bagh  biiyilk/hasarl
protein mito

e
2
s

proteszomal yikim tokondrl oksidatif hasarh mitokendri

Sekil 2.2 Oksidatif Stres ve Lipofuksin Olusumu (Brunk and Terman 2002, Jung et al. 2007).

Geng ratlarda diisiik lipofuksin miktariin 29. aya dogru arttig1 (Jung et al. 2007) ve kolsisin
uygulanan fare beyin hiicrelerinde toksik etki olusturarak lipofuksinin farkli dokularda yasa
bagl olarak degistigi gozlenmistir (Gorenstein et al. 1985). 10 g/kg/d ar1 poleniyle oral olarak
beslenen NIH faresinin kalp kasinda lipofuksin azalmaktadir (Liu and Li 1990). Yaglanma ve
Omiir uzunlunun etkisiyle lipofuksin; 1stakoz, yengec, kerevit ve karides gibi canlilarda sari-
kahverengi kiimeler halinde beyinde bulunmaktadir (Vogt 2012). Midyede (Mytilus edulis L.
ve Mytilus galloprovincialis Lamarck 1819) anoksi, hipertermi, paraquat ve polisiklik

aromatik hidrokarbonlar gibi ksenobiyotikler, bakir ve besin yoklugunda lipofuksin

miktarinda artis olusturmaktadir. Lipofuksin, Schmorl reaksiyonu kullanilarak boyanmis ve
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mikrodansitometre ile hepatopankreatik hiicrelerde oOl¢iilmektedir (Moore et al. 2007).
Miirekkep balig1 Sepia officinalis (Linnaeus 1758) ve Lolliguncula brevis (Blainville 1823)
(Cephalopod)’da; SOD ve GPX aktivitelerinin yasla arttig1, CAT aktivitesinin diistiigii, kas ve
beyin dokusunda MDA ve lipofuksin miktarinin arttig1 tespit edilmistir (Zielinski and Portner
2000). Besin ortamina seker kaynagi olarak sukroz yerine galaktoz konulan ergin D.
melanogaster ve karasinek M. domestica’da Omiir uzunlugunun kisaldigi ancak MDA ve
lipofuksin miktarmin arttigi SOD aktivitesinin ise azaldig1 gosterilmislerdir (Jordens et al.

1999, Cui et al. 2004).

Ipekotu béceginde (O. fasciatus, Hemiptera) dokulardaki floresan yas pigmenti, yiiksek
sicaklik, LPO, yas ve metabolizmayla dogru orantili olarak hizla artmaktadir (McArthur and
Sohal 1982). Afrika gogmen ¢ekirgesinde (Locusta migratoria L.) konfokal lazer taramasi ile
yapilan bir aragtirmada noral lipofuksin konsantrasyonunun yaslanma siirecinde oksidatif
hasardan olusabilecegini ifade edilmisdir (Fonseca et al. 2005). Erkek evsinegi M.
domestica nin bas lizozomal enzim aktivitesi ve beyin sinirlerinde lipofuksin birikimi yagh ve
diisilk aktivitedeki sineklerde maksimumdur (Sohal and Donato 1979). Erkek D.
melanogaster’in oksijen-azot (1:1)’etkisi altinda kalmalar1 oksijen zehirlenmesiyle yapisal
degisikliklere yol agmakta; beyin, sinirler ve i¢ organlarda lipofuksin birikmektedir. Hiicre
organellerinin peroksidanlar tarafindan yaralanmalariyla lipofuksin birikmektedir (Miquel et
al. 1975). D. melanogaster’de yaslanmadaki degisiklikler, elektron mikroskobisi ile malpigi
tiiplerinde ribozomal kayiplar ve orta barsak hiicrelerinde lipofuksin birikimi, 27 ve 29°C’de
21°C’ye gore daha yogun olarak goriilmektedir (Miquel et al. 1976). Ayrica lipofuksin
birikimi ev sineklerinin 6liim oranini arttirmakta ve populasyonunu azaltmaktadir (Donato et
al. 1979). Hayvanlarda ve D. melanogaster 'de metabolizma hizinin artmasi durumunda, H,O»
gibi oksijen tiirlerinin aktivasyonu ile lipofuksin yiikselmektedir (Fleming et al. 1992). Bal
arilar ile yapilan bir calismada (Hsieh and Hsu 2011), trofosit ve yag hiicrelerinde; konfokal
mikroskop ile lipofuksin graniillerinin, LPO’nu (MDA miktar dlgiilerek), PO (PCO miktar
oOl¢iilerek) yasla birlikte arttig1, telomeraz aktivitesinde ise degisme olmadigi belirtilmistir. D.
melanogaster spinter (spin) mutandi pupasinda santral sinir yikimi sirasinda (programlanmis
hiicre oliimiinde) transmisyon elektron mikroskobu ile glial hiicre yiizeyinde abdominal
gangliyonda lipofuksin olusumu goézlenmis, lipit ekstraksiyonu gergeklestirilerek floresan
spektrofotometrede spin mutandin basinda 30,2 + 0,17 pmol/mg, yabanil tipte 21,5 + 0,24 ve
51,0 £ 6,3 pmol/mg olarak hesaplamislardir (Nakano et al. 2001). Bdceklerde yasa bagh
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olarak oksijen alimimuyla birlikte beyinde mitokondriyal yapr degismekte ve lipofuksin

depolanmaktadir (Kern and Wegener 1984).

Bazi bulgular yaslanmada serbest radikal teorisi ile celiskidir. Mesela, serbest oksijen
radikallerinin 6nemli bir kaynagi olan sitokrom P450'nin aktivitesi yas ile ters orantilidir.
Yasla birlikte CAT ve GPx aktivitesi artar. Yaslanma ile birlikte glutatyon miktar1 azalmakta,
bu azalmanin yaslanmanin sebebimi yoksa sonucumu oldugu belli degildir. Bununla beraber,
glutatyon metabolizmasimi diizenleyen enzimlerde veya diger mekanizmalarda yaslanmaya
bagli olarak herhangi bir biyokimyasal degisikligin meydana gelmediginin ispatlanmasi
halinde, bu azalmanin, in vivo oksidatif stresteki artisin dnemli bir gostergesi, dolayisi ile

yaslanmanin ciddi bir sebebi olabilecegine inanilmaktadir.

Coklu doymamis yag asidi miktar1 beyinde fazladir. Bu yag asitleri serbest radikallerin
olusturdugu LPO’na kars1 ¢ok hassastirlar. Dolayisi ile yaglanmada serbest radikallerin beyin
tizerindeki etkileri Onemli olmasma ragmen ispatlanamamustir. Aksine, ratlarin beyin
homojenatlar1 lizerinde yapilan arastirmalarda yas arttikca TBARS reaktivitesinin azaldig
goriilmistiir. Ayrica, beynin serebrum, bazal ganglia serebellum, medulla ve servikal kord
bolgelerindeki SOD, GPx ve CAT aktivitelerinin degismedigi gosterilmistir. Sonug olarak,
biitiin bulgulara ragmen serbest radikallerin yaglanmanin sebebimi yoksa sonucumu oldugunu
soylemek zordur. Ancak, yaslanma olayini radikaller hizlandirmakta ve yaslanma ile beraber

ortaya ¢ikan bir¢ok hastaligin patogenezinde énemli rol oynamaktadirlar.

Tiim islevlerde azalmaya neden olan ve her canlida goriilen yaslanma, evrensel bir siire¢
olarak tamimlanabilir. Insan viicudunun, organ ve sistemlerinde zamanin ilerlemesi ile ortaya
¢ikan, geriye donlisli olmayan yapisal ve islevsel degisikliklerin tiimiidiir. Dogal ve kademeli
bir degisim olarak ifade edilen yaslanma, organizmanin zaman i¢inde asama asama dis
uyarilara yeterince uyum gosterememesidir. Saglarin agarmasi, hareketlerin yavaslamasi,
gormenin zayiflamasi seklinde yaslanma bedenin biitiin yiizeylerinde goriliir (Hipkiss 2004,

Ferrari 2007).

Yaslanma olaymin ana mekanizmalar1 molekiiler diizeyden organ sistemlerinin fonksiyonel
diizeylerine kadar uzanan siirecle meydana gelen spesifik degisiklikleri kapsar. Yaslanmanin
temel prensip ve Ozelliklerini agiklamaya calisan biyolojik mekanizmalar genellikle teori

seviyesindedir ve higbiri tek basina yaslanmay1 agiklamak i¢in yeterli degildir. Oksidatif stres
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ve serbest radikaller ile iligkili olan mitokondriyal hasar, epifiz-melatonin ve telomer
kisalmast (Hipkiss 2004) teorileri yaslanmaya neden olan mekanizmalarla iliskili

teorilerdendir.

Serbest oksijen radikallerine ait metabolizma mitokondriyal olarak yiiriitiilmektedir. Yasin
ilerlemesi ile birlikte ¢izgili kasta, kalp kasinda, diyaframda ve beyinde de mitokondriyal
DNA hasar1 gelisir. Mitokondriyal hasarlar sadece dokularda degil Parkinson, Alzheimer ve
diger yasla artan hareket bozukluklarinda da artmaktadir. Beyinde bulunan néroendokrin bir
organ olan pineal bez, dis ¢evrenin aydinlik ve karanlik olmasina gore organizmanin basta
endokrin sistem olmak iizere bir¢ok sistemin fonksiyonundaki degisiklikleri diizenler.
Melatonin, yaslanma ile birlikte gittikce azalan giiclii bir antioksidandir. Melatonin sirkadiyen
ritimler, uyku, ruhsal durum, iireme, timor gelisimi ve yaglanma gibi birgok olayin biyolojik
regiilasyonunda rolii bulumaktadir. Hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda melatonin giicli
bir serbest radikal siipliriicii ajan oldugu gosterilmistir. Oldukg¢a toksik olan hidroksil
radikalleri basta olmak {lizere diger serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidatif
hasardan makromolekiilleri 6zellikle DNA’y1 koruyabilir. DNA hasar1 olusturan radikaller
hiicrede niikleer bir enzim olan poli-ADP (PARS) riboz sentazi aktive ederler. Bu enzim,
DNA tek zincirinin kirilmasi ile aktive olur ve hiicrelerde siddetli enerji tiiketimine yol agarak

hiicre 6liime neden olur. Melatonin bunu engeller.

Kromozom uglarinda alt1 tane bazin tekrarindan olusan DNA dizinlerine telomer adi derilir.
Bu alt1 baz insanlarda TTAGGG seklindedir ve 5-7 bin kez tekrarlanir. Tekrarlar1 her hiicre
boliinmesinde kisalan telomerler, kromozomun fiziksel yapisini korurlar. Kritik uzunluga
erisen telomerler hiicre boliinmesini durdurur. Telomerler memeli hiicrelerinde bilinen tek
RNA-revers transkriptaz (ters transkritaz) olan telomeraz tarafindan sentezlenirler. 1990’larin
basinda Blackburn tarafindan bulunmustur (Shippen-Lentz and Blackburn 1990). Normal
DNA sentezi DNA’y1 kalip olarak kullanarak yeni DNA sentezlerken, telomeraz RNA
viriislerinde oldugu gibi protein yapisina katilan RNA’y1 kalip olarak kullanarak DNA
sentezler. Telomeraz hipotezi 1971 yilinda Olevnikow tarafindan ortaya atilmistir. Olevnikov
teorik olarak normal DNA sentez mekanizmalariyla kromozomlarin uglarinin
sentezlenemeyecegini ileri siirmiistiir. Ancak deneysel olarak 1980’lerin sonunda telomerlerin
her hiicre bolinmesinde kisaldigi gosterilmistir. Hiicrenin  ve hiicrelerden olusan
organizmalarin yaslanmasini tetikleyen bu dizinler, telomerler tarafinda onarilsada tam bir

geri doniisiim yaratmaz ve telomerler belirli bir kisaliga geldiklerinde hiicre, boliinme
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eylemini tamamen durdurarak yikim siirecine girer. Genetik¢iler hem yaslanmayi hemde
kanseri onleme amagli arastirmalarinda birincil dayanak noktalari bu kiiciik DNA dizinleri

olmustur. Ortalikta telomeraz varsa boliinme siirekli devam eder.

Elektron transferi, enerji iiretimi ve pek cok diger metabolik islevde temel olusturan serbest
radikaller, yasam icin gereklidirler. Oksidasyona neden olan serbest radikaller temel olarak
oksijen kaynakli metabolitler olan; O, H,O,, hidroksil radikali (OH ), ve ayrica hipoklorik
asit, kloroaminler, azotdioksit, ozon ve lipit peroksitlerdir. Bunlar organizmalar tarafindan
hiicre icinde mitokondriyal solunum zincirinde ya da hiicre disinda ozellikle fagositler
tarafindan olusturulur. Serbest radikaller kontrolsiiz bir davranis gosterirse hiicrede hasara
neden olurlar. Bilim adamlar1 serbest radikallerin 1954°lerden beri hiicre hasari, yaslanma ve

dejeneratif hastaliklara neden oldugunu belirtmislerdir.

Cevrede cesitli fiziksel ve kimyasal olaylar nedeniyle icinde bulundugumuz siirekli bir radikal
olusumu vardir. Hiicrelerdeki metabolik olaylar sirasinda farkl tiir ve miktarlarda radikaller
(pozitif yiiklii veya yiiksiiz) olusmaktadir. Radikaller baslica 3 temel mekanizmayla; kovalent
baglarin homolitik kirilmasi, normal bir molekiilin elektron kaybetmesi ve normal bir
molekiile elektron transferi seklinde olusurlar (Cheeseman and Slater 1993). Kimyasal
baglarin kirilmasina yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar veya yiiksek sicaklik neden olur.
Homolitik kirilma, kirilma arasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar
tizerinde kaliyorsa olur. Organik molekiillerdeki baglarin heterolitik kirilmast durumunda zit
yuklii iyon ¢iftleri olusur ve bu tiirler de reaktiflerdir. Radikal form, radikal ozelligi
bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde paylasiimamis elektron
kaliyorsa olusur. Ornegin askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller (E vitamini) gibi hiicresel
antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal
formlar1 olusur. GSH radikalleri indirgerken, kendisinin tiyil radikali olusur (GS"). Iki tiyil
radikalinin birbiriyle tepkimesi sonucu olusan tiir ise glutatyonun oksitlenmis (GSSG)

formudur.

Radikal o6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylagilmamis elektron olusuyorsa, bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir.
Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan O2"~ olusumuna
neden olur. Bu mekanizma ile radikal yapimi biyolojik sistemlerde yaygin olarak

gerceklestiginden canlilar i¢in Onemlidir. Cok sayida enzimatik olmayan tepkimelerle
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canlilarda O2"~ tiretilir. Oksijenin diger radikal tiirlerinin ve diger atom merkezli radikallerinin

olusumu i¢in O2"" radikalinin yapimindaki artis, etkin rol oynar (Akkus 1995).

Viicudun savunma mekanizmasi olan antioksidan sistem ile saglikli bireylerde normal
metabolizma sonucunda olusan ROT uzaklastirilir. Saglikli organizmada oksijen radikalleri
ile antioksidan savunma mekanizmasi tam bir denge halinde c¢alisir. Oksidatif stres, bu
dengenin radikallerin lehine bozulmasi ile ortaya ¢ikar. Glinlimiizde yaslilik ve oksidatif stres
arasindaki 1iligki bilimsel agidan tartigilmaktadir. Oksidatif stres biyolojik molekiilleri
etkiledigi icin yaslilik ile ilgili en 6nemli olgulardan biri olarak diistiniilmektedir. Bokov et al.
(2004) yasliligin oksidatif/serbest radikal teorisinin ve yaglilik i¢in bir belirleyici olarak alinan
oksidatif stresin kritik degerlerini ortaya koymuslardir. Oksidatif stres ROT lerinin iiretimi ve
antioksidan savunma arasindaki dengeyi bozucu olarak tanimlanabilir veya hiicresel oksidatif
reaksiyonlarin kontrol disi oldugu metabolik durum olarak tanimlanabilir. Oksijen
metabolizmasi bir taraftan yasam i¢in temel iken, diger taraftan uzun vadede toksik etkiye

sahiptir (Kaur et al. 2007).

Cesitli fiziksel ve kimyasal etkenlerle canlilarda oksijen bulunan bir ortamda oksijen
radikalleri olusabilir. Ozellikle oksijenin metabolize edildigi canlilarda 6nemli derisimlerde
radikal iiretimi olmaktadir. Hiicrelerde olusabilen oksijen radikalleri ile oksijen iceren reaktif
tirlerin onemli olanlar1 Cizelge 2.1°de goriilmektedir. Oksijen radikalleri dis kaynakl
(ekzojen) ve i¢ kaynakli (endojen) olarak olusmaktadir. Normal metabolik olaylar sirasinda
ara Uriin olarak olusabilmektedirler. Bu radikaller belirli seviyenin tlizerine ¢iktig1 zaman canli
icin ciddi tehlikeler olusturmaktadirlar. Ancak tamamen istenmeyen yapilar degildirler ve

fizyolojik islevlerde araci olarak bulunmalar1 gerekmektedir.

Cizelge 2.1 Oksijen ve Nitrik Oksitten Olusan Baslica Reaktif Tiirler.

Kisaltma Tiir ad1 Kisaltma Tiir ad1
'0, Tekli oksijen HO,’ Hidroperoksil radikali
0, Siiperoksit NO’ Nitrik oksit
H,0, Hidrojen peroksit NO, Azot dioksit
OH" Hidroksil radikali NO," Nitril katyonu
ROO’ Peroksil radikali ONOO~ Peroksinitrit anyonu
ROOOH" Hidroperoksit ONOO’ Peroksinitrit radikali
RO’ Alkoksil radikali N,0; Diazot trioksit
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Harman (1956) tarafindan biyolojik sistemde serbest radikallerin varligi in vivo enzimatik
reaksiyonlarin yan friinleri olarak oksijen radikallerinin olusabilecegini ileri siiriilmesi ile
anlagilmistir. Serbest radikallerin hiicresel hasar, mutasyon, kanser ve biyolojik yaslanmadan
sorumlu olabilecegi belirtilmistir (Harman 1956, 1981). Canlilardaki serbest radikaller
McCord ve Fridovich (1969) tarafindan SOD enziminin kesfinden sonra énem kazanmis ve
sonu¢ olarak serbest radikallerin biyolojide 6nemli oldugu anlagilmistir. Birgok arastirici
radikallerin hiicredeki DNA, protein, lipit ve diger biyomolekiiller ile etkilesmeleri sonucu
ortaya ¢ikabilen oksidatif hasarlar iizerinde ¢alismaktadir (Beckman and Ames 1998). Sonra
serbest radikallerin yararli biyolojk etkilerinin de tespit edildigi bir donem baglamistir. Yirmi
birinci yiizyilin baslarinda, canlilarin serbest radikallerin zararli etkilerine yalnizca adapte
olmadiklart ayni zamanda bunlarin yararli olarak kullanilmalar1 i¢in mekanizmalar
gelistirdiklerine dair ¢aligmalar yapilmistir. Serbest radikaller veya bunlarin tiirevlerinin
sorumlu oldugu 6nemli fizyolojik islevler; damar tonusun diizenlenmesi, oksijen basincinin
algilanmas1 ve oksijen konsantrasyonu tarafindan kontrol edilen fizyolojik islevlerin
diizenlenmesi, lenfositlerin antijen reseptorlerinin de dahil oldugu cesitli zar reseptorlerinden
sinyal iletiminin saglanmasi ve redoks homeostazisinin saglanmasi ve devam ettirilmesidir

(Droge 2002).

Klinisyenler tarafindan da oksidatif stresin bircok hastalik durumunda 6nemli rol oynadiginin
tespit edilmesiyle redoks diizenlemesiyle ilgili ¢alismalar hizlanmistir. Serbest radikallerin
zararll ve yararl etkileri arasindaki hassas denge, yasamin 6nemli bir siirecidir. Biyolojik
olarak redoks diizenlenmesi fizyoloji, hiicre biyolojisi ve klinik tibb1 i¢ine alan ¢esitli bilimsel
alanlarda gittikge Onem kazanmaktadir. Omurgalilar ve omurgasizlar iizerinde yapilan
calismalarla belirli ROT ve reaktif azot tiirlerinin (RAT) (8zellikle 'O,, H,0, ve NO.)
yalnizca sitotoksik molekiiller olmayip aym1 zamanda fizyolojik islevlerde onemli sinyal
molekiilleri oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Franchini et al. 1995, Baeuerle et al. 1996, Adler et
al. 1999, Babior 1999, Stefano and Ottaviani 2002). Anopheles cinsi sivrisinekte Plasmodium
enfeksiyonuna karst (Luckhart et al. 1998, Luckhart and Rosenberg 1999, Dimopoulos et al.
2001, Fritsche et al. 2001, Dimopoulos 2003, Kumar et al. 2003), Drosohila’da immiin
reaksiyonlarda (Nappi and Vass 2001, Foley and O’farrell 2003), Trypanasoma ile enfekte
olmus Rodnius prolixus Stal 1859 (Whitten et al. 2001) ve immiin olarak uyarilmis
Lepidopter hemositlerinde (Weiske and Wiesner 1999) bu sinyal molekiillerin bir ya da bir

kaginin miktarmin artti1 tespit edilmistir. Omurgali bagisiklik sisteminde NO ’in uzun
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siireden bu yana hem koruyucu hemde oksidan etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Bogdan et

al. 2000, Bogdan 2001).

kangik fonksiyonlu oksidaz
sitokrom p450 ve by

endoplazmik retikulum

elektron transportu

miyeloperoksidaz
(oksidatif patlama:fagositler)

lizozomlar
sitoplazma ksantin oksidaz
els) hemoglobin
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Sekil 2.3 Endojen Serbest Radikal Kaynaklar1 (Ozden 2006).

Canlilarda serbest radikaller endojen kaynakli olarak; mitokondriyal elektron transport sistemi
reaksiyonlari, oksijenaz enzimlerinin reaksiyonlari, antimikrobiyal aktivite sirasinda olusan

solunum patlamasi ve otooksidasyon reaksiyonlart sonucu {iretilebilmektedir. Eksojen

kaynakli olarak; radyoaktivite, ultrason ve ksenobiyotikler (yabanci kimyasallar) (Sies 1991)

sonucu da uretilebilmektedir.
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Sekil 2.4 Eksojen Serbest Radikal Kaynaklari (Ozden 2006).
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Viicudumuzda olusabilen radikallerin sayis1 yiizlerce farkh tiir seklinde ifade edilebilirse de,

bu radikaller arasinda O, ", H,O,, NO' ve OH ’in 6zel yerleri vardir (Kenneth 1998). Bu

radikaller icinde O, ve NO. temel radikaller sayilabilir. Ciinkii O, ve NO' enzimatik
mekanizmalarla, devamli olarak ve 6nemli derisimde iiretilen radikallerdir. Ayrica bu iki
radikal, biyolojik sistemlerde tanidigimiz diger biitiin onemli radikaller ile radikal yapida
olmayan reaktif tlirlerin olusumunu baglatabilecek o6zelliktedirler. Normal biyokimyasal
tepkimeler sirasinda olusan oksijen radikalleri ile cesitli biyolojik fonksiyonlar1 yerine
getirmek iizere iiretilen NO derigimleri genellikle ¢ok diistiktiir. Diisiik derisimlerdeki reaktif
tiirler, hiicrelerin antioksidan sistemleri tarafindan aktif olmayan sekle doniistiiriildiiklerinden
onemli zararli etkilere neden olmazlar. Ancak bu radikallerin yapimlar1 c¢esitli hastalik
durumlarinda artabilir. Cogunlukla da her iki radikal bilesik grubunun olusumu birbiri ile
paraleldir. Ornegin iltihap durumlarinda aktiflesen 16kositler ayni anda hem oksijen
radikallerini hem de NO ’i yiiksek konsantrasyonlarda sentezlerler. NO', oksijen radikalleri ile
tepkimeye girerek veya oksijenli ortamda oksitlenerek, kendisinden ¢ok daha reaktif tiirlerin
olusumuna neden olur. Canli organizmalarda farkli mekanizmalar ile c¢esitli radikaller

tiretilmektedir (Cizelge 2.1).
2.2.2.1 Lipid Peroksidasyonu (LPO)

Biyolojik dokulardaki doymamis yag asitlerine, proteinlere, niikleik asitlere, karbohidratlara
ve diger bir¢cok biyomolekiile etki ederek bu biyomolekiillerin yapilarinin bozulmasina serbest
radikaller sebep olur. Oksidatif stres ve biyomolekiillerin oksidatif modifikasyonu;
enflamasyon, karsinogenez ve ilag toksisitesi gibi fizyolojik ve fizyopatolojik durumlarda
goriilmektedir (Djordjevic 2004). Serbest radikallerin biyolojik dokulardaki doymamis yag
asitlerine etkisi olan LPO’nun toksik oldugu bilinmektedir. Reaksiyonlar zincirleme

gerceklesir ve dontisiimsiizdiir. Toksik etki lipid peroksitlerinin diizeyi 6l¢iilerek belirlenir.

LPO hem kendisi ROT iiretimine neden olan hem de ROT aracilikli tepkimelerle meydana
gelen bir olaydir. LPO hiicre membrani ve hiicresel organellerde fazlaca bulunan ¢oklu
doymamis yag asitleri ROT’a olduk¢a duyarhdir, ayrica zincir tepkimelerle yiiriimektedir.
LPO’nun baslamasina 'O, gibi ROT veya karbon tetrakloriir (CCly) gibi gesitli kimyasallar
neden olmaktadir. ROT ¢oklu doymamis yag asitleri ile etkilestiginde bu molekiilden bir

hidrojeni kopartarak bir lipid radikalinin (L') olusumuna neden olur, ¢oklu doymammis yag
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asitleri ¢ift bag diizenlenmesi ile bir dien konjugatina doniisiir, buna bir oksijenin
eklenmesiyle de lipid peroksil radikali (LOO’) meydana gelir (Sevgiler 2007). Oldukga reaktif
olan peroksil radikali komsu yag asidinden bir hidrojen alarak lipid hidroperoksidi (LOOH)
ve yeni bir L' meydana getirir (Halliwell 1996). Boylece LPO ilerlemeye devam eder. Hiicre
membranlarinda LPO’nun ilerleme tepkimeleri ile alkanlar, isoprostanlar ve MDA gibi ¢ok
cesitli yan trilinler agiga ¢ikmaktadir (Ansari et al. 1989, Djordjevic 2004). LPO membranin
akiskanligin1 degistirerek, bir veya iki degerlikli iyonlara gegirgenligi arttirir ve membrana
bagli enzimlerin ve reseptorlerin inaktivasyonuna neden olur. Peroksidasyon tiim membran
lipidlerinin yikimina yol agabilir. Proteolitik enzimler iceren lizozomlarda membran yikimu ile
bu enzimler hiicre i¢ine salinir ve aktivasyonlari ile hiicresel hasar artmaktadir. Bu nedenlerle
membranlarda meydana gelen LPO’nun kontrol edilememesi membranlarin yap1 ve
islevlerinde 6nemli degisimlere ve giderek hiicre oliimiine neden olmaktadir (Djordjevic

2004).

Oksidatif hasar olusumuna Polisiklik aromatik hidrokarbonlar, organoklorlu ve
organofosforlu pestisidler, poliklorlu bifeniller ve diger ksenobiyotikler neden olmaktadirlar.
Bu nedenle boyle bilesiklerin oksidatif etkilerinin degerlendirilmesinde LPO’nun 6l¢iilmesi
indikatér olarak kullanilmaktadir (Valavanidis et al. 2006). LPO’nun belirlenmesinde
kullanilan arakidonik asit endoperoksitlerinin dekompozisyon iiriinii olan MDA miktarinin

belirlenmesi en basit ve en yaygin yontemdir (Spiteller 2001).

LPO iriinleri olarak a¢iga ¢ikan lipid peroksitleri, hidroperoksitleri membran yapisina
dogrudan, diger hiicre bilesenlerine ise aldehit iireterek dolayli olarak zarar verir. Bu da pek
cok hastaligin ve doku hasarinin olusmasina neden olur. MDA membran yapisinin bozulmasi

sonucu olusur (Ansari et al. 1989).

2.2.2.2 Protein oksidasyonu (PO)

ROT’lar yaslanmayla ilgili olarak 6ne siiriilen teorilerden biri olan serbest radikal teorisinde;
canlmin yasami boyunca etkilendigi yaslanma siirecinde fonksiyonel ve patolojik
bozukluklara yol acar (Butterfield et al. 1998). Serbest radikallerin DNA (Liu et al. 1996, De
La Cruz et al. 1996), proteinler (Cini and Moretti 1995, Cai et al. 1996, Butterfield et al. 1998,
Leeuwenburgh et al. 1999) ve lipidlerde (Reznick and Packer 1994, Cai et al. 1996) hasara yol

acmaktadir. Diger taraftan oksidatif strese bagli olarak olusan in vivo DNA ve protein
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hasarinin, lipidlerdeki hasardan daha 6nemli oldugu 6ne siiriilmektedir (Reznick and Packer
1994). Proteinlerde in vivo olarak meydana gelen oksidatif degisiklikler, proteinlerin rol
oynadig1 cesitli hiicresel fonksiyonlari etkiler. Reseptorlerin, sinyal ileti mekanizmalarinin,
yapisal proteinlerin, transport sistemlerinin ve enzimlerin rol oynadigi hiicresel olaylar

oksidatif protein hasarindan etkilenir (Hu 1994, Levine et al. 1994, Evans et al. 1999).

Oksidatif protein hasari, PCO diizeylerindeki artis (Hu 1994, Levine et al. 1994, Evans et al.
1999) ve protein tiol diizeylerindeki azalma (Takenaka et al. 1991, Bourdon et al. 1999) ile
karakterize edilir. ROT nin proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin, arjinin ve lizin
gibi ¢ok sayida amino asit kalintisinda ve/veya peptid omurgasinda meydana gelen oksidatif
hasar sonucunda PCO iiriinleri olusur (Hu 1994, Levine et al. 1994, Evans et al. 1999).
Oksidatif protein hasarini belirlemede PCO diizeylerinin saptanmasinin duyarli bir yontem
oldugu bilinmektedir (Hu 1994, Levine et al. 1994, Evans et al. 1999). Diger taraftan serbest
radikaller proteinlerdeki tiol gruplarinin oksidasyonuna yol acarak oksidatif protein hasarina
neden olmaktadir (Takenaka et al. 1991, Bourdon et al. 1999). PO, ROT (OH", H,O, gibi) ile
dogrudan veya oksidatif stresin sekonder {iriinleri ile reaksiyonu sonucu dolayli olarak
etkilenen, proteinlerin kovalent modifikasyonu olarak tanimlanmaktadir (Giilbahar 2007).
Serbest radikallerin oksidan etkisi sonucu meydana gelen oksidatif protein modifikasyonu ve
bunun sonucu oksitlenmis proteinlerin fazla miktarda birikmesi hiicre ve doku hasarina bagl
olarak cesitli patolojik durumlara ve gittik¢e yaslanmaya neden olmaktadir (Stadtman 1992,
Dean et al. 1997). Oksidatif olarak mofiye olmus proteinlerin yaslanma ile birlikte arttigi
goriilmektedir. Bu konuda yapilan calismalar PO indikatorii olarak 1s1 ve proteolitik
parcalanmaya daha hassas olan diisiik aktiflige sahip enzimler kadar, PCO miktarinin, okside
metiyoninin, protein hidrofobisitesinin, ¢apraz bagli protein ve glikozillenmis protein
miktarinin yasa bagh olarak arttigini ortaya koymuslardir. Buna karsilik, PO’nu yavaglatan
faktorlerin canlilarin 6miir uzunlugunu uzattiklar1 bilinmektedir (Stadtman 2001). Meyve
sinegi D. melanogaster yaslanma c¢aligmalarinda uzun siireden beri yaygin bir sekilde model
organizma olarak kullanilmakta olup bu bocekte yaslanmaya bagl olarak fazla miktarda
lipofuksin birikimi goriilmektedir. Sohal ve calisma arkadaslar tarafindan yiiriitiilen 6nemli
arastirmalarda bocegin ugma kasi mitokondrilerinde yasa bagimli olarak oksidan {iretiminin
artt1g1 bununla birlikte PCO ve DNA hasar1 iirlinlerinin ytikseldigi gosterilmistir (Sohal et al.
1990, Sohal 1991, Sohal and Dubey 1994, Sohal et al. 1994). Proteinlerde in vivo olarak
meydana gelen oksidatif degisiklikler, proteinlerin rol oynadig: gesitli hiicresel fonksiyonlari

etkilemektedir. Reseptorlerin, sinyal ileti mekanizmalarin, yapisal proteinlerin, tasima
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sistemlerinin ve enzimlerin rol oynadigi hiicresel olaylar oksidatif protein hasarindan

etkilemektedir (Reznick and Packer 1994).

PO bir¢cok mekanizmayla gerceklesebildigi ve amino agil yan zincirlerinin hepsi oksidatif
olarak modifiye olabildigi i¢in c¢ok farkli tipte oksidatif protein modifikasyonlari
bulunmaktadir. Serbest radikal ya da radikal olmayan bir oksidan ile gerceklesen oksidatif
protein modifikasyonlarinin biyokimyasal sonuglari; yan zincir gruplarinin oksidasyonu,
omurganin fragmentasyonu, yeni reaktif tiirlerin olusumu, fazla miktarda radikal olusumu ve
zincir reaksiyonu seklinde devam ettirilmesi, protein yada amino asitlerde dimerlesme,
¢Okelme, proteinin normal katlanmasinin bozulmasi1 konformasyon degisimi, yapisal
bozulmaya bagl islevsel kayip, enzim gibi islevsel proteinlerin ¢evirim sayisinin degismesi,
gen diizenlenmesininin ve ifadesinin degisimi, hiicre sinyal yollarinda modifikasyon, apoptoz
ve nekrozun uyarilmasi, ¢apraz baglanmalar, yanlis katlanmalar, konformasyon ve hidrofobik
yapida degisiklikler ve proteolitik enzimlerde aktivite kaybi olarak siralamak miimkiindiir

(Hawkins and Davies 2001).

Serbest radikal saldirilarina proteinler doymamis yag asitlerinden daha az duyarlidirlar. Cok
yogun bir saldir1 olmadikca fazla hasar gérmezler (Chesemann and Slater 1993). Protein,
gecis metal iyonunu 6zel bir bolgeden baglarsa, gecis metal iyonu H»O, ile reaksiyona girerek
OH’ radikalini meydana getirir. OH radikali de hasar verici etkisini metal baglanma
bolgesinde veya ona yakin bolgelerde olusturur. Proteinlere olan serbest radikal ataklar,
peroksitlerin ve karbonillerin olusumuyla sonuglanir. Karbonillerin tespiti proteinlerde olusan
oksidatif hasarin dl¢lilmesi i¢in kullanilir. Son yillarda kataraktta lens kristallerinin oksidatif
hasarinin, proteinlerin radikallerce hasara ugratilmasi sonucu gelistigi iddia edilmektedir
(Chesemann and Slater 1993). Fazla miktarda ROT iiretimi ve/veya ROT iiretiminin stirekli
yiiksek olmasi sonucu olusan PO; ndrodejeneratif hastaliklar olan Alzheimer ve Parkinson
hastaligi, amilodosis, kas distrofisi, solunumsal distres sendromu, iskemi-reperfiizyon hasari,
kalp-damar sistemi hastaliklari, kanser, protein glikozilasyon veya glikoksidasyon son
trlinlerinin artmasina bagli olarak diyabet, protein nitrotirozin hasarinin artmasina bagl
olarak aterosklerosis, iltihapli eklem romatizmasi, iskemi-reperfiizyon hasar1 ve diger

hastaliklar ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Stadtman 2001).
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Proteinler, radikallerin etkilerine lipidlere oranla daha az hassastir ve amino asit dizilislerine
bagh olarak etkilenmektedirler. Ozellikle doymamus bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin
serbest radikallerle etkilesimi yiiksektir. Bu nedenle triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin,
metionin ve sistein gibi amino asitleri igeren proteinler serbest radikallerden daha kolay
etkilenmektedir. Albumin gibi disiilfit bag1 fazla olan proteinlerin {i¢ boyutlu yapilari
bozulmaktadir (Gutteridge 1995). Eksojen ve endojen kaynakli olusan serbest radikaller,
DNA’y1 etkileyerek mutasyona neden olup hiicre oliimiine yol acarlar. Bu zararli etki
kromozom degisiklilerine sebep olur. OH" radikali bazlarla kolayca reaksiyona girer. H,O; ise
membranlardan kolayca ge¢ip hiicre ¢ekirdegindeki DNA’ya ulasir ve hiicre fonksiyonlarinin
bozulmasina hatta Sliimiine yol acar. Bu nedenle DNA daha kolay zarar gorebilen bir
molekiildiir (Agrawal and Kale 2001). Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu peroksitler
ve okzoaldehitler meydana gelir. Acgiga c¢ikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme
ozelliklerinden dolay1 antimitotik etki gostererek etki ederler. Bu olaylar kanser ve

yaslanmaya neden olabilir (Ceballos et al. 1992).

Cok c¢esitli kaynaklarla serbest radikal olusum meydana gelebilir. Yasamamiz i¢in mutlaka
gerekli bir element olan oksijen, canlilarin yasaminin sona erdirilmesinde de etkili olan
faktorlerin baginda gelir. Canlilarin yaslanmasi, radikallerin neden oldugu kalic1 hasarlarin bir
birikimi olarak disiiniilmemelidir. Viicudumuzda iiretilen radikaller her zaman tehlikeli ve
kotli kimyasal tiirler olarak degerlendirilmemelidir. Oksijenin biyokimyasal tepkimelerde
kullanilmasi igin, reaktif formlarina gevrilmesi zorunludur. Ornegin steroid yapidaki g¢ok
sayida bilesikler, eikosanoidler gibi biyolojik aktif molekiillerin sentezi; ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, ¢ok sayida oksidaz ve hidrolaz enzimlerinin etkileri i¢in ve sitotoksik
etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlar1 i¢in radikal yapimi muhakkak olmalidir. Oksijen

radikalleri gibi, nitrik oksit radikalinin yapimi da vazgecilmez bir biyolojik olaydir.

Biyolojik ihtiyacin iizerinde iiretilen radikaller gozlenen toksik etkilerden sorumludurlar.
Cevresel faktorler (6rnegin iyonlastirict radyasyon), viicuda alinan ¢esitli kimyasal bilesikler,
cesitli enfeksiyonlar, doku travmalar1 ve sayilabilecek diger ¢ok sayidaki patolojik durumlar
viicutta radikal yapiminda artisa neden olmaktadir. Diislik derisimdeki radikal yapiminin
etkileri ¢ok uzun bir siire¢ sonunda, 6rnegin yaslanma seklinde goriiliirken; yiliksek derisimde

ciddi bir patolojik durum olarak karsimiza ¢ikabilir (Cheeseman and Slater 1993).
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2.2.3 Antioksidan Enzimler Hakkinda Bilgiler

Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmanin baslica yolu antioksidan savunma
sistemidir. Serbest radikallerin asir1 tretilmesi viicut icin tehlike olusturur. Viicudun
islevlerini yerine getirebilmesi ve hastaliklardan korunabilmesi i¢in antioksidan sistem
gereklidir. Serbest radikaller viicutta ¢ok hassas bir dengeyle kontrol edilmektedir. Hiicrelerde
oksidatif hasar1 dnleyen, yok eden veya kismen azaltan bazi mekanizmalar bulunmaktadir.
Oksidanlart inaktif hale getiren maddelere antioksidan adi verilmektedir. Antioksidanlar;
toplayici, bastirici, zincir kirict ve onarici etki olarak baslica dort farkli etki sekilleri

bulunmaktadir.

Antioksidanlar, dogal (endojen kaynakli) ve dogal olmayan (eksojen kaynakli) olmak iizere
iki ana grupta toplanabilir (Halliwell et al. 1992). Eksojen antioksidanlar trolox-c, folik asit,
anestezikler, mannitol, barbitiiratlar, demir selatorleri, biitillenmis hidroksi toluen ve diger
bircok maddeden olusur. Endojen antioksidanlar enzimsel ve enzim olmayanlar olarak iki
gruba ayrilir. Enzimler arasinda SOD (EC 1.15.1.1), CAT (EC. 1.11.1.6), GPx (EC 1.11.1.9),
GST (EC 2.5.1.8), APOX, GSTpx (Ahmad 1995), mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi,
Hidroperoksidaz ile antioksidan savunma sistemine dolayl katkist bulunan GR (EC 1.8.1.7),
glukoz-6-fosfat dehiderojenaz, NADPH oksidaz, TRXP, epoksit hidrolaz, UDP-Glukronil
transferaz, sulfonil transferaz’dir. GSH ve GSH bagimli enzimler bu antioksidan savunma
icerisinde Onemli bir yer tutmaktadir (Cnubben et al. 2001). Enzim olmayan endojen
antioksidanlar; melatonin, seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin,
bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, lirat, laktoferrin albumin (Valavanidis et al. 2006),

vitamin C, E, A, flavonoidler, oksipurinol, ubikinon, mannitol, lipoik asit ve hemopeksin’dir.

Glutatyon, bir tiyol grubu tasiyan diisiik molekiiler agirlikli bir tripeptiddir ve Okaryotik
hiicrelerde bol bulunur. Rediikleyici ajan ve antioksidan olan GSH; ROT’nin
temizlenmesinde, farkli hiicresel molekiillerin ve ksenobiyotiklerin metabolizmasinda énemli
gorevleri vardir. Hiicrelerin ksenobiyotiklerin etkisinden korunmasindan sorumlu en 6nemli
metabolik siire¢lerden biri GSH konjugasyonudur. GSH, icerdigi niikleofilik tiyol grubu ile
elektrofilik bilesiklerin ve metabolitlerin detoksifikasyonunu saglamaktadir. GSH’in
elektrofilik bilesiklerle tepkimesi kimyasal olarak gerceklesebilecegi gibi GST tarafindan da
katalizlenmektedir (Ioannides 2002). ROT’nin detoksifikasyonu sirasinda iki tip tepkime
meydana gelmektedir. Bunlardan birincisi GSH’in, O, ve OH' gibi ROT’la dogrudan
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tepkime vermesidir. Ikincisi ise GSH’m, GPx’in katalizledigi peroksitlerin indirgenmesi
tepkimelerinde elektron donérii olarak rol oynamasidir. Ozellikle, GPx tarafindan
hidroperoksitlerin yikilmas1 sirasinda GSH’in indirgeme kapasitesi tiiketilerek GSSG
meydana getirilmektedir. GSSG’de NADPH’in elektron donérii olarak kullanildigt
tepkimelerde, GR enzimi tarafindan yeniden GSH’a indirgenmektedir (Camera and Picardo

2002).

Birbirinden farkli aktivitelere ve tepkime tiirlerine sahip olan GST izoenzimleri, bakterilerden
insana kadar biitlin organizmalarda bulunmaktadir. Bu enzimlerin biiytik bir kismi, substratin
elektrofilik merkezi ile GSH’in siilfiir atomu arasinda bir tiyoeter bagimnin olugmasini
katalizler. Bu konjugasyon tepkimelerinin yaninda GSH-bagimli tepkimelerde organik
hidroperoksitlere de katalitik aktivite gosterirler. Ayrica bazilar1 farkli doymamais bilesiklerin
izomerizasyonunda da yer almaktadir. GST’lar, hiicresel detoksifikasyon ve tagimadan
sorumlu iki protein alt birimden olusan multifonksiyonel protein ailesindendir. Genel olarak
tic sitozolik ve bir de mikrozomal olmak tizere dort ana gruba ayrilirlar. GST ailesi
hepatositlerdeki baslica detoksifiye edici sistemdir. Basta arakidonik asit ve linoleat
hidroperoksitleri olmak iizere lipit hidroperoksitlere karst GST’ler, selenyumdan bagimsiz
GPx aktivitesi gosterirler.
GST
ROOH+2GSH — GSSG +ROH + H,O

GST, faz II ksenobiyotik metabolizmasinda ¢ok ©nemli bir rol oynamaktadir.
Ksenobiyotiklerin metabolizmast i¢in faz I ve faz II reaksiyonlari olmak iizere iki ayri
reaksiyon kullanilir. Faz I'e katilan temel reaksiyon, monooksijenazlar veya sitokrom P450
olarak adlandirilan enzimlerce katalizlenen hidroksilasyondur. Faz I'in diger reaksiyonlari
rediiksiyon ve hidrolizdir. Faz I'de olusan hidroksil bilesikler faz II'de cesitli polar
metabolitlere doniistiiriilmektedir. Ksenobiyotik metabolizmasindaki bu iki fazin amaci,
ksenobiyotiklerin sudaki ¢oOziintirliikklerini (polarite) artirmak ve bu sekilde viicuttan
atilimlarin1 ~ kolaylastirmaktir (Board et al. 1990). Ksenobiyotikler sitokrom P450
metabolizmasiyla aktiflestikten sonra faz II reaksiyonlar1 olarak bildigimiz glukoronidasyon,
sulfasyon, metilasyon, asetilasyon ve glutatyon ile konjugasyon reaksiyonlarindan biriyle
metabolize edilmektedir. Boylece aktive maddeler reaktif olmayan ve suda ¢dziinebilir
tiriinler olarak safra ya da idrarla atilmak {izere organizmadan uzaklagtirilir. Faz 1 ve faz II

enzim aktiviteleri arasindaki denge ksenobiyotiklerin organizma cevabinda énemlidir (Sinnet

46



et al. 2000). Eger reaktif molekiiller faz II detoksifikasyonuna ugramazlarsa proteinlere, RNA
ve DNA’ya zarar verebilirler. Faz I sisteminin hizinin artmas1 ve faz II’nin konjugasyon

hizinin azalmasi, hiicre hasar1 olugma riskini artirir (Seidegard et a. 1997).

Genelde GST’nin etkisi, sitokrom P450°nin katalizledigi tepkimeleri takip etmektedir. Bu
enzimlerin Urlinii olan elektrofilik merkezli metabolitler niikleofilik GSH ile konjugat
olusturmak iizere GST’nin katalizledigi tepkimelere girmektedirler. Bu tepkimeler sonunda
GSH ile molekiiler olarak igaretlenen bu ksenobiyotik konjugatlar1 hiicreden uzaklastiriimak
tizere ¢oklu ila¢ direng proteini (MRP) gibi ilag tasiyict proteinler araciligiyla faz III
metabolizmasina girerler. Hiicre disina atildiktan sonra GSH-konjugatinin y-glutamil ve glisin
rezidiileri y-GT etkisi ve aminopeptidaz M veya sisteinilglisin dipeptidaz yardimiyla
uzaklagtirllir.  Ag¢iga c¢ikan sisteinil konjugati N-asetilasyon tepkimeleri sonunda
ksenobiyotigin omurgalilarda bosaltim sivisindan atilma formu olan bir merkaptiirik aside

dontstiiriiliir (Sekil 2.5) (Sherratt and Hayes 2002).

GST’mn katalizledigi GSH-konjugasyonu aracilifiyla merkaptiirik asit olusum siireci olarak
adlandirilan detoksifikasyon tepkimeleri seklinde tanimlanmaktadir. Fakat GSH-aracilikli
biyoaktivasyonlar1 bilinen bazi bilesikler, omurgalilarda 6zellikle bobrek dokusunda ana
bilesige oranla daha toksik etkiler yapmaktadirlar (Dekant 2001). Cok sayida farkli bilesigin
GSH ile konjugasyonunu, GST enzim ailesi saglamaktadir. Bunun nedeni non-spesifik
hidrofobik substrat baglanma bdlgesinin varligt ve ¢ok sayida izoenzimin bulunmasidir.
Boylece GST; karsinojenik bilesikleri, ¢evresel kirleticileri, ilaglar1 ve diger bircok bilesigi
substrat olarak kullanmaktadir. GST, elektrofilik substrat icin ve GSH i¢in birer baglanma
bolgesi tagiyan iki protein alt birimine sahiptir (Cnubben et al. 2001).

X
6T X Dinenti ot
! peptidaz N-asetilaz [ Arcariioc
v-Glu-CyS-Gly | —» | — CyS-X| —— N-asetil-CyS-X
. ] A culoysey| G Cys-X (Merkaptiirik asit)

Sekil 2.5 Merkaptiirik asit siireci. X, GSH ile konjugasyon yapan ksenobiyotigi gostermektedir
(Lu 1999).

GST hidroksialkenaller ve baz propenaller (LPO yikim iiriinleri) veya DNA hidroperoksitler
gibi endojen bilesikleri detoksifiye ederek oksidatif strese karsi savunmada da rol

oynamaktadir (Cnubben et al. 2001). GST’nin peroksidaz aktivitesi selenyum-bagimli
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degildir, fakat GSH’a gereksinim duymaktadir. Tepkime iki basamak halinde yiirtimektedir.
Birinci basamakta hidroksillenmis GSH’in {iretimi ile peroksit alkole enzimatik olarak
indirgenir. ikinci basamakta spontan tepkimeyle hidroksillenmis GSH bir molekiil GSH ile
GSSG ve su agiga ¢ikartir (Sherratt and Hayes 2002).

GST’lerin Onemi insektisit metabolizmasinda ilk kez organik fosforlu bilesiklerin
detoksifikasyonunda belirtilmistir (Soderlund 1997, Krishnan and Kodrik 2006). Daha sonra
GST’lerin boceklerde organik klorlu ve siklodien insektisitlere tarafindan indiiklendigi rapor
edilmistir (Clark 1989, Lagadic et al. 1993, Yu 2004). GST kaynakli direng mekanizmasi M.
domestica, Anopheles gambiae (Giles 1902) ve Aedes aegypti (Linnaeus in Hasselquist
1762)’de de calisilmistir. GST’ler, organik fosforlu bilesiklerin faz I metabolizmasinda

onemli olup boceklerde organik fosforlulara direncte ¢ok dnemlidir (Yang et al. 2001).

2.3 DROSOPHILA MELANOGASTER

Kingdom/ Alem : Animalia/ Hayvanlar alemi

Phylum/ Sube : Arthropoda/ Eklem bacaklilar

Class/ Sinif : Insecta/ Bocekler

Order/ Takim : Diptera/ Cift kanathlar

Suborder/ Alttakim Brachycera/ Karasinekler

Family/ Aile : Drosophilidae

Subfamily/ Alt aile Drosophilinae

Genus/ Cins : Drosophila

Species/ Tiir : D. melanogaster (Meigen 1830)/ Meyve sinegi
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Drosophila larvalar1 eksiyen meyveler iizerinde gelistiginden meyve sinekleri olarak da
adlandirilmaktadir. Drosophilidae familyas: icerisinde bulunan tiirlerden biri olan D.
melanogaster, genetikte deney hayvani olarak da kullanilmaktadir (Wheeler 1981). D.
melanogaster 1910 yilinda Thomas Morgan tarafindan ilk kez genetik c¢alismalarda
kullanilmaya baslanmistir (Graf and Singer 1992). D. melanogaster dort ¢ift kromozomu (ii¢
cift otozomal, bir ¢ift cinsiyet) bulunan ve tam baskalasim (holometabol) gosteren bir tiirdiir.
Biitiin boceklerde oldugu gibi viicut; bas, toraks (gogiis) ve abdomen (karin) olmak tizere, ii¢
kisima ayrilir. Bas ve toraks, duyu organi olarak gorev yapan say1 ve sekilleri kalitsal olarak

degisebilen biiyiik sert killar (makroseta) ve ufak yumusak killar (mikroseta) ile ortiiliidiir.

Sekil 2.6 D. melanogaster erkek ve disi bireyleri, D: Denge Organi, Y: Yumurta.

Bas bolgesinde; tepede ii¢ basit ve yanlarda birer bilesik goz (petek), agiz parcgalar1 ve bir ¢ift
anten bulunmaktadir. Torak ii¢ segmentten olusur, her segmentinde bir ¢ift bacak, ikinci toraks
segmentinde bir ¢ift kanat ve 3. toraks segmentinde bir ¢ift halter organ1 bulunur. Erkek ve
disilerde farklilik gosteren abdomen; disi bireylerde ucu uzun, sivri ve 7 segmentli olup
abdomenin u¢ kismina kadar devam eden agik-koyu ¢izgiler bulunur. Ayrica yaslanan disilerde
abdomenin yumurta dolmasina bagli olarak genisleme goriiliir. Erkeklerde ise abdomen daha
kisa, yuvarlak ve 5 segmentli olup abdomenin arka segmentleri siyahtir (Sekil 2.6). Abdomen
segmentinde bulunan koyu renkli ¢izgiler ve erkeklerin birinci ¢ift bacagin birinci tarsus
segmentinde bulunan esey taragi (metatarsal tarak) olarak adlandirilan siyah kalin kil demeti,

erkek ve disilerin ayriminda kullanilan 6nemli bir kriterdir. Disilerde esey taragina rastlanmaz.
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Drosophila’nin, ¢esitli mekanizmalarin aydinlatilmasinda kullanim nedenlerini ve diger

organizmalara gore iistlin 6zelliklerini sdyle siralayabiliriz:

1) Cok cesitli dogal ya da yapay varyasyonlarin gozlenebildigi bir organizmadir. Bu

varyasyonlari tagsiyan mutant bireylerde farkl fenotipik 6zellikleri gorebilmek miimkiindiir.

2) Hayat devri ¢ok kisadir.

3) Bir defada oldukca fazla sayida dol elde edilir. Bir nesilde elde edilen birey sayisinin fazla
olmasi, onun genetiksel oOzellikleriyle ilgili bilginin dogru tespit edilmesi ve sonuclarin

giivenilirligi agisindan 6nemlidir.

4) Popiilasyonu laboratuvarda kolayca yetistirilebilir ve besinleri ucuzdur.

5) Ar dol olarak saklanabildikleri gibi kontrollii ¢aprazlama yapilabilen en uygun canlilardan

biridir.

6) Mitotik kromozomlardan kolayca ayirt edilebilen ve oOzellikle larvalarin tiikrik bezi
hiicrelerinde goriilebilen dev kromozomlar (politen kromozom) tasirlar. Bu kromozomlar,
sitogenetik olarak, kromozom haritalar1 ve kromozom fonksiyon analizlerinin yapilmasini

saglar.

7) Ozel diizenekler kullanilarak, eterle kolayca bayiltildiklarindan, iizerlerinde gesitli

incelemeler yapilabilmektedir.

8) Genetik olarak aktif tlirlerde promutajen ve prokarsinojenlerin genis bir dizisinin
degistirilmesi icin potansiyel enzimatik aktiviteye sahiptir. Ayrica memelilerinkine benzer bir

detoksifikasyon sistemi bulundugu da gosterilmistir (Eroglu Dogan 2008).

9) Genom dizi analizi, insan hastaliklarinda belirlenen genlerin % 60’1indan fazlasinin
Drosophila ortologu oldugunu gostermistir. Genetik kodlar1 insanlara benzemektedir
(Valencia et al. 1989). Kanser, noroloji hastaliklar, metabolizma bozukluklari, yapisal
bozukluklar ve renal hastaliklar1 belirleyen genlerin bliylik olasilikla Drosophila’da kopyalari

mevcuttur (Bernards et al. 2001). Drosophila ve insan hiicre dongiilerinin ve diizenleyici
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yollarinin benzerligi, tiimorgenezis esnasinda cogalma stireci ¢aligmalarinda model olarak

hizmet eder (Potter et al. 2000).

2.3.1 D. melanogaster’in yasam dongiisii

D. melanogaster’in gelisim evreleri; yumurta, larva, pupa ve ergin seklindedir (Sekil 2.7).
Drosophila ergin olmadan 6nce dollenmis yumurtadan baglayarak embriyo, ii¢ larva evresi ve
pupa evrelerini gecirir. Dollenmeden yaklasik 22-24 saat sonra yumurtadan larva (1. larva
evresi) ¢ikar. iki deri degisiminden sonra (2. ve 3. larva evreleri), 6nce prepupa (4. larva
evresi) ve daha sonra pupa meydana gelir. Yumurtadan ergin bireyin olusmasi i¢in gegen siire
25 £ 1°C ve % 40- 60 bagil nemde yaklasik 9-11 giindiir (30°C’de 11 giin, 18°C’de 19 giin,
12°C’de 50 giin yasar). D. melanogaster’in gelisim evreleri ve Omiir uzunlugunu sicaklik,
beslenme, populasyon yogunlugu, radyasyon, nem gibi ¢esitli faktorler farkli sekillerde

etkilemektedir (Clark and Rockstein 1964, Keser 2010). Yani ektodermik bir canlidir.

Erkek birey

N

Pup

Sekil 2.7 D. melanogaster’in gelisim evreleri.

D. melanogaster disileri pupadan ¢iktiktan 2-3 giin sonra yumurtlamaya baslar. Disinin

yasami boyunca yumurta iiretimi sabit degildir, tlirlere gore 6. ile 10. gilinler arasinda

maksimuma c¢ikar ve geometrik olarak sabit hizla diiser. Yumurtanin ddllenmesi uterusta
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gerceklesir. Disi yumurtalarini ya déllenmeyi takiben hemen besiyerine birakir ya da embriyo
gelisiminin ilk donemlerini uterusta gecirir. Yumurtalar tiirlere gore farklilik gosterse de
ortalama 0.5 mm uzunlugunda olup genel olarak oval sekilli ve seffaf gOriiniimliidiir.
Yumurta, folikiil epiteli tarafindan salgilanan ve yumurtayr koruyan korion ile cevrilidir.
Anterior tarafta korion tabakasinin uzantilar1 olan, yumurtanin birakildigi yumusak zemine
batmasin1 Onleyen ve oksijen alinimindan sorumlu olan tiirlere gore sayisi ve uzunlugu
degisen filamentler bulunmaktadir. Yumurtalar 25 + 10°C de 2224 saat icinde acilarak zigot,
embriyonel gelisimini tamamlanmis olur ve ergine hi¢ benzemeyen larva halini alir

(McMillanet al. 1970).

1] I8 -
Larva Metamorfoz I‘LR Ergin Birey
I

Imagnal disklerden gehigen crganlar:

. afuz lasemlan :15.__

1 (E:,) kanat

o
L o
genital organ <

Sekil 2.8 D. melanogaster’in a. 3. evre larvasi1 b. Larvada imajinal disk yerlesimi ve erginde
olusturdugu yapilar (http://www.new-science-press.com/info/illustration_files/nsp-

cellcycle-2-4-2 14.jpg).

Geng larva genellikle yumurtanin 6n kutbundan i¢ basincin yilikselmesi ve kaslarin
kontraksiyonu ile korionu patlatarak ¢ikar (Demirsoy 1982). Beyaz renkli ve segmentli
kurt¢cuk benzeri larvalar siirekli beslenerek besiyerinin i¢ine dogru ilerler ve yaklasik bes
giinlik varliklart siiresince kendi agirliklarinin {i¢ katini tiiketerek 0,05 mg’dan 0,20 mg
agirhigma ulasirlar (Doane 1967). Larval gelisim sirasinda gomlek degistirme olarak
adlandirilan, kiitikiil tabakasmin iki kez yenilenmesi larval yasami {ic evreye ayrr. Iki
gomlek degistirme arasindaki peryota ‘“instar” denmektedir. Boylece larval yasamda
yumurtadan ¢ikma ile ilk gomlek degistirme 1. instar, ilk gdmlek degistirme ile ikinci gdmlek
degistirme aras1 2. instar ve ikinci gomlek degistirmeden sonra pupalagmaya kadar 3. instar

olarak adlandirilmaktadir. Bu instarlarin siireleri; 1. instar 1giin, 2. instar 1 giin ve 3. instar 2-
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3 gilindiir. Larva 3. instar doneminde yaklagik 4-4,5 mm uzunluga erisebilir (Pandey et al.

1995, Ashburner and Thompson 1978).

Embriyo gelisimi sirasinda imaginal diskler olarak adlandirilan yapilar gozlenir (Sekil 2.8).
Bu imaginal disk hiicreleri larva donemi siiresince mitoz boliinme ile pupa evresine kadar
cogalir. Pupa evresinde bu hiicre gruplari erginin farkli organlarini olusturur. Ornegin, géz bir
g6z imaginal diskinden, kanat bir kanat imaginal diskinden meydana gelir. 1. instar sirasinda
kanat diskinde yaklagik olarak 50-100 hiicre bulunurken, erken pupa evresinde kanat
farklilagmasi basladigr zaman hiicre sayis1 yaklasik 30000 olur (Ashburner and Thompson
1978, Falakal1 1989).

Sekil 2.9 D. melanogaster’in a.- b. Pup evresi ¢. Pup gelisim sathalari
(1. malpigi tiipleri, 2. siyah viicut, 3. sar1 viicut, 4. g6z rengi,
5. kanat rengi, 6.killar , 7. ocel, 8. mekonyum) (Ashburner 1989).

Drosophila larvasinda (Demirsoy 1992, Tepe vd. 2012);

e Solunum sistemi: Larvanin sag ve solunda iki biiyiik ana lateral trake boru seklindedir.

e Sindirim sistemi: Agizla baslar ve iki kitin halka ve ortalarinda H pargalar1 (H harfine
benzedigi i¢in) bulunur. H parcalarinin 6n tarafinda agiz ¢engelleri (mandibuller)
vardir. Mandibullerin lizerindeki dis sayilari, larva evrelerinin tayininde kullanilir ( 1.
larva evresinde bir kitin dig, 2. larva evresinde 2-3 dis). Agizla baglayan sindirim
yutak (farinkns, bir ¢ift tiikkriikk bezi bulundurur), yemek borusu (6zofagus), 6n mide

(proventrikulus), orta bagirsak, son bagirsak ve aniisle son bulur.
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e Bosaltim sistemi: Orta bagirsakla son bagirsagin birlestigi yere agilan malpighi

tiipleriyle olur.

e Dolagim sistemi: Dorsal damarin 6n kismi aort, arka kismi kalp gérevi goren acik

dolasim sistemi vardir.

e Sinir sistemi: Merkezi sinir sistemi, bir ¢ift bas gangliyon ile kompleks

gangliyonlardan olusur.

Larva tigilincii instarin sonunda iken beslenmesini tamamlayip bulundugu besini terk eder ve
bulundugu kabin kuru yerine geger. Bu evre prepupal donemdir (4 saat) ve larvalar
bulunduklar1 kabin duvarina tirmanirlar. Bu asamada ektisteroid hormonun artisiyla
kendilerini ¢evreleyen kiitikiil sertlesir ve bulunduklar1 yerde sabitleserek pupa donemine
gecmis olurlar. ilk basta beyaz olan pupa iki saat sonra sari-kahverengi renk alir. Pupa
asamasinda bir erginin organlar1 ve viicut formuna sahip bir bireyin gelismesi icin gerekli
dontisiimler gerceklesir (Sekil 2.9). Bu gelisme 25 + 10°C sicaklik ve % 40-60 bagil nemde 4-
5 gilinde tamamlanir. Gelisimin tamamlanmasi ile pupanin rengi koyulasir, kivrilmis durumda
olan kanatlar iki koyu eliptik yap1 olarak goriilebilir ve géz pigmentleri belirginlesir. Pupa

kilifinin anteriorunu delerek ergin birey ortaya ¢ikar (Ashburner 1989, Falakali 1989).

Drosophila puplarinda (Demirsoy 1992, Tepe vd. 2012);

¢ Sindirim Sisteminin Metamorfozu: Pupa devresinde larval sindirim sistemi ve tiikiiriik
bezleri de histolize ugrayarak yerlerine imajinal sindirim sistemi tesekkiil eder. Larva
pupa haline gecince agiz ve aniis kapanir. Larvada mevcut olan imajinal halka veya
imajinal hiicre gruplar1 ¢ogalarak imajinal bagirsagi meydana getirirler. imaginal
tilkiirik bezleri, pupalasmadan 10 saat sonra tesekkiil etmeye baslar (Larval tiikriik
bezi hiicreleri politen kromozomu igerdikleri halde, imaginal tiikiiriik bezi hiicreleri,

hayvanin soma hiicrelerinde goriilen normal kromozomlar tasir).
e Solunum Sisteminin Metamorfozu: Pupalagmadan bir saat sonra abdominal trake

hiicreleri abdominal hypoderm ile sert bir sekilde baglant1 kurar. 2 saat sonra bu hat

bosalmaya baglar, bu esnada larva anterior ucunu geri ¢ekerek kontraksiyona baglar ve
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anterior, posterior spirakller geriye cekilir. Larvadaki posterior trake borusu histolize
ugrar. Anterior trake borusunun toraks bdlgesine rastlayan kismi toraks hava kesesini
meydana getirir, spiakulumlarin yerini tutar. Diger abdomen segmentlerinin
spirakulumlar1 ikinci anterior abdomen segmentindeki biiyiik borulara bagl ince agik

borular halini alirlar.

Bosaltim ve Dolagim Sistemlerinin Metamorfozu: Pupa sathasinda larva yapilarini

devam ettirirler.

Sinir Sisteminin Metamorfozu: Subdzafagial gangliyon ile birinci toraks gangliyonu
arasindaki bolge biiziiliir. Beyin yarimkiireleri i¢inde {i¢ gz gangliyonu meydana
gelir. Dis taraftaki goz gangliyonu dogrudan dogruya goze baglanir. Toraks
gangliyonlarinda bir degisiklik olmaz. Her segmente bir ¢ift olmak {izere ii¢ ¢ift toraks
gangliyonu mevcuttur. Abdominal gangliyonlar ise birleserek bir tek abdominal

gangliyonu olustururlar.

Pupadan yeni ¢ikan ergin bireyler acgik renkli, pigmentsiz ve uzun viicutludur. Fakat bir kag

saat icinde pigmentasyon gergeklesir ve koyulasirlar. Ayni1 zamanda bagslangigta kirisik olan

kanatlar1 agilarak normal ergin goriiniimiinii alirlar. Erkek bireyler bir iki saat iginde eseysel

olgunluga ulasirken, disi bireyler 6-12 saat (Keser 2010) sonra eseysel olgunluga erisirler ve

ciflesme yani dollenme olmaksizin yumurta birakabilirler. Ancak déllenmemis yumurtalar

acilmaz (McMillan et al. 1970, Ashburner and Thompson 1978).

Drosophila erginlerinde (Demirsoy 1992, Tepe vd. 2012);

Sindirim sistemi: Sindirim borusu ve yardimci organlar (agiz pargalari, tiikriik bezleri
ve labellar bezler) olmak {izere iki kisima ayrilir. Agiz parcalari, diger boceklere
nazaran biraz degisik olup, bazi parcalar1 kaybolmustur. Agiz parcalari, labrum,
kiigiilmiis maksillar ve biiylimiis olan labiumdan ibarettir. Mandibuller tamamen
kaybolmustur. Biitlin bu agiz pargalarina probosis adi verilir. Labrum ile labium
arasinda hypofarinks bulunur. Tiikriik bezleri ve labellar bezler buraya acilirlar.
Probissisin kaidesinde bir emme tulumbasi (cibarium) mevcuttur. Bir ¢ift tiikriik bezi
ortak bir kanalla hypofarinks’e acilir. Tiikriik kanallar1 hypofarinks’e varmadan bir
siskinlik (tiikriik pompasi) yapar. Agizla baslayan sindirim borusu (7 mm) bas ve
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toraks arasinda diiz bir boru halinde, abdomende ise biraz kivrimli olarak devam
ederek son abdomen segmentinde aniisle son bulur. On, orta ve son bagirsak olmak
lizere 3 kisima ayrilir. On bagirsak, bas ve protoraks bdlgesinde devam eden yemek
borusu, kursak ve kardia’y1 kapsar. Orta bagirsak mezotorakstan baslayip dordiincii
abdomen segmentine kadar devam eden mide veya ventrikulden ibarettir. Son bagirsak
ise 4-5. abdomen segmentlerinde antreior rektion, 5-10. abdomen segmentlerinde ise

posteridr rektum olmak tizere iki kisma ayrilir.

Dolagim sistemi: Bir dorsal damardan olusan agik dolasim sistemi bulunur. Bu
damarin, bas ve toraks bolgesine isabet eden 6n kismi aort, abdomende bulunan son
kismi ise kalp 6devini goriir. Kalp dort odacikli (1,1 mm) bir tiiptiir. Birinci odacik en
biiyiikk olup, 1-2. abdomen segmentleri boyunca devam eder. Ikinci ve iigiincii
odaciklar 3-4. segmentlerdedir. Dordiincii odacik ise 5-6. segmentin ortasina kadar
olan yeri isgal eder. Her odacigin yan taraflarinda bir ¢ift ostium vardir. Viicut
bosluklarinda dolasan kan, bu kisimlarindan kalbe girer. Kalbin cidar1 kaslardan
yapilmustir. Aort (1 mm) sindirim borusunun dorsalinde yer alir. Gangliyon ¢iftlerinin
arkasinda viicut bosluguna agilir. Ince bir kas aortun én ucunu pulsatil organa baglar.

Kan viicut bosluklarinda dolasir.

Solunum sistemi: Trakelerle olur. Bu sistemi dis ortama baglayan stigmalar, trake
borulari, kilcal trakeoller ve hava keselerinden olusur. ikisi mezo ve metatoraksta,
yedisi de 1-7. abdomen segmentlerinde bulunan dokuz ¢ift stigma vardir. Abdomende,
her stigma kisa bir spirakular trakeye acilir. Abdomende boydan boya uzanan iki
lateral trake vardir. Dorsalde de zikzak uzanan dorsal trake mevcuttur. Ik yedi
segmentle, dorsal segmental trake ¢iftleri, lateral ve dorsal trakeleri birlestirir. Birde
lateral ve dorsal segmental trakeden cikan viseral trake vardir. Toraksta trakelerden bir
kism1 hava keselerine doniismiistiir. Bunlardan ii¢ii, yani propleural, sternopleural ve
hypopleural keseler ayaklarin kaidesi iizerinde bulunurlar. Bunlar ayak trakelerini
verirler. On toraks stigmasi birinci keseye, son toraks stigmasi ise iigiincii keseye
acilir. Ikinci keselerde trakeleri verirler, ortada bir ¢ift parenterik hava kesesi vardir.
Basta bu parenterik keselerden ¢ikan bir servikal trake ¢ifti vardir. Bunlar tiger lateral
trake verir, iki ¢ift postokular hava kesesine agilir ve basin tepesinde dorsal hava
kesesi bulunur. Servikal trakeler, frontal ve postgenal keselere agilirlar. Sonuncu kese

maksillar ve alt dudaga trake gonderir.
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e Sinir sistemi: Bas ve toraks bolgesinde mevcut gangliyonlarla, periferik sinirlerden
ibaret olan merkezi sinir sistemi, sempatik (stomodeal) sistemden ibarettir. Merkezi
sinir sisteminin gangliyonlari, bas ve toraksta toplanmistir. Abdomende gangliyon
bulunmaz. Bastaki gangliyonlar petek gozler arasinda bulunur. Yemek borusunun
istlindeki subraoesophageal ve altindaki supoesophageal gangliyonlardan ibarettir.
Birinci median bir protoserebrum ve lateral bir ¢ift optik lop, 6nde anten sinirlerinin
ciktigr  bir deutoserebrum ve korelmis bir tritoserebrum’u kapsar. Toraks
gangliyonlari, abdomen ve torasik gangliyonlar olmak iizere iki kisima ayrilir. Toraks
gangliyonundan, protoraks kaslarina ve duyu organlarina, kanatlara ve halterlere giden
ti¢ ¢ift dorsal sinir, her ii¢ bacak ¢iftine giden ii¢ ¢ift ventral sinir ve anterior, posteridr
stigmalara giden {i¢ ¢ift sinir ¢ikar. Abdomen gangliyonundan da birinci, ikinci
abdominal sinirler ve median abdominal sinir c¢ikar. Sempatik (viseral) veya
somatogastrik sinir sistemi ise yemek borusu ile aort arasindaki bir ¢ift stomodeal
gangliyondan ibarettir. Bunun 6n kismindan ¢ikan iki sinirden biri yemek borusuna
digeri de protoserebrum’a gider. Stomodeal gangliyonunun arka tarafindan da bir ¢ift

sinir ¢ikar.

e Bosaltim sistemi: Dort tane uglar1 kapalt malpighi tiipinden (2 mm) olusurlar. Bir ¢ifti
viicudun 6n tarafina dogru uzanir (anterior ¢ift), diger ikisi ise (posterior ¢ift) arka
tarafa dogru yonelirler. Anteridr ve posterior malpighi tiipleri kendi aralarinda
birleserek, iki tiip halinde orta bagirsak ile son bagirsagin birlestigi yerde bagirsaga

acilirlar.

BA’in D. melanogaster’in yasama, gelisim, esey orani, Omiir uzunlugu, yumurta verimi ve
acilma orani yaninda, larva, pup, ergin evrelerinde ve disilerin yumurtalarinda, ergin evre
sonrasinda erkek ve disi bireyler ve disilerin yumurtalarinda MDA ve PCO miktar ile
antioksidan enzimlerden GST aktivitesi lizerine etkileri incelenmistir. Oksidatif etkiye karsi
bocegin gelisim evrelerinde antioksidan enzimlerin aktiviteleri ile esey orani ve erginlerin

Omiir uzunlugundaki degisimler belirlenmistir.
Kullanilan inorganik insektisit BA’in D. melanogaster’in baz1 biyolojik ozellikleri ile

enzimatik antioksidan sistemi {izerine oksidatif etkilerinin arastirilmasi, diger organizmalar ile

ilgili yaslanma siirecine de bir 151k olacaktir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1. D. MELANOGASTER KULTURUNUN DEVAMI

D. melanogaster (Meigen)’in Oregon R soyu (Diptera: Drosophilidae) yabanil tip (W1118,
wild type) ergin bireyleri Cek Cumhuriyeti Masaryk Universitesinden RNDr. Pavel Hyrsl
tarafindan laboratuvarimiza getirilerek boliimiimiiz laboratuvarinda 250 ml’lik cam siselerde
yapay besin ile yetistirerek stok kiiltiir olusturuldu. Kiiltiiriin devami bdcegin yumurtadan
yeni ¢ikmig 1. evre larvalarinin yapay besinde aseptik olmayan sartlarda ergin evreye kadar
beslenilmesi ile saglandi. Kiiltiiriin devami ergin bireylerin besine yumurta birakmasi,
yumurtalarin acilarak larva (3 larva evresi) ve pup evresini gegirdikten sonra tekrar ergin hale
gelmesi ve ergin olan bireylerin yeni bir kiiltiir kabina aktarilmasiyla gergeklestirildi. Kiiltiir
25 + 2 °C ve % 60-70 bagil neme ayarl inkiibatdrde (Niive Cooled) 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik fotoperiyot sartlarinda yiiriitiildii. D. melanogaster kiiltiiriiniin laboratuvar sartlarinda
devamini saglamak icin patates ve siikroz iceren yapay besin kullanildi (Rogina et al. 2000,
Lesch et al. 2007). D. melanogaster kiiltiirinlin devami i¢in kullanilan bu besin ayn1 zamanda
BA’in bocek iizerindeki etkisini incelemek amaciyla yiiriitiilen beslenme deneylerinde de

kontrol besini olarak kullanildi.

Besin;

e {8 g agar- agar,

e 20 g D-Siikroz,

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

e 0,8 g L-Askorbik asit,

e FEtanolde % 3.5’lik nipajin (p-hidroksibenzoik asit metil ester, kristal) ¢ozeltisinden
7,72 ml,

e 36 g patates piiresi (Knorr, Unilever Sanayi ve Ticaret Tiitk A. S. Umraniye, Istanbul),
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e 1000 ml saf sudan olusmaktadir.

Agar, siikroz ve kuru mayanin gerekli miktarlar1 tartilarak tizerine 600 ml su ilave edildi ve
kaynar su banyosunda kaynatildi. Patates piiresi 400 ml saf suda ¢oziilerek kaynamakta olan
ilk karigima ilave edildi. Karisimin sogumasi icin beklendi. Besin tam olarak katilagmadan bir
siire 6nce askorbik asit ve nipajin ¢ozeltisi belirli bir 1s1ya (30-40 °C) kadar soguyan besine
ilave edildi ve homojen bir karisim olusturuldu. Hazirlanan besin 150 ml’lik cam siselere (50
x 100 mm) yaklasik 1/3’ne kadar dolduruldu ve yarim saat besinin katilagsmasi i¢in beklendi

(Sekil 3.1).

Sekil 3.1 D. melanogaster’in kiiltiir besini.

Kavanozun ig¢ine konulacak disilerin birakti§i yumurtalardan agilan larvalarim pup
olabilmeleri i¢in 3—4 cm eninde kesilmis uzun ince filtre kagitlar1 birakild1 (Ko¢ ve Giilel
2006). Kavanozlarin igine 10—15 adet disi ve erkek birey birakilarak kavanozun agzi temiz
pamukla (hidrofil pamuk) kapatildi. Gelisimlerini tamamlayan olgunlasan larvalarin (3. evre)

pup ve ergin olmalari i¢in beklendi.

Bu sekilde hazirlanan cam besin siselerinde disilerin biraktigr yumurtalardan puplar
goriilmeye baslandig1 zaman, deneme kaplarina baslangigta konular erginler ¢ikarilip bunlar

ayni besini iceren yeni bir deneme kabina konuldu (Ko¢ ve Giilel 2006). Kiiltiir siselerine
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konulan besinler yedi giinde bir degistirildi. Bu erginlerin biiyiikk bir ¢ogunlugu bocek
kiiltiriiniin devami, baz1 erginler ise BA ile ilgili beslenme ¢alismalar1 i¢in gerekli
yumurtalarin elde edilmesinde kullanildi. Bu islemlerin uygulanmasinda Roberts (1986)’1n

kullandig1 yontemler temel alinip, bir dl¢lide degistirilerek uygulandi.

3.2 BORIK ASIiTiN DENEYLERDE KULLANILMASI

Bu calismada denenen BA (% 99, H3BO;) Ulusal Bor Arastirma Enstitiisii’den temin edildi.
BA’in besine ilave edilmesi ile yiiriitiilen beslenme deneylerinde 1000 ml besine 10, 100, 200,
300 mg diizeyinde BA ilave edildi. BA suda ¢6ziildiigli i¢in bu miktarlar, besinin hazirlanmasi
sirasinda besinin katilasmasindan (3040 °C) bir siire dnce dogrudan besine ilave edildi. D.
melanogaster i¢in kontrol besini (BA icermeyen) haric BA’in farkli konsantrasyonlari
denendi. Kontrol deneylerinde ise yalnizca BA igermeyen besin kullanildi. Bu ¢alismada
denenecek BA konsantrasyonlarinin belirlenmesinde; Yang et al. (2000 a, b), Cisneros et al.
(2002), Gore et al. (2004), Ali et al. (2006) tarafindan tarimsal ve halk sagligi yoniinden
zararli baz1 bocek tiirleri ile yapilan 6nceki ¢alismalar, B ve ¢esitli B tiirevleri ile Drosophila
lizerinde yapilan ¢alismalar (Massie 1994, Espinoza-Navarro et al. 2009) temel alindi. Bu
calismalarin 1g18inda denenecek konsantrasyonlarin araligini belirlemek amaciyla ayrica BA
ille ©On beslenme deneyleri yapildi. Boceklerin ergin  evreye kadar gelisimini
tamamlayabilecegi konsantrasyon araliklar1 belirlendi. BA’in D. melanogaster iizerindeki
konsantrasyonlari belirlenerek bocegin yumurtadan ergin evreye kadar yasama, gelisimi, esey
orani, ergin omiir uzunlugu, disilerin yumurta verimi ve acilma orani ile ayrica 3. larval evre,
pup, ergin evrelerinde, disilerin yumurtalarinda ve ergin 6miir uzunlugunda MDA ve PCO

miktar1 ve antioksidan enzimlerden GST aktivitesine etkisi incelendi.

3.3 KULLANILAN KiIMYASALLAR

Fenilmetilsiilfonil fluoriir (PMSF), ditiyotreitol (DTT), B-nikotinamid adenin diniikleotit
fosfat (NADPH), butillenmis hidroksitoluen (BHT), sigir serum albumin (Bovin serum
albumin, BSA), Folin-Ciolcalteu reaktifi, etilendiamintetraasetik asit (EDTA), tiyobarbitiirik
asit (TBA), trikloroasetik asit (TCA), guanidine hidroklortir, 2,4 dinitrofenilhidrazin (DNPH),
streptomisin siilfat, dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPO,), Triton X-100, pyrogallol, redukte
glutatyon (GSH), 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), H,0,, gliserol, etanol (ACS reagent, >
% 99,5), sodium kloriir (NaCl), potasyum kloriir (KCL), feniltiyoiire (PTU), agar-agar
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(Ultrapure), D-Siikroz (Sigma Ultra, > % 99), L-Askorbik asit (Sigma Ultra, > % 99), p-
hidroksibenzoik asit metal ester Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)’ten satin alindi. BA Eti
Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigiinden (Ankara, Tiirkiye) hediye olarak temin edildi.

3.4 YASAMA, GELISME VE ESEY ORANI iLE ILGILi BESLENME DENEYLERI

Farkli konsantrasyonlarda BA’in ergin evreye kadar D. melanogaster’in yasama ve gelisimine
etkisini incelemek i¢in patates piiresi ve siikroza dayali yapay besini kullanildi (Rogina et al.
2000, Lesch et al. 2007). BA’in denenen miktarlart mg/L olarak besinlerin hazirlanmasi
sirasinda besin katilasmadan (30-40 °C) bir siire 6nce ilave edilerek homojen olarak karismasi
saglandi. Daha sonra kontrol besini ve BA’i iceren diger besinler uygun besin kaplarina (150
ml’lik sigeler, 50 x 100 mm) taksim edildi. Her bir besin i¢in 50 larva kullanildi ve deneyler
dorder defa tekrarlandi. Larvalar farkli konsantrasyonlarda BA karisimlarini iceren besinlere
birakildiktan sonra gelisimlerini tamamlayan olgun D. melanogaster larvalarmin (3. evre
larvalar) pup olmalari i¢in beklendi. Yumurtadan itibaren ergin evreye ulasan bireylerin oran,
ergin evreye ulagmasi i¢in gecen siire (giin) kaydedildi. Denemede kullanilan erginlerin esey
ayrimi, erginlerinin viicut biiyiikliigiine ve abdomenlerinin son segmentindeki genital yapiya
gore yapildi. Ayrica BA’in belirlenen konsantrasyonlarini igeren besinler ile beslenerek ergin
evreye kadar yetistirilen bocegin 3. larval evresi, pup ve ergin (disi ve erkek) bireyleri
diseksiyon mikroskobu altinda morfolojileri incelendi, anormallikler not edildi ve

goriintiilendi.

3.5 DISILERIN YUMURTA VERIMi, ACILMA ORANI VE ERGIN OMUR
UZUNLUGU iLE iLGILi DENEYLER

BA’in D. melanogaster’in Omiir uzunlugu, yumurta verimi ve ag¢ilma oranina etkisini
belirlemede iki farkli deney grubu yiiriitiildii. Birinci grup deneyde BA’in denenen
konsantrasyonlarini iceren besinler ve kontrol besini ile yetistirilen erginler hayatta kalma
stireleri boyunca BA icermeyen normal besinler (kontrol besini) ile beslendi. Bu ¢alismanin
ikinci grubunda BA’in denenen konsantrasyonlarini i¢eren besinler ile yetistirilen bu erginler
hayatta kalma siireleri boyunca denenen BA konsantrasyonlarini i¢eren besinler ile beslendi.
Ikinci grupta kontrol besini ile yetistirilen erginler ise BA igermeyen normal besin ile

beslendi.
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Birinci grup deneyde farkli konsantrasyonlarda BA karigimlarinin yapay besinle yetistirilen
D. melanogaster disilerinin yumurta verimine etkisini incelemek i¢in yumurtadan yeni ¢ikan
larvalar bu inorganik insektisitin farkli miktarlarin1 iceren yapay besinler ile ergin evreye
kadar yetistirildi. Her bir deney i¢in ayni yasta, ciftlesmemis 25’er adet disi ergin kullanildi ve
deneyler dorder defa tekrarlandi. BA’in denenen konsantrasyonlarini igeren besinler ve
kontrol besini ile yetistirilen bu erginler hayatta kalma siireleri boyunca BA icermeyen normal
besinler ile beslendi. Yumurta verimi ve agilma orani ile ilgili ikinci bir seri deney yliriitiildii.
Bu seride BA’in denenen miktarlarini igeren besinler ile yetistirilen disiler yasadiklar1 siire
boyunca yine BA’in denenen miktarlarint igeren besinler ile beslendi. Bu grupta kontrol
besini ile yetistirilen erginler ise deney siiresince BA icermeyen normal besin ile beslendi.
Disiler tarafindan birakilan yumurtalar siyah bir zemin {izerine konulan petri kutusu i¢inde
sayildi. Her iki deney serisinde disilerin hayatta kaldiklar1 siire boyunca biraktiklar:
yumurtalar sayilarak yumurtalarin agilmasi igin stok kiiltiiriin devam ettirildigi ortam
sartlarinda bekletildi. Yumurta {iretimi, bir glinde disi basina birakilan yumurta sayisi ele
alimarak degerlendirildi ve disinin verimliligi olarak ifade edildi. Her giin acilan larvalar yine
siyah bir zemin iizerinde sayilarak ortalama sayist kaydedildi ve yumurtalarin a¢ilma orani

(fertilite) tespit edildi.

Farkli konsantrasyonlarda BA’in ergin bireylerin 6miir uzunluguna etkisini belirlemek i¢in
yumurtadan yeni ¢ikmis D. melanogaster larvalari BA’in miktarlarini igeren yapay besinler
ile ergin evreye kadar beslendi. Her bir deney i¢in ayn1 yasta, 25’er adet erkek ve disi ergin
kullanildi ve deneyler dorder defa tekrarlandi. BA’in denenen konsantrasyonlarini igeren
besinler ve kontrol besini ile yetistirilen bu erginler hayatta kalma siireleri boyunca BA
icermeyen normal besinler ile beslendi. Ergin 6miir uzunlugu ile ilgili ikinci bir seri deney
daha yiiriitiildii. Bu seride BA’in denenen miktarlarini i¢eren besinler ile yetistirilen erginler
yasadiklar siire boyunca BA’in denenen miktarlarini igeren besinler ile beslendi. Bu grupta
kontrol besini ile yetistirilen erginler ise deney siiresince BA icermeyen normal besin ile
beslendi. Bu erginler stok kiiltiirlin devam ettirildigi ortam sartlarinda birakildi. Kontrol ve
uygulama grubundaki erginler, her giin belirli saatte kontrol edilerek Olen bireyler
kaydedilerek ortamdan uzaklastirildi. Yasayan bireyler i¢inde besin bulunan yeni kaplara

aktarildi. En son erginin oliimiine kadar her erginin 6miir uzunlugu stiresi belirlendi.

Kontrol ve BA karisimlarinin D. melanogaster lizerindeki etkisinin arastirildigi beslenme

deneylerinin hepsinde yasama ve gelisim deneyleri i¢in larvalarin beslendigi kaplar, dmiir
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uzunlugu ve yumurta verimi i¢in erginleri iceren kaplar kisa bir giinliik inceleme periyodu
hari¢ siirekli olarak stok Kkiiltiirlin devam ettirildigi ortam sartlarinda bekletildi. Besinin
hazirlanmasi, yumurta birakmasi i¢in ergin bireylerin besinlere aktarilmasi hari¢ beslenme
deneylerinin tiimii boceklerin yine stok kiiltiiriiniin yetistirildigi sartlarda yiiriitiildii. Besinin
hazirlanmasi, yumurtalarin elde edilmesi, bu yumurtalardan ¢ikan larvalarin besine agilanmasi

islemleri tamamen aseptik olmayan sartlarda yapildi (Kog ve Giilel 2006, Uysal vd. 2009).

3.6 ORNEKLERIN HAZIRLANMASI VE BiYOKIMYASAL ANALIZLER

D. melanogaster’in yumurtadan yeni ¢ikmis larvalar1 (1. evre larvalari) BA’in belirlenen
konsantrasyonlarini (kontrol, 10, 100, 200, 300 mg/L) igeren besinler ile ergin evreye kadar
yetistirildi. Lipid peroksidasyonu iiriini MDA ve PO f{iriini PCO miktar1 ile antioksidan
savunma sisteminin dnemli enzimlerinden olan GST aktivitesi son larva evresi (3.evre), pup
ve ergin evrede belirlendi. Ayrica BA’in D. melanogaster’in ergin evre sonrasinda MDA,

PCO miktar1 ve GST aktivitesini belirlemede iki farkli grup deney yiiriitiildii;

e Birinci grup deneyde BA’in denenen konsantrasyonlari ile yetistirilen larvalardan elde
edilen erginler, BA’in denenen konsantrasyonlarini iceren besinlerle 10 giin siireyle
beslendi. Disi, erkek erginler ve disilerin yumurtalarinda MDA, PCO miktarlar1 ve
GST aktivitesi tespit edildi.

e ikinci grup deneyde ise BA’in denenen konsantrasyonlari ile yetistirilen larvalardan
elde edilen erginler, BA igermeyen kontrol besiniyle 10 giin siireyle beslendi. Disi,
erkek erginler ve disilerin yumurtalarinda MDA, PCO miktar1 ve GST aktivitesi tespit
edildi.

Alman ornekler, soguk homojenizasyon tamponu (% 1,15 KCL, 25 mM K,HPO4, 5 mM
EDTA, 2 mM PMSF, 2 mM DTT, pH: 7,4) bulunan tiipe konuldu ve -80 °C de saklandi.
Tiiplere fenol oksidaz aktifligini 6nlemek ic¢in birka¢ PTU kristali konuldu. Kullanilmadan

once bu tiipler oda sicakliginda bekletilerek ¢coziinmesi saglandi.

D. melanogaster’in larva, pup ve erginlerinin ekstraksiyonu, homojenizasyon tamponu
icerisinde ultrasonik homojenizator (Bandelin Sonoplus, HD2070, Berlin, Germany)’de + 4

°C 10’ar saniyelik siireler ile iicer defa (30 W, 10 sn) yapildi. Daha sonra homojenatin bir
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kismi 1000 x g’de 15 dk siire ile + 4 °C’de santrifiij (Hettich Zentrifugen Mikro 200R,
Germany) edildi. Siipernatant MDA ve total protein analizleri i¢in kullanildi. Elde edilen
homojenatin diger kismi 16000 x g’de 20 dk santrifiijlenerek GST tayini yapildi. PCO tayini
icin homojenizasyon tamponu ile homojenize edilen 6rneklerin + 4 °C’de 1000 x g’de 10 dk
santrifiij edilmesi ile elde edilen st sivi kullanildi. MDA ve PCO miktar1 ve GST enzim
aktivitesi spekstroskobik (Shimadzu 1700, UV/VIS Spektrofotometre, Kyoto, Japan) yontem
ile belirlendi. Biyokimyasal analizlerde 20 larva, 20 pup, 20 disi, 20 erkek ergin ve 200
yumurta kullanilarak dort defa tekrarlandi. Protein miktari, standart olarak BSA proteini
kullanilarak belirlendi (Lowry et al. 1951).

3.6.1 Malondialdehit (MDA) Miktarinin Tayini

532 nm’de TBA ile reaksiyona giren LPO son iiriinii olan MDA miktarmin dlgmii Jain ve
Levine’nin kullandig1 metod temel alinarak (Jain and Levine 1995) yapildi. Dokular, {i¢ kati
kadar % 1,15’lik KCl ile ultrasonik homojenizatérden gegirilerek (10 sn, 30 W) (Bandelin
Sonoplus, HD2070, Berlin, Germany) iyice par¢alandi. Homojenize edilen 6rneklerden 200 pl
alarak 800 pl pH 7,4 olan fosfat tamponu (18 mM NaCl, 18 mM Na,HPO,), 25 ul 0,04 M
BHT ve 500 pl % 30’luk TCA eklendi. Vortekslendikten sonra 2 saat karanlikta buzun
icerisinde bekletildi. Sonra 15 dk + 4 °C, 5000 x g’de santrifiij edildi. Tiiplerin iist sivisindan
1 ml alinarak iizerine 0,1 M’lik EDTA ve % 1°lik TBA ilave edildi ve kaynar su banyosunda
45 dk bekletildi. Kaynar su banyosundan ¢ikarilan 6rnekler oda 1sisina gelmesi i¢in bir siire
beklendikten sonra spektrofotometrede 532 nm’de absorbansi okundu. Sabit kat say1, 1,56 x

10° M em™, kullanilarak LPO fiiriinii olan MDA miktari nmol/mg protein olarak verildi.

3.6.2 Protein Karbonil (PCO) Miktar1 Tayini

Kuvvetli asit ortamda (2 M HCI) proteinlerdeki karbonil gruplarinin 2,4 DNPH ile kararlt
bilesik olan 2,4-dinitrofenilhidrazon olusturmasi ve bu {iriinlerin 370 nm’de Ol¢lilmesine
dayanan PCO miktarinin tayini, Levine et al. (1994)’in metodu temel alinarak yapildi
(Krishnan and Kodrik 2006). Orneklere homojenizasyon tamponu (% 1,15’lik KCL, 25 mM
K;HPO4, 5 mM EDTA, 2 mM PMSF, 2 mM DTT, pH: 7,4) eklenerek + 4 C’de ultrasonik
homojenizatérde (10 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) iyice
pargalandi. Homojenatin kaba pargalarini uzaklastirmak igin + 4 °C’de 1000 x g’de 10 dk
santrifiij (Hettich Zentrifugen, Mikro 200 R sogutmali santrifiij) edildi. Ust sividan 400 pl
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almip 44,4 ul % 10’luk streptomisin siilfat ilave edilerek 37 °C’de 15 dk benmaride bekletildi.
Daha sonra niikleik asitlerin ¢oktiiriilmesi icin 8000 x g’de + 4 °C’de santrifiij edildi. Tiiplerin
{ist stvisindan 200 pl alinarak tizerine 800 ul 10 mM 2,4 DNPH eklendi ve 37 °C’de 15 dk
belirli aralilar ile ¢alkalamak suretiyle beklendi. Daha sonra buz iizerinde tiiplere 700 ul %
20’lik TCA ilave edilerek 10 dk bekletildi. Olusan 2,4-dinitrofenilhidrazon bilesiklerinin
coktiiriilmesi icin + 4 °C’de 10000 x g’de 10 dk santrifiij edildi. Ust siv1 atilarak ¢okiintii
tizerine 1 ml etanol: etil asetat karigimi (1:1) ilave edildi ve vorteks ile yavagca homojenize
edildikten sonra 10000 x g’de + 4 °C’de santrifiij edilerek iist sivi tekrar atildi. Bu islem 3
defa tekrarlandi. En son santrifiijleme isleminden sonra ¢okiintiiniin ¢oziilmesi i¢in 6rnegin
{izerine 2,5 ml 6 M guanidin hidrokloriir ilave edilerek 37 °C’de 10 dk karistirilmak suretiyle
cokiintii iyice ¢ozildii. Toplam protein analizinde kullanilmak i¢in bu homojen ¢ozeltiden 150
ul’si alindi. Karisimin kalan bolimii +4 °C’de 10000 x g’de 10 dk santrifiij edilerek
¢oziinmeyen kaba partikiillerin ¢okmesi saglandi. Ust sivi 370 nm’de spektrofotometrede kor
tiipe kars1 absorbansi (Shimadzu 1700 UV/Vis, Kyoto, Japan) okunarak PCO miktar1 22,000

M em™ kat sayis1 kullanilarak nmol/mg protein olarak verildi.

3.6.3 Glutatyon-S-transferaz (GST) Enzimi

Habig ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen metoda gore (Habig et al. 1974); GST (EC
2.5.1.18) enzimi tarafindan substrat olarak kullanilan CDNB, GSH ile konjuge edilerek
glutatyonun oksidasyonu sonucunda 340 nm’de Ornegin absorbansinin yiikselmesine bagl
olarak GST tayini yapildi. GST aktivitesinin 6l¢iilmesi i¢in 3 ml’lik cam kiivetlere 2,5 ml 50
mM fosfat tamponu, 200 pl 20 mM GSH, 150 pl homojenize edilen 6rnegin slipernatant1 ve
150 pul 25 mM CDNB eklenerek enzimatik reaksiyon baglatildi. CDNB’nin GSH ile
reaksiyona girerek tioether yapisini olusturmasi absorbansi yiikseltmektedir, bunun igin
yiikselen absorbans spektrofotometrede 340 nm’de 2 dk boyunca okundu. Enzim aktivitesi
340 nm’de (&340 9,6 mM/cm) 1 dk’da siipernatantta bulunan 1 mg toplam protein basina
olusturulan tioether miktar1 olarak hesaplandi ve enzimin spesifik aktivitesi pmol/mg

protein/dk olarak verildi.

(G5T)

keenobiyatik + O EH kzenobiyotik — GEH konjugasyonu
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3.6.4 Total Protein Tayini

Elde edilen siipernatantlardan enzimlerin spesifik aktifligini (GST), MDA miktarlarini
hesaplamak igin Folin-Lowry metoduna gére toplam protein tayini yapilmistir. Orneklerin
absorbansi spektrofotometrede 600 nm’de Olgiilerek toplam protein miktar1 tespit edildi
(Lowry et al. 1951). Farkli konsantrasyonlarda BSA ¢ozeltileri hazirlanarak bir standart grafik

olusturuldu ve toplam protein miktarlar1 bu standart grafige gore hesaplandi.

PCO analizi yapilan 6rneklerin toplam protein tayini 6 M guanidin hidrokloriir ile ¢oziilen
homojen karigimdan alman 150 pl’ye 1350 pl guanidin hidrokloriir eklenerek 1:10 oraninda
sulandirildi. Orneklerin absorbansi kér tiipe karst 280 nm’de spektrofotometrede olgiildii.
BSA standart ¢ozeltileri (12,5-1600 mg/100ml) 6 M guanidin hidrokloriir ile hazirlanrak

standart grafik olusturuldu ve toplam protein miktar1 bu grafige gore hesaplandi.

3.7 VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Farkli konsantrasyonlarda BA’in D. melanogaster’in yasama orani ve gelisimi iizerindeki
etkileri 3. larval evre, pup ve ergin evreye ulasan bireylerin yiizdesi ve bu evreye ulasmak igin
gecen ortalama siire (giin) dikkate alinarak degerlendirildi. Ergin bireylerin 6miir uzunluguna
etkisi erginlesen bireylerin hayatta kaldiklar1 giin olarak ortalama siire (6miir uzunlugu)
belirlenerek degerlendirildi. Farkli konsantrasyonlarda BA’in, bdceklerin enzimatik
antioksidan kapasitesine, LPO ve PO diizeyi iizerine etkilerinin degerlendirilmesinde ise son
larva evresi, pup, ergin evre ve disilerin yumurtalarindaki GST enzimi ile LPO {iriinlerinden
MDA miktarindaki ve PO firiinii PCO bilesiklerindeki degisimler dikkate alindi. Gelisme
stiresi, erginlerin Omiir uzunlugu, MDA ve PCO miktari, GST aktivitesi ile ilgili verilerin
degerlendirilmesinde tek yonlii “Varyans Analizi” (ANOVA) (SPSS 1997), ortalamalar
arasindaki farkin 6nemini saptamak i¢in “LSD Testi” (SPSS 1997), yasama ve esey orani ile
ilgili verilerin degerlendirilmesinde ise “y* (Chi square) Testi” (Snedecor and Cochran 1967)
kullanildi. Her konsantrasyon i¢in larva-pup-ergin evrelerinin MDA ve PCO miktar1 ve GST
aktiviteleri arasindaki farklari tespit etmek i¢in “Kruskal-Wallis testi” kullanildi. Ayrica, her
konsantrasyon icin disi ve erkek ergin evreler arasinda meydana gelen degisikliklerin
belirlenmesinde “Mann Whitney U testi” kullanildi. Ortalamalarin 6nemi 0,05 olasilik

seviyesinde degerlendirildi.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1. BORIK ASITIN D. MELANOGASTER LARVALARININ YASAMA, GELiSME
VE ESEY ORANINA ETKIiSI

BA igermeyen kontrol besinine gore BA’in denenen konsantrasyonlarini igeren besinler
bocegin 3. evreye ulasan larva, pup ve ergin olma oranin1 6nemli derecede diisiirmiistiir.
Kontrol besininde % 74,00 + 1,41 oraninda ergin elde edilmesine ragmen BA’in denenen en
diisiik konsantrasyonu olan 10 mg’in1 iceren besin bu orant % 54,98 + 6,73’e indirmistir.
Benzer sekilde BA’in 100 ve 200 mg’in1 igeren besinler de ergin olma oranini sirastyla %
41,00 £ 5,94 ve % 37,10 £ 8,62’ye onemli derecede diisiirmiistiir. BA’in denenen bu diisiik
konsantrasyonlart (10, 100, 200 mg/L) bécegin ergin dncesi gelisme siiresi lizerinde 6énemli
bir etki yapmamustir. Ancak BA’in 200 mg/L’1 ergin olma siiresini 8.81 + 0,49 gilinden 9,46 +
0,31 giine 6nemli derecede uzatmistir. BA’in denenen en yiiksek besinsel konsantrasyonu
(300 mg/L) ergin evreye ulasan birey sayisini kontrole gore yaklasik {i¢te bir oraninda 6nemli
derecede diisiirmiistiir. Bu besinden % 22,50 + 6,83 oraninda ergin elde edilebilmistir
(Cizelge 4.1.1). BA’in en yiiksek besinsel konsantrasyonu bocegim tiim evrelerinde gelisme

stiresini ortalama 2 giin 6nemli derecede uzatmustir.

BA igermeyen kontrol besininden % 74,00 + 1,41 oraninda ergin elde edilmis olup bu
erginlerin % 37,51 + 4,61’si erkek, % 62,49 + 4,61’si disidir. BA’in denenen
konsantrasyonlarini igeren besinler erkek olma oranini arttirirken disi birey oranini 6nemli
derecede diisiirmiistiir. BA’in 300 mg/L’1n1 igeren besin de erkek oram1 % 61,25 + 15,04, disi
orani ise % 38,75 + 15,04 (Cizelge 4.1.1) olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1.1 Borik asitin D. melanogaster larvalarinin yagsama, gelisimi ve esey oranina etkisi.

3.evreye ulasan  3.evreye ulasma Pup olma Pup olma Ergin olma Ergin olma Esey oran1 (%)
Borik asit
. larva orani (%) stiresi (glin) orant (%) stiresi (giin) orant (%) stiresi (giin) Erkek Disi
(mg/L besin)
(Ort' £S.H)"  (Ort +S.H) (Ot £ SH)Y (Ot +SH)" (Ot +SH)" (Ort' £+SH) (Ort'+S.H)" (Ort"+ S.H)f
0,00° 97,00+ 2,60a 3,80+ 0,43a 90,50 +3,11a  480+044a 74,00+1,4la 8,81 £0,49a 37,51+ 4,6la 62,49+ 4,6la
10 70,77+ 8,73b  3,94+0,27a 64,76 +7,59b 4,98 +0,29a  5498+6,73b 9,16 £0,23a 39,33+ 4,0la 60,67+ 4,0la
100 54,00+ 6,96c  4,44+0,28a 45,50 £5,97¢c 522+0,23a  41,00+594c 9,32 £0,35a 40,58 + 3,90ab 59,42 + 3,90ab
-
= 200 50,61 +£10,70c 4,57 +0,22a 44,61 £9,35¢ 548 +0,19a  37,10+8,62c 9,46 +0,31ab 36,65+ 5,07a 63,35+ 5,07a
300 58,00+ 6,20c  5,82+0,45b 47,00+ 5,50¢ 6,83+042b  22,50+6,83d 10,98 +0,70b 61,25+ 15,04b 38,75 + 15,04b

"Dart tekrarin ortalamasi, her bir tekrar i¢in 50 larva kullamldi.

fAym siitunda ayni harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (% testi, LSD Testi)
YKontrol besini (Borik asit igermeyen)



BA i¢ermeyen kontrol besine gore BA’in denenen konsantrasyonlarini igeren besinler (300
mg/L harig) 3. evre larvalari, pup ve ergin bireyler iizerinde morfolojik olarak dnemli bir etki
yapmamustir. Fakat 300 mg/L BA’le beslenen bocegin 3. evre larvalart ve puplarinda kontrol
besinine gore morfolojik yonden sindirim kanalinda ve deride koyu bir pigmentasyon tespit

edilmistir (Cizelge 4.1.2).

Cizelge 4.1.2 Borik asitin farkli konsantrasyonlarini iceren yapay besinler ile yetistirilen D.
melanogaster’in farkli gelisim evreleri (X 500 um).

Borik 0,08 10 100 200 300
asit mg/Litre besin mg/Litre besin mg/Litre besin mg/Litre besin

3. evre

larva
o I I I

- l

Erkek

e ."".'-_ B
B . .

YKontrol besini (borik asit icermeyen)
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4.2. BORIK ASITIN D. MELANOGASTER’iN OMUR UZUNLUGU,
YUMURTA VERIMi VE ACILMA ORANINA ETKIiSi

Bu ¢aligmanin birinci grubunda BA’in denenen konsantrasyonlarini igeren besinler ve kontrol
besini ile yetistirilen erginler hayatta kalma siireleri boyunca BA i¢ermeyen normal besinler

ile beslenerek dmiir uzunlugu, yumurta verimi ve agilma orani belirlendi.

BA’in denenen konsantrasyonlarini iceren besinler BA igermeyen kontrol besini ile
karsilastirildiginda erkek erginlerin 6miir uzunlugu iizerinde istatistiksel olarak dnemli bir etki
olmamustir. BA igermeyen kontrol besininde erkek erginler 30,06 = 1,01, disiler 30,33 + 4,05
giin yasamislardir. Boylece erkek ve disiler yaklasik 30 giin ile ayni siire hayatta kalmislardir.
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda BA’in 200 mg’indan itibaren disi dmiir uzunlugu 6nemli
derecede kisalmistir. BA’in 300 mg’1 ile beslenen disilerin 6miir uzunlugu yaklagik 15 giin

kisalarak 14,96 + 4,49 giine inmistir (Cizelge 4.2.1).

BA igermeyen kontrol besinine gore, BA’in denenen yiiksek miktarlarini igeren besinler bir
giinde disi bagina birakilan yumurta sayisimi diisiirmiis, ancak bu diisme kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli olmamistir. Kontrol besininden elde edilen disilerden 11,67 + 1,72
yumurta elde edilmis olup, bu sayr BA’in en yiiksek konsantrasyonu olan 300 mg’1 ile
yetistirilen digilerin yumurta verimi istatistiksel agidan 6nemli olmayan derecede azalmis olup
yumurta sayisi disi basina bir giinde 7,02 + 3,68’¢ diismiistiir. BA i¢cermeyen kontrol besini ile
yetistirilen disilerin biraktigi yumurtalarin % 91,55 £ 6,141 acilmistir. BA’in disiik
konsantrasyonlart (10 ve 100 mg/L) kontrol besine gore karsilastirildiginda yumurta agilimi
tizerinde istatistiksel acidan etkili olmamistir. BA’in 100 mg’in1 i¢eren besin, yumurtalarin %
76,92 + 3,75’sinin agilmasina neden olmustur. BA’in 300 mg’in1 igeren besinde agilma orani

% 51,35 £ 15,31’e kadar 6nemli derecede azalmistir (Cizelge 4.2.1).
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Cizelge 4.2.1 Borik asitin D. melanogaster larvalarinin ergin 6miir uzunluguna etkisi.

Borik asit

Ergin 6miir uzunlugu (giin)"

Yumurta verimi

Agilma orani

Erkek Disi (yumurta sayis1/giin/disi) (%)
(mg/L besin) ’ . + x n
(Ort' + SH)'  (Orf + S.H)' (Ort = S.H) (Ort + S.H)
0,00° 30,06 + 1,01a 30,33 +4,05a 11,67+ 1,72a 91,55 + 6,14a
10 28,17 +4,58a 31,05+4,35a 11,57+ 3,11a 90,74 + 4,82a
100 29,88 +£3,40a 32,87 +2,16a 10,32 + 1,83a 83,90 + 7,20a
200 30,59 £2,19a 26,92 + 3,39ab 11,09+ 2,90a 76,92 + 3,75ab
300 29,56 £2,39a 14,96 + 4,490 7,02 £ 3,68a 51,35+ 15,31b

"Dart tekrarm ortalamasi, her bir tekrar i¢in 25 ergin kullanildi.

TAyn1 stitunda ayni1 harfi i¢ceren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).

*Kontrol besini (Borik asit icermeyen).
"Erginler normal besin ile beslendi



Bu calismanin ikinci grubunda BA’in denenen konsantrasyonlarini igeren besinler ile
yetistirilen erginler hayatta kalma siireleri boyunca BA igeren besinlerle kontrol besininden
elde edilen erginler ise BA igermeyen normal besin ile beslenerek émiir uzunlugu, yumurta

verimi ve agilma orani belirlendi.

BA’in denenen konsantrasyonlarini igeren besinler BA icermeyen kontrol besini ile
karsilastirildiginda disi erginlerin 6miir uzunlugu iizerinde 6nemli derecede etkili olmamustir.
Her ne kadar BA’in diislik konsantrasyonlar1 (10, 100, 200 mg/L) disilerin émiir uzunlugunu
yaklagik 2 giin uzatmasina karsin bu uzama istatistiksel olarak anlamli olmamistir. BA
icermeyen kontrol besininde erkek erginler 28,76 + 1,91, disiler 21,77 + 1,60 giin
yasamislardir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda BA’in 300 mg’1 erkek omiir uzunlugu
onemli derecede kisalmistir. BA’in bu konsantrasyonu ile beslenen erkeklerin dmiir uzunlugu

yaklagik 9 giin kisalarak 19,47 + 0,42 giine inmistir (Cizelge 4.2.2).

BA icermeyen kontrol besinine gore, denenen BA konsantrasyonlari disilerin yumurta
verimini istatistiksel agidan Onemli derecede azaltmistir. BA’in 10 mg’1 yumurta sayisini
diisiirmesine ragmen bu diisme istatistiksel agidan énemli olmamistir. BA’in denenen yiiksek
miktarlarini igeren (100, 200 ve 300 mg/L) besinler bir giinde disi basina birakilan yumurta
sayisini istatistiksel olarak onemli derecede diislirmiistiir. Kontrol besininden elde edilen
disilerden 10,80 £ 0,29 yumurta elde edilmis olup bu say1 BA’in 100 mg’1 ile beslenenlerde
7,73 £ 0,84 ve 200 mg/L BA ile beslenenlerde ise 4,36 £ 1,01°¢ diislirmiistiir. Buna karsilik
BA’in en yiiksek konsantrasyonu olan 300 mg’1 ile yetistirilen disilerin yumurta verimi
onemli derecede azalmis olup yumurta sayisi disi basina bir giinde 2,36 + 0,42°e azaltmistir.
BA igermeyen kontrol besini ile yetistirilen disilerin biraktig1 yumurtalarin % 95,26 + 1,10’s1
acilmistir. BA’in diisilk konsantrasyonlar1 (10 ve 100 mg/L) kontrol besine gore
karsilastirildiginda yumurta agilimi iizerinde istatistiksel agidan etkili olmamistir. BA’in 200
mg’1n1 igeren besin kontrole gére yumurtalarin agilma oranin1 % 7 oraninda diigiirmesine (%
87,91 £ 1,55) ragmen bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. BA’in en yiiksek
konsantrasyonu olan 300 mg’in1 igeren besinde agilma oran1 % 48,80 + 12,79’a kadar diiserek

onemli derecede azalma tespit edilmistir (Cizelge 4.2.2).
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Cizelge 4.2.2 Borik asitin D. melanogaster larvalarinin ergin 6miir uzunluguna etkisi.

Ergin 6miir uzunlugu (giin)*

Borik asit

Yumurta verimi

Ag¢ilma orani

Erkek Disi (yumurta say1s1/giin/disi) (%)
(mg/L besin) ; . ; . +
(Ot + S.H)' (Ot + S.H)' (Ort + S.H) (Ort = S.H)

0,00° 28,76 £ 1,91a 21,77 £ 1,60a 10,80 +0,29a 95,26 + 1,10a

10 24,54 +2,11ab 24,78 £ 1,92a 8,51 £0,79a 94,71 +2,19a

100 2524 +227ab 2535+2,0la 7,73 £ 0,84ab 91,44+201a

200 24,19+ 0,81ab 24,41 +1,13a 4,36 +1,01b 87,91 £ 1,55a
300 19,47 +0,42b 20,15+ 0,44a 2,36 +£0,42b 48,80 = 12,79b

"Dért tekrarin ortalamast, her bir tekrar i¢in 25 ergin kullanildi.

TAyn1 siitunda ayni1 harfi i¢ceren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).

*Kontrol besini (Borik asit icermeyen).

¥Erginler borik asitin denenen konsantrasyonlarini igeren besinler ile beslendi



4.3. BORIK ASITIN D. MELANOGASTER’IN MDA, PCO MIKTARLARI VE
ANTIOKSIDAN ENZIM AKTIiVITESI UZERINE ETKIiSi

4.3.1 Borik asitin farkhi konsantrasyonlar1 ile yetistirilen D. melanogaster’in farkh

gelisim evrelerinde MDA, PCO miktarlar1 ve GST aktivitesi

D. melanogaster’in yumurtadan yeni ¢ikmis larvalari (1. evre larvalar1)) BA’in belirlenen
konsantrasyonlarini igeren besinler ile ergin evreye kadar yetistirildi. Bocegin son evre
larvalarinda (3.evre), pup, ergin erkek ve disilerde MDA ve PCO miktarlar1 ile GST

aktiviteleri belirlendi.

BA’in denenen konsantrasyonlarini iceren yapay besinler ile yetistirilen D. melanogaster’in 3.
larval evresinde MDA miktar1 6nemli derecede artmistir. BA’in diislik konsantrasyonlar1 (10
ve 100 mg/L) MDA miktarini 0,13 + 0,08 nmol/mg protein’den sirastyla 0,29 + 0,01 ve 0,26
+ 0,02 nmol/mg proteine arttirmistir. BA’in 300 mg/L’sini i¢eren besini ile yetistirilen 3. evre
larvalarinda MDA miktar1 kontrole goére yaklastk 4 kat artmistir. BA’in  farkh
konsantrasyonlari ile yetistirilen bdcegin, pup evresindeki MDA miktarinda kontrole gore
istatistiksel a¢idan fark bulunmamistir. BA’in denenen konsantrasyonlarini i¢eren besinler BA
icermeyen kontrol besinine gore erkek ve disi erginlerin MDA miktarlarinda 6nemli derecede
artisa sebep olmustur. BA’in en yiiksek konsantrasyonu (300 mg/L) ile beslenen erkek
erginlerde kontrol besiniyle karsilastirildiginda MDA miktar1 0,04 + 0,01 nmol/mg
protein’den 0,38 £+ 0,14 nmol/mg proteine yiikselerek yaklasik 9 kat, kontrol grubundaki disi
erginlerde ise 0,04 + 0,03 nmol/mg protein olan MDA miktar1 en yiikksek BA
konsantrasyonunda 0,31 + 0,14 nmol/mg proteine ylikselerek yaklasik 7 kat artmistir (Cizelge
4.3.1).

Kontrol besiniyle yetistirilen D. melanogaster i¢cin MDA miktar1 larval evreden ergin evreye
dogru azalmistir. Larval evrede MDA miktar1 0,13 + 0,01 nmol/mg protein iken erkek ve disi
erginlerde ortalama 0,04 nmol/mg protein’e onemli derecede diismiistiir. BA’in en diistik
konsantrasyonunu (10 mg/L) igeren yapay besinle yetistirilen 3. evre larvalarindaki MDA
miktar1 (0,29 = 0,01 nmol/mg protein) disi erginlerde yaklagik 2 kat artmistir. Bu besin ile
yetistirilen pup ve erkek erginlerde ise MDA miktar1 disi erginlere gore yaklagik 10 kat
azalmistir. BA’1 litresinde 100 mg iceren yapay besinle yetistirilen puplarda en az diizeyde

MDA olusumu (0,05 + 0,02 nmol/mg protein) goriiliirken, disi ergin bireylerde MDA miktari
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7 kat artarak 0,37 £+ 0,07 nmol/mg protein diizeyine ulasmistir. BA’in 200 mg/L
konsantrasyonu ile yetistirilen 3. evre larvalarinda 0,34 = 0,03 nmol/mg protein olan MDA
miktar1 pup evresinde 0,07 = 0,02 nmol/mg protein’e diiserken, erkek ergin bireylerde MDA
miktar1 0,30 + 0,05 nmol/mg protein’e O6nemli derecede yiikselmistir. BA’in 300 mg/L
konsantrasyonunu igeren besin ile beslenen puplarda MDA miktar1 diger evrelere gore azalma
gosterse de bocegin gelisim evrelerinde MDA miktar1 bakimindan istatistiksel olarak énemli

bir fark bulunmamustir (Cizelge 4.3.1).
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Cizelge 4.3.1 Borik asitin farkli konsantrasyonlarini igeren yapay besinler ile yetistirilen D. melanogaster’in farkli gelisim evrelerinde MDA

miktart.
MDA
(nmol/mg protein)
Borik asit (Ort" = S.H)™
(mg/Litre besin) 3. evre larva Pup _ Ergin
Disi Erkek
0,0° 0,13+ 0,08 aA 0,06 + 0,01 aAB 0,04 + 0,03 aB 0,04 £0,01 aB
10 0,29 +£0,02 bAB 0,04 £ 0,01 aA 0,48+0,12 bB 0,04 £ 0,01 aA
100 0,26 £ 0,56 bAB 0,05+ 0,02 aA 0,37 +0,07 bB 0,12+ 0,03 abAB
200 0,34 + 0,03 bcAB 0,07+ 0,02 aA 0,16 £ 0,02 abAB 0,30+ 0,05 bB
300 0,41 £0,05 bcA 0,11+0,03 aA 0,31 0,10 bA 0,38+ 0,14 bA

"Dart tekrarin ortalamasi, her bir tekrar igin farkli gelisim evrelerinden 20 bocek kullamld:

" Ayni siitunda aym kiigiik harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P> 0,05 (LSD testi)
* Aymi satirda ayni biiyiik harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P> 0,05 (Kruskal-Wallis testi)
YKontrol besini (borik asit icermeyen)



BA’in denenen diisiik konsantrasyonlarmi (10-200 mg/L) iceren yapay besinler D.
melanogaster’in 3. larval evresinde PCO miktarini arttirmasina ragmen kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak dnemli bir fark ortaya ¢ikmamistir. BA’in en yiiksek konsantrasyonu (300
mg/L) kontrol besinine gére PCO miktarini 2,96 + 0,79 nmol/mg protein’den 52,50 + 17,61
nmol/mg protein’e yaklagtk 17 kat Onemli derecede artirmistir. Denenen BA
konsantrasyonlar1 pup evresinde PCO miktarini artirmalarma ragmen kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmamistir. BA’in diisiik konsantrasyonlarini igeren
besinler BA icermeyen kontrol besini karsilastirildiginda disi erginlerin PCO miktarlarinda
artisa sebep oldugu gozlendigi halde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark
tespit edilmemistir. Buna karsilik, BA’in denenen en yiiksek konsantrasyonu disi erginlerde
PCO miktarin1 11,27 + 2,56 nmol/mg proteinden 120,88 + 34,15 nmol/mg proteine yaklasik
10 kat dnemli derecede artirmistir. BA’in denenen diisiik konsantrasyonlari (10-200 mg/L)
erkek erginlerin PCO miktarinda istatistiksel olarak dnemli olmayan diismeye sebep olmustur.
Ancak BA’in denenen yiiksek konsantrasyonu erkek erginlerin PCO miktarin1 31,85 + 8,63
nmol/mg protein’den 69,11 + 21,47 nmol/mg protein’e énemli derecede artirmistir (Cizelge

432).

Kontrol besiniyle yetistirilen D. melanogaster’in 3. evre larvalarinda 2,96 + 0,79 nmol/mg
protein olan PCO miktar1 pup evresinde onemli bir artis gostermezken erkek erginlerde
onemli derecede yaklasik 10 kat, disilerde 4 kat artmistir. BA’i 10 mg/L. konsantrasyonda
iceren yapay besinle yetistirilen D. melanogaster’in gelisim evrelerinde larval evreden
itibaren ergine dogru PCO miktarinda azalma gozlenirken istatistiksel agidan énemli bir fark
ortaya c¢cikmamistir. BA’in 100 mg/L’sini iceren yapay besinle yetistirilen 3. evre
larvalarindaki PCO miktar1 (25,74 + 9,16 nmol/mg protein) pup evresinde istatistiksel olarak
anlamli olmayan bir seviyeye (9,80 £ 0,60 nmol/mg protein) diigmiistiir. Bu puplarin PCO
miktar1 disi erginlerde 6nemli bir artis (37,40 = 5,32 nmol/mg protein) gostermistir. BA’1 200
mg/L iceren yapay besin ile yetistirilen D. melanogaster’in erkek erginlerinde PCO miktar:
azalmasina karsin istatistiksel olarak gelisim evreleri arasinda fark bulunmamistir. BA’in en
yiiksek konsantrasyonu (300 mg/L) bocegin ergin oncesi evrelerine gore ergin erkeklerin PCO
miktarinda istatistiksel olarak O©Onemli olmayan bir artis gozlenirken disilerde bu
konsantrasyondaki PCO miktarinda istatistiksel olarak onemli bir artisa sebep olmustur

(Cizelge 4.3.2).
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Cizelge 4.3.2 Borik asitin farkli konsantrasyonlarini igeren yapay besinler ile yetistirilen D. melanogaster’in farkli gelisim evrelerinde PCO

miktar1.
PCO
(nmol/mg protein)
Borik asit (Ort' = S.H)™*
(mg/Litre besin) 3. evre larva Pup _ Ergin
Disi Erkek
0,0° 2,96+0,79 aA 6,35+ 1,23 aAB 11,27+2,56 aAB 31,85+8,63 aB

10 27,33 £7,00 abA 14,45 +£4,50 aA 19,46 £3,75 aA 10,67 £ 6,34 abA
100 25,74 +£9,16 abAB 9,80 £0,60 aA 37,40+ 5,32 aB 13,99 £1,69 abAB
200 39,11 £11,96 abA 24,81 £12,79 aA 28,88 £9,10 aA 13,37 £3,12 abA
300 52,50+ 17,61 bA 19,26 £ 3,44 aA 120,88 + 34,15 bB 69,11 £21,47 cA

"Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar igin farkli gelisim evrelerinden 20 bocek kullanildi

" Ayni siitunda aym kiigiik harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P> 0,05 (LSD testi)
* Aymi satirda ayni biiyiik harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P> 0,05 (Kruskal-Wallis testi)
*Kontrol besini (borik asit icermeyen)



BA’in farkli konsantrasyonlarini igeren yapay besinler D. melanogaster’in 3. larval evresinde
GST aktivitesini 6nemli derecede arttirmistir. BA’in 200 mg/L’lik konsantrasyonu 3. evre
larvalarinda GST aktivitesini 0,36 £ 0,01 nmol/mg protein/dk’dan 0,64 + 0,04’e nmol/mg
protein/dk’ya yiikseltmistir. BA’in denenen diisiik konsantrasyonlar:1 (10 ve 100 mg/L)
kontrol besiniyle karsilastirildiginda pup evresinde GST miktarini istatistiksel agidan énemli
olmayan derecede diisiirmiis, 200 mg BA ise 6nemli olmayan bir artisa sebep olmustur. Buna
karsilik en yiiksek BA konsantrasyonu (300 mg/L) kontrol besinine gore pup evresinde GST
miktarini yaklagik 3 kati oraninda 6nemli derecede artirmigtir. BA’in 100 mg’1n1 igeren besin
disinda, diger BA konsantrasyonlarini igeren besinler kontrol besini ile karsilagtirildiginda
disi erginlerin GST aktivitesinde istatistiksel olarak dnemli derecede artisa sebep olmustur.
BA’in en yiiksek konsantrasyonunda disilerin GST aktivitesi 0,15 + 0,02 nmol/mg
protein/dk’dan 0,75 + 0,10 nmol/mg protein/dk’ya énemli derecede yiikselmistir. BA’in 200
ve 300 mg/L konsantrasyonlar1 sirastyla kontrol besinine gore erkek erginlerde GST

aktivitesini yaklasik 2,5 ve 4 kat1 oraninda 6nemli derecede artirmistir (Cizelge 4.3.3).

Kontrol besini ile yetistirilen bocegin ergin Oncesi evrelerine gore, ergin evresinde hem erkek
hem de disi bireylerde GST aktivitesi diigmesine ragmen istatistiksel olarak 6nemli bir azalma
kaydedilmemistir. BA’in 10 mg’1 ergin erkek bireylerde GST aktivitesini, 3. evre larvasina ve
disi erginlere gore dnemli derecede azaltmistir. BA’in 100 ve 200 mg/L’lik konsantrasyonlari
bdcegin gelisim evrelerindeki GST aktivitesi tizerinde 6nemli bir etki yapmamustir. BA’in 300
mg’mi1 igeren besin ise 3. evre larvalarina (0,50 = 0,05 nmol/mg protein/dk) gore, pup
evresindeki GST aktivitesini yaklagik 3,5 kat1 oraninda 6nemli derecede artirarak 1,80 + 0,74
nmol/mg protein/dk’ya ulastirmistir. Ancak puplarin bu GST aktivitesi ergin disi ve

erkeklerinkine gore 6nemli bir fark olusturmamistir (Cizelge 4.3.3).
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Cizelge 4.3.3 Borik asitin farkli konsantrasyonlarini igeren yapay besinler ile yetistirilen D. melanogaster’in farkli gelisim evrelerinde GST

aktivitesi.
(nmol/mg protein/dk)
Borik asit (Ort = S.H)'*
(mg/Litre besin) 3. evre larva Pup —
Disi Erkek
0,0 0,36 £0,01 aA 0,52 +£0,28 aA 0,15+£0,02 aA 0,21 £0,03 aA

10 0,54+ 0,03 bA 0,44+ 0,16 aAB 1,17+ 0,21 bA 0,15+0,01 aB
100 0,56 £ 0,05 bA 0,35+0,13 aA 0,45 +£0,14 acA 0,33 +£0,04 aA
200 0,64 0,04 bA 1,05+ 0,20 aA 0,68+ 0,11 cA 0,57 0,07 abA
300 0,50 £ 0,05 abA 1,80 + 0,74 bB 0,75+ 0,10 bcAB 0,87 + 0,32 bAB

"Dart tekrarin ortalamasi, her bir tekrar igin farkli gelisim evrelerinden 20 bocek kullanildi
fAyni siitunda aym kiigiik harfi igeren degerler birbirinden farkl degildir, P> 0,05 (LSD testi)

*Aymi satirda aymi biiyiik harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P> 0,05 (Kruskal-Wallis testi)

YKontrol besini (borik asit icermeyen)



4.3.2 Borik asitle yetistirilen erginlerin, borik asit iceren besin ile ve borik asit icermeyen
yapay besin ile yetistirilmesine bagh olarak MDA, PCO miktarlar1 ve GST

aktivitesindeki degisimler

Bu seride iki grup deney yapildi. Birinci grupta BA’in belirlenen konsantrasyonlarini igeren
besinler ile yetistirilen larvalardan elde edilen ergin bireyler yine BA’in belirlenen
konsantrasyonlarini iceren besinler ile 10 giin siire ile beslendi. Bu deney grubundan elde
edilen disi ve erkek erginlerde MDA ve PCO miktarlar1 ile GST aktiviteleri belirlendi. Ikinci
grupta, BA’in belirlenen konsantrasyonlarini i¢eren besinler ile yetistirilen larvalardan elde
edilen ergin bireyler BA icermeyen yapay besinle 10 giin siire ile beslendi, disi ve erkek

erginlerde MDA ve PCO miktarlar ile GST aktiviteleri belirlendi.

10 giin siireyle 300 mg/L BA igeren besin ile beslenen disi bireylerin MDA miktar1 kontrol
besinine gore 4 kat artirdig1 Cizelge 4.3.4°de goriilmektedir. Buna karsilik yalnizca 100 mg/L
BA igeren besinle beslenildiginde erkek erginlerin kontrol besinine gére MDA miktar1 artmis
olup bu artis 5 kati oraninda olmustur. Kontrol besini ve BA’in denenen tiim
konsantrasyonlarinda erkek ve disiler arasinda MDA miktar1 agisindan énemli bir fark ortaya
ctkmamustir. Disi erginlerde erginler BA’in 300 mg’na kadar artan konsantrasyonlarini igeren
besinler ile beslenildiginde PCO miktarlar1 artmis olup bu artislar istatistiksel olarak 6nemli
olmamigtir. Buna karsilik BA’in 300 mg’1 ile erginler beslenildiginde PCO miktar1 3,08 +
0,88 nmol/mg proteinden 29,01 + 6,86 nmol/mg proteine yiikselen yaklagik 9 kat1 bir artig
tespit edilmistir. Buna karsilik, BA’in 200 mg’1 ile erkek erginler beslenildiginde 10 giinliik
erginlerde PCO miktar1 kontrole gore 3 kati oraninda istatistiksel olarak dnemli olmayan bir
artig goriilmistiir. Ancak BA’in 300 mg/L’si ile beslenen ve 10 giinliik erkeklerde kontrol
besinine gore PCO miktar1 6nemli derecede 7 kat1 artmistir. BA’in diisiik konsantrasyonlari
(10 ve 100 mg/L) ile 10 giin boyunca beslenen disilerdeki PCO miktar1 erkek bireylere gore
onemli derecede yiiksek bulunmustur. BA’in 100 mg/L’si ile 10 giin boyunca beslenen
disilerde PCO miktar1 4 kat1 artmistir. Denenen BA konsantrasyonlarindan en diisiik (10
mg/L) ve yiiksek konsantrasyonlar (200 ve 300 mg/L) ile ergin evrede beslenen disi
bireylerde kontrole gore GST aktivitesi onemli derecede yiiksek bulunmustur. BA’in 100
mg/L konsantrasyonu ile ergin evrede beslenen erkek bireylerde GST aktivitesi 1,00 +
0,39’den 5,78 + 1,26 nmol/mg protein/dk’ya onemli derecede artmistir. BA’in diger
konsantrasyonlarinda kontrole gore 10 giinlik erkeklerin GST aktivitesinde artis olmasina

karsin bu artis istatistiksel olarak anlamli olmamistir. BA’in 100 mg/L konsantrasyonu ile
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ergin evrede beslenen erkek bireylerdeki GST aktivitesi (5,78 £ 1,26 nmol/mg protein/dk) disi
bireylere (1,18 + 0,12 nmol/mg protein/dk) gore 6nemli derecede yiiksektir (Cizelge 4.3.4).
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Cizelge 4.3.4 Borik asitle yetistirilen larvalardan elde edilen ve borik asitle 10 giin siire ile beslenen disi ve erkek erginlerde MDA ve PCO
miktar1 ile GST aktivitesi.

¢8

MDA PCO GST
Borik asit (nmol/mg protein) (nmol/mg protein) (nmol/mg protein/dKk)
(mg/Litre besin) (Ort" + S.H)'* (Ort" + S.H)'* (Ort +S.H)'*
Disi* Erkek" Disi* Erkek® Disi* Erkek®
0,0° 0,03+ 0,01 aA 0,05+ 0,02 aA 3,08+ 0,88 aA 2,89+ 1,04 aA 0,67+ 0,26 aA 1,00 + 0,39 aA
10 0,08+ 0,03 abA 0,07+ 0,02 abA 4,47+ 0,47 aA 2,14+ 0,16 aB 2,14+ 0,42 bA 1,83+ 0,39 aA
100 0,04 +0,02 aA 0,26+ 0,11 bA 8,97 +2,85 aA 2,22+0,22 aB 1,18+0,12 abA 5,78+ 1,26 bB
200 0,07+0,02 abA  0,17+0,05 abA 8,85 +£2,56 aA 8,67 +2,13 aA 1,90+ 0,11 bA  2,41+0,40 aA
300 0,12+ 0,01 bA 0,08+ 0,02 abA 29,01 £6,86 bA 20,91 +5,10 bA 1,65+ 0,15 bA 1,75+ 0,26 aA

"Dért tekrarin ortalamast, her bir tekrar igin 20 ergin kullanildi

" Ayni siitunda aym kiigiik harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P> 0,05 (LSD testi)

*Her bir parametre i¢in aym satirda aym biiyiik harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P> 0,05 (Mann-Whitney testi)
YKontrol besini (borik asit icermeyen)

*Borik asitle yetistirilen ve erginlestikten sonra 10 giin boyunca borik asit igeren besinler ile beslenen erginler



Cizelge 4.3.5’ten anlasilacagi gibi BA’in farkli konsantrasyonlar1 ile yetistirilen ve ergin
evreye ulasan bireyler 10 giin siireyle BA icermeyen kontrol besini ile beslenen disi ve erkek
bireylerin MDA miktar1 kontrol besinine gore artmasina ragmen istatistiksel olarak énemli bir
fark gorilmemistir. Benzer sekilde BA ile yetistirildikten sonra erginlerin BA icermeyen
besin ile beslenilmesi disi ve erkek bireylerin MDA miktar1 bakimindan aralarinda énemli bir
fark ortaya ¢ikarmamistir. BA’in 300 mg’1 ile ergin evreye kadar yetistirilen ve erginlestikten
sonra BA icermeyen kontrol besini ile 10 giin siire ile beslenilen erkek ve disi erginlerde
kontrol grubuna gore (hem ergin evreye kadar hemde ergin evrede BA icermeyen kontrol
besini ile beslenilenler) PCO miktar1 6nemli derecede yiiksek bulunmustur. PCO miktari
disilerde 2,5 kati oraninda erkeklerde ise 4,5 kati oraninda artmistir. BA’in 10 mg/L
konsantrasyonu ile yetistirilen ve ergin evrede kontrol besini ile beslenen erkeklerdeki PCO
miktart (2,28 + 0,48 nmol/mg protein/dk) disilere (4,31 £ 0,32 nmol/mg protein/dk) gore
onemli derecede diisiik bulunmustur. BA’in farkli konsantrasyonlar1 ile yetistirilen ve
erginlestikten sonra 10 giin siireyle BA icermeyen kontrol besini ile beslenen disi bireylerin
GST aktivitesi kontrol besinine gore artmasina ragmen istatistiksel olarak énemli bir artig 100
mg/L’lik BA konsantrasyonunda goriilmiistiir. Buna karsilik BA’in 100 ve 300 mg’1 ile
yetistirilen ve erginlestikten sonra kontrol besini ile beslenen erkeklerde ise GST aktivitesi
kontrol grubuna gore onemli derecede yiikselmistir. BA’in 300 mg/L ile yetistirilen erkek
erginler 10 giin siireyle kontrol besini ile beslenildiginde GST aktivitesi 4,12 + 0,89 nmol/mg
protein/dk’ya onemli derecede yiikselmistir. BA ile yetistirildikten sonra erginlerin BA
icermeyen besin ile beslenilmesi disi ve erkeklerin GST aktivitesi bakimindan aralarinda

istatistiksel agcidan 6nemli bir fark ortaya ¢ikarmamistir (Cizelge 4.3.5).
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Cizelge 4.3.5 Borik asitle yetistirilen larvalardan elde edilen ve borik asit icermeyen besinle 10 giin siire ile beslenen disi ve erkek erginlerde

MDA ve PCO miktari ile GST aktivitesi.

MDA PCO GST
Borik asit (nmol/mg protein) (nmol/mg protein) (nmol/mg protein/dk)
(mg/Litre besin) (Ort + S.H)" (Ort +S.H)™ (Ort +S.H)"
Disi* Erkek” Disi* Erkek” Disi* Erkek”

0,0° 0,03 +£0,01 aA 0,05+ 0,01 aA 3,08 £ 0,88 aA 2,89 +£1,04 aA 0,67 £ 0,26 aA 1,00 £ 0,39 aA
10 0,10+ 0,02 aA 0,04+0,01 aA 4,31 +0,32 abA 2,28+ 0,48 aB 1,41 £0,16 abA 1,92 £ 0,61 abA

100 0,10 £0,02 aA 0,11+0,03 aA 2,92 +0,51 aA 2,54 £ 0,54 aA 3,35+ 1,24 bA 3,62+ 1,03 bA
200 0,10+ 0,02 aA 0,09 £ 0,03 aA 4,82+ 1,31 abA 4,64 £0,54 aA 2,79+ 0,71 abA 1,50+ 0,36 abA

300 0,07 £0,02 aA 0,22 +0,12 aA 7,75 £2,36 bA 13,16 £4,07 bA 2,28+0,41 abA 4,12+0,89 bA

"Dért tekrarin ortalamast, her bir tekrar igin 20 ergin kullanildi

" Ayn siitunda aymi kiiciik harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P> 0,05 (LSD testi)
*Her bir parametre igin aym satirda ayni biiyiik harfi igeren degerler birbirinden farkh degildir, P> 0,05 (Mann-Whitney testi)
YKontrol besini (borik asit icermeyen)
*Borik asitle yetistirilen ve erginlestikten sonra 10 giin boyunca borik asit icermeyen kontrol besini ile beslenen erginler



4.3.3. Borik asitle yetistirilen erginlerin, borik asit iceren besin ile ve borik asit
icermeyen yapay besin ile yetistirilmesine bagh olarak yumurtalarinda MDA,

PCO miktarlan ve antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimler

Bu seride iki grup deney yapildi. Birinci grupta BA’in belirlenen konsantrasyonlarini igeren
besinler ile yetistirilen larvalardan elde edilen ve ergin bireyler yine BA’in belirlenen
konsantrasyonlarin1 iceren besinler ile 10 giin boyunca beslenen ergin disilerin
yumurtalarinda MDA ve PCO miktarlari ile GST aktiviteleri belirlendi. ikinci grupta, BA’in
belirlenen konsantrasyonlarini i¢eren besinler ile yetistirilen larvalardan elde edilen ve ergin
bireyler BA icermeyen yapay besinle 10 giin siire ile beslenen disilerin yumurtalarinda MDA

ve PCO miktarlar: ile GST aktiviteleri belirlendi.

BA’in diisiik konsantrasyonlari ile yetistirilen larvalardan elde edilen erginlerin BA’in yine
diisiik konsantrasyonlarint igceren besinler ile 10 gilin siireyle beslenilmesi bu disilerin
yumurtalarindaki MDA miktarin1 kontrol grubuna (ergin dncesi ve ergin evrede kontrol besini
ile beslenen erginlerin yumurtalar1) gore istatistiksel olarak onemli olmayan bir diizeyde
artirdig1 Cizelge 4.3.6’da goriilmektedir. Buna karsilik, BA’in 200 mg’1 yumurtalarin MDA
miktarin1 kontrole gore Onemli olmayan bir diizeyde diislirmiistir. BA’in en yiiksek
konantrasyonu (300 mg/L) ile hem larval evrede hem de ergin evrede beslenilmesi disilerin

biraktig1 yumurtalardaki MDA miktarini yaklasik 5 kat1 artirmastir.

BA’in denenen konsantrasyonlari ile beslenen larvalardan erginlesen disi erginlerin 10 giin
stireyle BA’in ayn1 konsantrasyonlari ile beslenilmeye devam edilmesi birakilan yumurtalarin
PCO miktarin1 kontrol grubuna gore artirmistir. Ancak, BA’in en yiiksek konsantrasyonu
PCO miktarimi yaklasik 31 kat1 6nemli derecede artirarak 0,76 + 0,11 nmol/mg protein’den
23,74 £ 6,34 nmol/mg protein’e ulagtirmistir (Cizelge 4.3.6).

BA’in denenen konsantrasyonlar: ile beslenen larvalardan erginlesen disi erginlerin 10 giin
siireyle BA’in denenen konsantrasyonlari ile beslenilmeye devam edilmesi birakilan
yumurtalarin GST aktivitesini kontrol grubuna gore artirmistir. Ancak, BA’in en yiiksek
konsantrasyonu (300 mg/L) GST aktivitesini yaklagik 7 kat1 6nemli derecede artirarak 1,87 +
0,17 nmol/mg protein/dk’dan 13,64 + 3,48 nmol/mg protein/dk’ya ulagtirmistir (Cizelge
4.3.6).
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Cizelge 4.3.6 Borik asitle yetistirilen larvalardan elde edilen ve 10 giin siire ile borik asitle beslenen ergin disilerin yumurtalarinda MDA
ve PCO miktar1 ile GST aktivitesi.

Borik asit MDA PCO GST
(mg/Litre (nmol/mg protein) (nmol/mg protein) (nmol/mg protein/dk)
besin) (Ort £ S.H)™ (Ort £ S.H)™ (Ort" + S.H)™
0,0 1,16+ 0,14 a 0,76 £ 0,11 a 1,87+0,17 a
10 2,31+0,48 ab 337+ 1,15 a 7,19 +3,02 ab
100 1,43+0,72 a 3,14+0,51 a 9,66 + 4,32 ab
200 0,96 + 0,46 a 6,26 £ 0,70 a 8,55+2,33 ab
300 6,05+245 b 23,74+6,34 b 13,64 £3,48 b

"Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar i¢in 200 yumurta kullanildi

" Aym siitunda aym harfi iceren degerler birbirinden farkl degildir, P> 0,05 (LSD testi)

YKontrol besini (borik asit icermeyen)

*Borik asitle yetistirilen ve erginlestikten sonra 10 giin boyunca borik asit iceren besinler ile beslenen disilerin yumurtalarinin verileri



Cizelge 4.3.7°de gosterildigi gibi BA’in denenen tiim konsantrasyonlar1 ile yetistirilen
larvalardan elde edilen erginlerin BA igermeyen besinle (kontrol besini) 10 giin siireyle
beslenilmesi disilerin yumurtalarindaki MDA miktarini kontrol grubuna (ergin dncesi ve ergin
evrede kontrol besini ile beslenen erginlerin yumurtalar1) gére énemli derecede diistirmiistiir.
Kontrol besiniyle beslenen disilerin yumurtalarinda MDA miktar1 1,16 = 0,14 nmol/mg
protein iken en yiiksek BA konsantrasyonu ile ergin dncesinde beslenen ve ergin dénemde
BA icermeyen besinle beslenen disilerin yumurtalarinda 0,33 £+ 0,05 nmol/mg protein’e

azalmistir.

BA’in diisiik konsantrasyonlar1 (10-200 mg/L) ile yetistirilen larvalardan erginlesen erginlerin
BA igermeyen kontrol besini ile beslenilmesi PCO miktarim istatistiksel olarak Onemli
olmayan derecede artirmistir. BA’in en yiiksek konsantrasyonu (300 mg/L) ile yetistirilen
erginlerin kontrol besini ile 10 giin boyunca beslenilmesi PCO miktarini kontrol grubuna goére
yaklagik 10 kati1 artirmistir. Bu BA konsantrasyonu PCO miktarin1 0,76 £ 0,11 nmol/mg
protein’den 7,64 + 1,86 nmol/mg protein’e artirmistir (Cizelge 4.3.7).

BA’in denenen konsantrasyonlari ile beslenen larvalardan erginlesen disilerin 10 giin siireyle
BA icermeyen kontrol besini ile beslenilmesi disilerin yumurtalarinda GST aktivitesini
artirmistir. Ancak bu artisin kontrol grubu degeri ile aralarinda énemli bir istatistiksel fark
ortaya ¢ikmamistir. Larval evrede 200 mg/L. BA ile beslenilmesi ve bu larvalardan erginlesen
disilerin BA igermeyen kontrol besini ile beslenilmesi birakilan yumurtalarda GST
aktivitesini 1,87 = 0,17’den 7,27 £ 3,99 nmol/mg protein/dk’ya artirmig ancak bu artig
istatistiksel olarak anlamli olmamistir. Benzer sonu¢ BA’in en yiiksek konsantrasyonu ile de

elde edilmistir (Cizelge 4.3.7).
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Cizelge 4.3.7 Borik asitle yetistirilen larvalardan elde edilen ve 10 giin siire ile borik asit igermeyen besinle beslenen ergin disilerin
yumurtalarinda MDA ve PCO miktar1 ile GST aktivitesi.

Borik asit MDA PCO GST
(mg/Litre (nmol/mg protein) (nmol/mg protein) (nmol/mg protein/dk)
besin) (ort £ S.H)™ (Ort" £ S.H)™ (Ort'+S.H)™*

0,0 1,16+ 0,14 a 0,76 £ 0,11 a 1,87+0,17 a
10 0,31+0,04 b 1,65+0,13 a 2,83+ 1,27 a
100 0,55+0,05 b 1,99 +0,31 a 348+1,09 a
200 0,28+0,05 b 3,13+0,46 a 7,27+3,99 a
300 0,33+0,05 b 7,64+ 1,86 b 5,49+0,85 a

"Dort tekrarin ortalamast, her bir tekrar i¢in 200 yumurta kullanildi

" Ayni siitunda aym harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P> 0,05 (LSD testi)

YKontrol besini (borik asit icermeyen)

*Borik asitle yetistirilen ve erginlestikten sonra 10 giin boyunca borik asit igermeyen kontrol besini ile beslenen disilerin yumurtalarmin
verileri
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BOLUM 5

TARTISMA

Bu calismada D. melanogaster model alinarak iilkemiz dogal bor rezervlerinden iiretilen
BA’in bocegin yasama parametreleri lizerine etkilerini belirlemek suretiyle besinsel katki
maddesi olarak kullanilabilirliginin laboratuvar sartlarinda arastirilmasi amacglanmigtir. Bu
amagla yar1 sentetik besine ilave edilen inorganik insektisit BA’in yaslanma caligsmalarinda
onemli bir model organizma olan D. melanogaster’in yumurtadan yeni ¢ikmis larvalarinin
ergin evreye kadar yasama, gelisimine, ergin Omiir uzunlugu, yumurta verimi ve agilma
oranina etkisi incelenmistir. BA’in, bocegin son larva evresi, pup ve ergin evrede LPO’nun
onemli bir iiriinii olan MDA miktari, PO {irtinii PCO miktar1 ve detoksifikasyon enzimi olan
GST aktivitesi de belirlenmistir. Ayrica BA’le yetistirilen larvalardan elde edilen bireyler
erginlestikten sonra ayni konsatrasyonlari iceren BA’le 10 giin siire ile beslenen ve BA’siz
besinle 10 giin siire ile beslenen disi, erkek bireyler ve disilerin yumurtalarinda MDA ve PCO
miktart ve GST aktivitesi incelenmistir. Kullanilan BA konsantrasyonlari tarimsal ve halk
saglig1 yoniinden zararli baz1 bocek tiirleri lizerinde yapilan bir¢ok ¢alisma (Yang et al. 2000
a, Cisneros et al. 2002, Gore et al. 2004, Ali et al. 2006, Xue et al. 2006), B ve cesitli B
tirevleri ile Drosophila iizerinde (Massie 1994, Espinoza-Navarro et al. 2009) yapilan
calismalar dikkate alinarak On beslenme deneyleri yapilmis ve bocegin ergin evreye kadar

gelisimini tamamlayabilecegi en etkili BA konsantrasyonu 300 mg/L olarak belirlenmistir.

Zararlilarin miicadelesinde genis etkili kimyasal insektisitler, diinyada ve iilkemizde yogun
olarak kullanilmaktadir. Cevredeki tiim canlilarin yagsam kalitesini arttirmak i¢in ekonomik ve
cevre dostu yontemlerin gelistirilmesi hedeflenmektedir. Farkli bocek tiirleri ve beslenme
teknikleri kullanilarak tarim zararlis1 bocekler ile miicadele edilmektedir. Yeni pestisitlerin

gelistirilmesi ve kesfedilmesinde yapay ortamlarda yetistirilme c¢aligmalar: siirdiiriilmektedir.
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Tek bagina veya fruktoz gibi baz1 karbohidratlarla birlikte BA ve sodyum tetraboratin besinsel
karisimlar1 G. mellonella {izerinde denenmis, sinerjistik ve antagonistik etkileri belirlenmistir
(Durmus and Biiytikgiizel 2008, Hyrsl et al. 2007, Aslan 2011, Cengiz 2011). BA’in 6zellikle
tarimsal a¢idan dogrudan hedef olmayan diger yararli bocekler, biyolojik kontrol ajanlari,
cevre ve insan ilizerindeki etkisinin anlasilmasi i¢in model organizma olan D. melanogaster’de
yasam parametrelerine, biyokimyasal parametrelerine oksidatif etikisi ile detoksifikasyon
kapasitesine etkisi belirlenerek pestisitlere maruz kalan canlilarin besinsel kaynakli oksidatif

strese bagimli yaslanma mekanizmasi ¢aligilmamastir.

Besinlere ilave edilen BA ve sodyum tetraborat gibi B tlirevi g¢esitli kimyasallarin zararh
boceklerin  miicadelesi amaciyla kullanilarak yiiksek konsantrasyonlarda gelismeyi
geciktirdigi, yumurta iiretimini ve agilma oranini azalttigi, larval ve pupal evrede 6liim oranini
ve ergin Omiir uzunlugunu artirdig1 gézlenmistir (Zurek et al. 2003, Xue and Barnard 2003,
Gore and Schal 2004, Gore et al. 2004, Hyrsl et al. 2007). A. albopictus’a % 1’lik BA
konsantrasyonu uygulandiginda populasyonun % 98’1 dlmiistiir (Xue and Barnard 2003). Ev
sinegi M. domestica ve Fannia canicularis (L.) (Diptera: Muscidae)’le yapilan ¢aligmada
disodyum oktaborat tetrahidratin % 1 ve 2’lik konsantrasyonu bdceklerin yasama oranini
onemli derecede diistirmiistiir (Mullens and Rodriguez 1992). A. mellifera’nin besinine ilave
edilen BA (2,5 ve 7,5 mg/g besin), kontrol grubuna gore isci larvalarin 6liim oranini ilerleyen
giinlere gore artirmis olup BA’in 2,5 mg’1 5. ve 6. giinlerde, 7,5 mg’1 ise 4. giinde larvalart %
100 oraninda dldiirmiistiir (Cruz et al. 2009). Alman hamam bdcegi B. germanica iizerinde
yapilan calismada % 1 ve 2’lik BA ¢ozeltisi yiiksek konsantrasyonlarda (0,1-0,5 M) siikroz
cozeltisi ile birlikte kullanilmis, yiiksek BA ve seker konsantrasyonunda kullanilan BA
bocegin besin almasini Onlemis boylece bocek lizerinde olumsuz etki yapmamistir. B.
germanica’a uygulanan 0,5 M siikroz ile BA’in % 1’lik ¢ozeltisi bocek populasyonunu
onemli derecede diistirmiistiir (Gore and Schal 2004, Gore et al. 2004). Tropik meyvelere
zarar veren A. suspensa ile yapilan ¢alismada sodyum tetraboratin farkli konsantrasyonlar1 (%
0,1-% 0,5) kullanilmis; % 0,1°lik ¢ozelti bdcegin Oliim oranint artirmig, liremesini
yavaglatmig, % 0,5’lik ¢ozeltisi yumurta iiretimi ve agilimini azaltmistir (Yang et al. 2000 b).
BA’in % 1’lik ¢ozeltisi % 10’luk siikroz ¢ozeltisi ile karistirilarak bir sivrisinek tiirii olan A.
albopictus populasyonunu % 98 oraninda azaltmistir (Xue and Barnard 2003). Bu sonuglar,
calismamizda elde ettigimiz sonuglar ile benzerlik gostermektedir. D. melanogaster’in hayat

devri boyunca B ile bulagmis su almasi iiremesi iizerine etkili olmus ve yasama orani
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diismiistiir (Espinoza-Navarro et al. 2009). Calismamizda BA’in denenen besinsel karigimlari

D. melanogaster’in 6liim oranini artirmis, yasama ve gelisimini olumsuz yonde etkilemistir.

Cesitli  boceklerin  miicadelesinde kullanilan insektisitlerin =~ (fipronil, hidrametilon,
diflubenzuron gibi) besinsel karisimlar1 ile bazi pretroid ve organofosfat insektisitlerin
oldiiriicii olmayan dozlar1 kullanildiginda BA’e gore hem hedef bocege hemde cevreye ve
hedef olmayan organizmalara kars1 daha zararli olduklar1 tespit edilmistir (Zhang et al. 1990,
Ulloa-Chacén and Jaramillo 2003). Hayalet karinca 7. melanocephalum’a BA’in % 10’luk
seker ¢ozeltisi icinde % 0,5’lik besinsel karigiminin uygulanmasi is¢i, kralige erginler, larva
ve puplarin {i¢ hafta sonunda % 100 oraninda oldiirmesini saglamis, fipronilin % 0,05
konsantrasyonu ilk hafta i¢inde tiim kolonilerini 6ldlirmiistiir. Buna karsin, hidrametilonun %
2’lik konsantrasyonu ise kolonilerin % 83’iinii ancak dordiincii haftanin sonunda 6ldlirmiistiir
(Ulloa-Chacén and Jaramillo 2003). Larval evrede alinan dogal ve yapay besin maddelerinin
kalitesi ve besinsel dengesi ¢ogu bdcegin iiremesi gibi diger baz1 6zellikleri ile ergin Omiir
uzunlugu tizerinde etkili olmaktadir (Slansky and Scriber 1985, Eischen and Dietz 1987,
Ridgway and Mahr 1990). D. melanogaster’de yapilan ¢aligmalara bakildiginda, asetaldehitin
enjeksyon ile uygulanmasi resesif mutasyonlar1 uyardigi, beslenme ile uygulandiginda
bireylerin etkilenmedigi goriilmiistiir (Woodruff et al. 1985). Larval evrede aliman besinin
zararl bir Dipter tiir olan Akdeniz meyve sinegi Ceratitis capitata (Mesnil 1957) nin viicut
biiytlikliigiinii, ergin olusumunu, eseysel olgunlugu, yumurta birakma davranigini ve yasama
stiresini etkiledigi bilinmektedir (Chang et al. 2001). Bu sonuglar ile uyumlu olarak BA’in
ylksek konsantrasyonlar1 D. melanogaster’in ergin olma orani ile disilerin yumurta verimini

ve ac¢ilma oranini 6nemli derecede diislirmiistiir.

Elektromanyetik radyasyonun D. melanogaster’in disilerinin 6miir uzunlugunda azalmaya,
erkeklerin 6miir uzunlugunda ise artisa neden oldugu tespit edilmistir (Dalgi¢ et al. 2002).
Gelegen ve Yesilada (2000) kadmiyum nitrat ile beslenen D. melanogaster erginlerinin
ortalama Omiir uzunlugunun kisaldigini ve gen¢ populasyonlarin kadmiyumlu besiyerinde
yaslilara gére daha uzun yasadigini tespit etmislerdir. Atli (2010) D. melanogaster’de 1 ve 10
mg/L bisfenol A (BPA) uygulamasi disilerin, 1 mg/L uygulamasi erkeklerin 6miir uzunlugunu
kontrole gore kisaltirken, 0,1 mg/L. BPA uygulamasi erkeklerin dmiir uzunlugunu uzattigini
belirtmistir. 10 mg/L 4-nonilfenol (4-NP) uygulamast disilerin dmriinii kisaltirken, uygulanan
tiim dozlarda erkeklerin dmiir uzunlugunda anlamli bir degisim goriilmemistir. Bu sonuglar,

calismamizda elde ettigimiz sonuclar ile benzerlik gostermektedir. Calismamizda BA’in
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denenen besinsel karisimlart D. melanogaster erginlerinin émiir uzunlugu tlizerinde etkili
olmustur. BA’in 300 mg/L’sini iceren besinle yetistirilen ve yine ayni konsantrasyonda BA
iceren besin ile yasamlari siiresince beslenen erkek erginlerin dmiir uzunlugu énemli derecede
kisalirken disi erginlerin dmiir uzunlugu etkilenmemistir. Buna karsilik, 300 mg/L BA ile
yetistirilen ve BA igermeyen besin ile beslenen disi erginlerin dmiir uzunlugu onemli
derecede kisalirken erkek Omiir uzunlugu etkilenmemistir. BA’in 300 mg’inda disilerin
erkeklere gore daha kisa yasamasi larval besin ile alinan yiiksek konsantrasyonlarda BA’in
disilerin ergin sonrasi yasaminda da etkili oldugunu gostermektedir. Bu goriis BA’in 300
mg/L’si ile yetistirilen disilerin dmiir uzunlugu yaninda yumurta verimi ve agilimi oraninin
onemli derecede azaldiginin tespit edilmesi ile destek bulmaktadir. Buna karsilik, BA ile
yetistirilen erginlerin BA ile beslenmeye devam edilmesi disilerin dmiir uzunlugundaki
kisalmay1 ortadan kaldirmigtir. Ancak yumurta verimi ve agilma oranmi {izerindeki olumsuz

etki daha da artmustir.

D. melanogaster’de porfirazin, kadmiyum gibi maddelerin uygulanmasi anormal bireylerin
olugmasint saglamakta, kadmiyum (Ertan 2009) ve malatyon (Bahgeci 2000) uygulamasi
erkek birey sayisin1 azaltmaktadir. Ayrica G. mellonella ile yapilan benzer ¢aligsmalar sonucu
erkek ve disi oranlar1 6nemli derecede azaldig belirtilmistir (Aslan 2011, Cengiz 2011). Bu
sonuclar disi birey sayisinin az olmasinin birakilan yumurta sayisinin azalmasi sebebiyle
zararlt boceklerin tarimsal alanlarda ¢ogalmasinin sinirlanmasi anlamina gelmektedir (Aslan

2011).

Bazi ¢alismalar ¢esitli B tiirevlerinin Lepidoptera ve diger takimlara ait zararh tiirlerin yumurta
iretimini ¢cogunlukla olumsuz yonde etkiledigini ortaya ¢ikarmistir. G. mellonella besine ilave
edilen sodyum tetraborat disilerin yumurta verimini ve birakilan yumurtalarin agilma oranini
diisiirmiistiir. Ayn1 calismada % 0,3’liik sodyum tetraborat konsantrasyonunda disilerin higbiri
yumurta birakmadiklari, % 0,2’lik besinsel konsantrasyonunda ise yumurta sayisi 57,2 +
3,0’den 33,2 £ 2,7°ye, acilma oranini ise % 83,4 + 3,3’den 38,8 + 2,9’e diislirmiistiir (Durmus
and Biiyiikgiizel 2008). Bu calismada BA’in D. melanogaster disilerinin yumurta verimi ve
acilim tizerine etkisi ile ilgili elde edilen sonuglar Yang et al. (2000 b) tarafindan ayni takima
ait bir tlir olan 4. suspensa’da sodyum tetraborat icin elde edilen sonuglar ile uygunluk
gostermektedir. A. suspensa’da % 0,1°lik sodyum tetraborat yumurta verimini ve agilma oranini
onemli derecede diislirmiis daha yliksek konsantrasyonlarda ise yumurta {iretimini tamamen

onlemistir. Mullens ve Rodriguez (1992) % 1 ve 2’lik disodyum oktaborat tetrahidratin M.
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domestica ve F. canicularis disilerinin yumurta ag¢ilimmi % 10’un altina diisiirdiigiini
belirtmislerdir. Bezelye tohumu ile karigtirilan sodyum tetraborat depolanmis {iriin zararlisi
Callosobruchus analis (Fabricius 1781) (Coleoptera: Bruchidae)’in yasama oranin1 % 7,5’e
indirmis, disilerinin yumurta sayisii % 24 oraninda disiirmistir (Khan et al. 1996).
Calismamizda D. melanogaster’in erginlestikten sonra da 300 mg/L BA igeren besin ile
beslenmeye devam edilmesi disilerinin yumurta verimini % 10,80°den % 2,36’ya diistirerek

yumurta verimini olumsuz yonde etkilemistir.

Alman hamam bocegi B. germanica’da BA’in toksik ozelligi; yumurtalarin olgunlagmadan
folikdil ile birlikte atilmasi ile normal birakilan yumurtalarin agilma oranimi diisiirmesi seklinde
olup, inorganik insektisitin her iki ovaryumda da oosit sayisin1 ve oositlerin boyutunu azalttig1
tespit edilmistir (Zhou and le Patourel 1990, Kilani-Morakchi et al. 2005). Ayrica BA’in
yumurtaliklarin  protein, lipit ve karbohidrat bilesenlerini Onemli derecede azalttigini
gostermistir. Baz1 niikleozit tlirevi sentetik insektisitlerin Pyrrhocoris apterus (L. 1758) un
hemolenf, yag dokusu ve ovaryumundaki protein iceriginde 6nemli degisiklige sebep oldugu,
yumurta olusumunu tamamen 6nledigine dair ¢alismalar bulunmaktadir (Gelbi¢ and Sula 1990).
Pestisit baskisi altinda kalan bocek popiilasyonlarinin yasam dongiilerinin ge¢ tamamlandigi,
daha az yumurta biraktiklar1 ve bu yumurtalarin agilma oranlarinin azalarak pestisitlere direng
gelistirdikleri bildirilmektedir (Lee et al. 1998). Diisiik konsantrasyonlarda butillenmis
hidroksi anisol ile beslenen Z. paravittiger (Diptera)’in yagama siiresi uzamis, gelismesi
gecikmis, yumurta verimi azalmistir (Bains et al. 2007). Ovaryumu ¢ikarilmis ve dollenmemis
Drosophila subobscura (Collin in Gordon 1936) disileri dollenmis disilere gére daha uzun
yasamaktadir (Maynard Smith 1958). Bu c¢alisma, diger deneysel sonuglar ile
birlestirildiginde yumurta iiretiminin disilerin yaslanma siirecini hizlandirdigin1 ortaya
koymustur. Bu sebepten dolayi iireme ile yaslanma ve omiir uzunlugu arasinda ters bir iligki
bulundugu sdylenebilir. Uremenin disiler i¢in démiir uzunlugu yéniinden olumsuz etkilere
sebep oldugu kabul edilmistir. Ozellikle yumurta iiretimi ve disilerin erkekler tarafindan
ciftlesmeye yonelik eseysel saldiris1 disilerin dmiir uzunlugunu diisiirmektedir. Bu durum
Drosophila gibi kisa hayat devrine sahip tiirlerde gecgerli olup karinca ve bal arilar1 gibi uzun

hayat devrine sahip olan tiirler i¢in gegerli degildir.

Yaglanmaya karsi; her tiiriin, bireyin, organin, dokunun, hiicrenin farkli cevap verebilecegi
bildirilmistir (Linnane et al. 2007). Yapilan bir ¢alismada besine ilave edilen B’un dokularda

birikimi Drosophila’nin gelisme evresine ve yasa gore degistigini gostermistir. En yiiksek B
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miktar1 yumurta evresinde goriiliirken larval evreye dogru azalmaktadir. Yeni erginlesmis
meyve sinegi 35,5 ppm B i¢ermektedir. Ergin evreye dogru B miktar1 9 haftalik yasa gére %
52 oraninda artmustir. Ergin evrede besine asiri miktarda B ilave edilmesi (0,01 M sodyum
borat ortalama % 69,2 oraninda, 0,001 M sodyum borat % 21,2 oraninda) émiir uzunlugunu
kisaltmaktadir (Massie 1994). Daha diisiik konsantrasyonlarda B ile beslenildiginde 6miir
uzunlugunda kiigiik fakat 6nemli derecede artisa sebep olmaktadir. 0,00025 M sodyum borat
seklinde ¢ok diislik konsantrasyonda besine B ilave edilmesi yasam siiresini % 9,5 oraninda
uzatmaktadir. Bu ¢aligmalar orta seviyedeki besinsel B miktarinin biyolojik sistemlerde genel
bir koruyucu etki yapabilecegini gostermistir (Massie et al. 1990). Bizim ¢alismamizdan elde
edilen sonugclar i¢in de benzer yorum yapabiliriz. B ve B tiirevi maddelerin insan dahil diger
memeli gruplarinda 6nemli biyolojik etkilere sahip oldugu, eksikligi ve fazlaliginda 6nemli
fizyolojik aksakliklarin olugmasi sonucu yasam kalitesi ve siiresi lizerinde olumsuz etkilerin
ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. Buna gore ¢alismamizin sonuglart da BA’in diisiik miktarlarinin
D. melanogaster’in ergin Ozelliklerinin iyilestirilmesi i¢in ergin besinine katki maddesi olarak

ilave edilebilecegini belirtmektedir.

Bu calismada denenen BA’in yiiksek konsantrasyonlari bocek larvalarinin besin almalarini
hizlandirmig olabilir. Coptotermes formosanus (Shiraki 1909)’in B tiirevi olan disodyum
oktaborat tetrahidrat ile beslenmesi, B ve B tiirevi maddelerin besinsel uzaklastirici etkisinin
olmadigin1 ancak besinle alindiginda toksik etkiye sahip oldugunu (Maistrello et al. 2002) ve
diger boceklerin BA gibi B tiirevi farkli besinsel formiilasyonlarin benzer mekanizmalarinin
oldugunu gostermistir (Cochran 1995, Appel et al. 2004). Larvalarin besin tiiketim oraninin
degismesine bagli olarak, herhangi bir besinsel degeri olmayan bir katki maddesinin dldiirticii
olmayan etkileri besinle bu bilesenler arasindaki etkilesime dayanmaktadir (Biiylikgiizel and
Icen 2004, Biiyiikgiizel and Kalender 2007). Bir antibiyotik olan novobiyosin endoparasitoid
bir Hymenopter tiir Pimpla turionellae (L. 1758)’de insektisit olarak kullanilmais,
novobiyosinin yiiksek miktarlar1 P. turionellae larvalarinin yasama ve gelisimini olumsuz
yonde etkilemis en diisiikk miktar1 ise bdcegin yasama oranint 6nemli derecede artirmistir
(Biiyiikgtizel 2001). Ayrica antimikrobiyal maddelerin besinde meydana getirdigi koku ve tat
degisikliginin larvalarin besin alma islevinde etkili oldugu bilinmektedir (Singh and House
1970 a,b). Termit tiirleri olan T7inervitermes trinervius (Rambur 1842) ve Odontotermes
smeathmani (Fuller), Amitermes evuncifer (Silvestri)’e karsi nikotin benzeri bir insektisit olan
tiyometoksam’in besin almayr Onleyici etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Delgarde and

Rouland-Lefevre 2002). Yapilan ¢alismalarda fruktozun yiiksek konsantrasyonlar1 ile BA
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birlikte alindiginda yasama oraninin azalmasinin sekerin fagostimulant etkisi sebebiyle BA’in

besinle alinan miktarinin arttig1 belirtilmistir (Aslan 2011).

Kimyasal maddeler veya ¢evre kirliligine neden olan maddeler biitiin canlilar1 etkileyerek
serbest oksijen radikallerinin olusumuna ve dolayisiyla da metabolik olaylarin bozulmasina
neden olur (Halliwell 1994, Heinle and Betz 1994). Patofizyolojik durumlarda iiretilen serbest
oksijen radikalleri ve organik hidroperoksitler, detoksifikasyon ve antioksidan sistemler
tarafindan uzaklastirilir. Ayrica olusan serbest radikaller sonucu hiicre zarinin ve diger
hiicresel lipid ve proteinlerin yapisinin bozulmasiyla LPO olarak tanimlanan bir dizi
reaksiyon gerceklesir ve sonugta aldehit tiirevleri 6zellikle MDA iriinleri olusur. MDA
miktarinin yilikselmesi LPO seviyesinin 6nemli bir gostergesidir (Mano et al. 1995). Yiiksek
derisim ve uzun siireli diazinon uygulanan O. niloticus’un kas ve bobrek dokularinda MDA
miktar1 artmigtir (Durmaz et al. 2006). C. carpio’da beyin ve karaciger dokularinda piretroid
insektisit cyfluthrin, imidacloprid’in ayr1 ayr1 uygulanmasi PCO ve MDA miktarini
arttirmistir (Serbes 2011). 15 giin siire ile dichloroaniline maruz kalan C. auratus’un karaciger
dokusunda MDA miktar1 artmigtir (Li et al. 2003). Bocekler serbest radikallerden ve genel
oksidatif stresten etkilenmektedir (Timmermann et al. 1999). Ayrica boceklerin beslendigi
besin bilesenleri kendi aralarinda ve besine ilave edilen maddelerle etkilesereck ROT
olugmasina sebep olurlar. Besinlerde olusan bu ROT’ler, bocek larvalariin besin tiikketimini
toksitenin artmasina bagli olarak degistirmektedir (Cohen and Crittenden 2004). Bazi
bdceklerin hiicre kiiltlirii hatlarinda ¢esitli kimyasal ve biyolojik ajanlarin LOOH ve PCO
miktarlarini artirdigi, oksidan strese sebep oldugu belirtilmektedir (Wang et al. 2001). Bu
calismada D. melanogaster iizerinde BA’in denenen konsantrasyonlarini igeren yapay
besinler ile yetistirilen D. melanogaster’in 3. larval evresinde MDA miktar1 ve GST aktivitesi
onemli derecede artarken, PCO miktar1 artmasina ragmen kontrol grubuna gore istatistiki
olarak dnemli bir fark ortaya ¢ikmamistir. BA’in 300 mg/L’sini igeren besini ile yetistirilen 3.
evre larvalarinda MDA miktar1 kontrole gore yaklasik 4 kat, PCO miktarin1 yaklagik 17 kat

artmigtir.

Diger taraftan BA’in B. germanica erginlerinin orta bagirsak epitelyum dokusunda oksidatif
hasar olusturdugu ve GST aktivitesini artirdig1 bilinmektedir (Habes et al. 2006). S.
littoralis’te sentetik piretroitlere karsi gozlenen yiiksek direncte GST aktivitesinin
yiiksekligiyle iliski oldugu tespit edilmistir (Lagadic et al. 1993). S. littoralis

popiilasyonlarinin klorprifos, karbamat, deltametrin gibi insektisitlere karsi artan direng
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oraniyla dogru orantili olarak GST enzim aktivitelerinin de arttig1 bulunmustur (Hadim 2008).
Yu (1989), S. frugiperda larvalarinin besinlerine ksantotoksin eklenmesiyle GST aktivitesinin
yiikseldigini rapor etmistir. Calismamizda kullanilan insektisit BA’in bocegin besin almasini
uyarmast sonucu fazla miktarda kimyasal tiikketmesine bagli olarak beslenme fizyolojisinde

degisikliklere ve dokularinda oksidatif hasara sebep olabilecegi diisliniilmektedir.

Boceklerde yaygin olan ve canlinin ¢evreye adaptasyonunu saglayan temel mekanizma
detoksifikasyon enzimlerinin indiiksiyonudur (Wu and Miyata 2005). M. domestica’da
ekzojen antioksidanlarla (siikrozda % 0,5-2 askorbat, betakaroten, alfa tokoferol) yapilan bir
calismada yiiksek konsantrasyonlardaki antioksidanlarin; Omiir uzunlugunu azalttigi, SOD
aktivitesi diisiirdiigli, CAT aktivitesi etkilemedigi, glutatyon konsantrasyonunu diisiirdiigi,
inorganik peroksitlerin (H,O, gibi) arttigt ve lipofuksin seviyesini azalttig1 bildirilmistir
(Sohal et al. 1985). 1 mM paraquat ev sineklerinin hayatlarmni kisaltmakta, konsantrasyonun
azalmas1 glutatyon ve inorganik peroksitleri azaltmaktadir. Paraquatin CAT aktivitesini
uyardigi, SOD ve GR aktivitesini, GSSG seviyesini ve floresan lipofuksin oranim
etkilemedigi, ayrica paraquat toksisitesinin LPO’nuna kars1 etkisiz oldugu tespit edilmistir
(Allen et al. 1984). Tekstil boyalarina kars1 D. melanogaster’in GSH, SOD, CAT ve GR ile
GST aktiviteleri artarak antioksidan savunma sisteminin olduk¢a duyarli oldugu goriilmiistiir
(Ozata 2006). Bunun yanisira D. melanogaster gibi model organizmalarla yapilan ¢aligmalar
yasam siiresinin uzamasinda faz II detoksifikasyon enzimlerinin 6nemini gostermistir (Kapahi
et al. 2004). Calismamizda BA’in, oksidatif stresin gostergeleri olan LPO {irtini MDA ve PO
irtini PCO miktarlarinin degisimine karsi, onemli bir detoksifikasyon enzimi olan GST
aktivitesinde degisime sebep oldugu acik¢a goriilmiistiir. Bu sonuglar D. melanogaster’in
farkli gelisim evrelerinde yasama, gelisme, Omiir uzunlugu, yumurta verimi ve agilma orant
tizerindeki olumsuz etkilerin BA ile uyarilan oksidatif stresten kaynaklanabilecegini
gostermektedir. Bu calismada ayrica BA’in D. melanogaster iizerinde fizyolojik ve
biyokimyasal etkisinin arastirilmasinda, BA konsantrasyonlari ile ergin hale gelen bdcegin
ergin sonrasinda da BA’le beslenip beslenmemesine bagli olarak LPO ve PO seviyesi ile
onemli bir detoksifikasyon enzimi olan GST aktivitesindeki degisimlerin tespit edilmesi ve bu
degisimler ile birlikte, bocegin yasam parametrelerini (yasama orani, gelisme siiresi, yumurta
verimi, yumurtalarin a¢ilma orani, ergin omiir uzunlugu ve esey orani) olumsuz ydénde
etkileyen  konsantrasyonlarin  belirlenmesi BA’in  inorganik  insektisit  olarak
kullanilabilirliginin incelenmesinde 6nemli bir kriter olmustur. Boylece tilkemizin kendi 6z

kaynaklarinin islenmesi ile gelistirilen bir iiriiniin dogrudan ya da dolayli olarak kullanimu ile
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ilgili bu yeni yaklasim; tarimsal diriinlerin, insan gibi diger hedef olmayan canlilarin
korunmasinda ¢evreye duyarli bir yontem olmaya adaydir. Bu c¢alisma ¢evre dostu ve ucuz
inorganik insektisitler olarak B tiirevlerinin de tarimsal zararli boceklerin miicadelesinde

kullanilma ve denemelerini tesvik edebilecektir.

Diyetsel yaglar Drosophila’da yaslanma siirecini hizlandirir ve LOOH birikimiyle ytiksek
oranda 6liime neden olur. Drosophila Oregon-R-C soyunun erkeklerine, yaglarin indiikledigi
Olimleri engellemek ve yasam siirelerini uzatmak amaciyla brokoli ekstraktlar1 ve yesil ¢ay
katesinleri (% 1-25 g) besiyerine eklenmesiyle yapilan ¢aligmada bdcegin dmiir uzunlugunun
ve % 50’sinin yasadigi zamanin arttig1 rapor edilmistir. Bu durum yag asitleri ile birlikte
verilen besinlerin sineklerde LOOH seviyesinin 6nemli diizeyde azalmasi ve antioksidan
enzim (CAT, SOD) aktivitelerinin de sadece yag asitleriyle beslenen sineklerle
karsilastirildiginda 6nemli diizeyde artmasiyla olustugunu belirtilmistir (Li et. al 2008).
Calismamizda BA’in en yiiksek konsantrasyonu ile beslenen disilerde kontrol besiniyle
karsilagtirildiginda MDA miktar1 yaklasik 7 kat, PCO miktarint 10 kat artirmistir. Erkeklerde
ise BA’in yiiksek konsantrasyonlar1 PCO miktarint 6nemli derecede arttirrken MDA
miktarini yaklasik 9 kat artirmig, BA’in diisiik konsantrasyonlar1 PCO miktarini istatistiksel
olarak 6nemli olmayan diismeye sebep olmustur. BA’in 200 ve 300 mg/L konsantrasyonlari
sirastyla kontrol besinine gore erkek erginlerde GST aktivitesini yaklasik 2,5 ve 4 kati
oraninda onemli derecede artirmustir. Drosophila erkeklerinde boceklerde yer alan direng
mekanizmasi ile normalden direngli bireyler gelismis olabilir. Bu da onceki ¢alismalarla
benzerlik gostererek birey sayisinin artisina neden olmus olabilir. Nitekim pestisitlere karsi
boceklerde diren¢ mekanizmasi ile normalden daha direngli bireylerin gelistigi yoniinde
calismalar bulunmaktadir (Ecevit 1988, Celik 1996). Biotin (0-6 pmol/100 mg) eksikliginin
D. melanogaster’de 6miir uzunlugu ve iretkenligi azalttigi, strese direnci arttirdigi tespit
edilmisdir (Landenberger et al. 2004). Aslinda her ne kadar yaslanma ve 6miir uzunlugunun
temel mekanizmalar1 heniliz tam olarak anlagilmamis olsa da, bu siirecin ertelenebilecegi
savunulmaktadir (Uysal vd. 2009). Bu kullanilan inorganik insektisit BA’in bdcegin
metabolik faaliyetleri tizerine etkilerinin arastirilmasi, diger boceklerle miicadelede kullanilan

maddeler i¢in de bir 151k olacaktir.

Kimyasal maddeler c¢esitli amacglarla bocek besinlerine ilave edilerek bocegin belirli
evrelerinde biyokimyasal analizlerinin yapilmast ve fizyolojik degisimlerin ortaya

konulmasiyla kimyasalin bocekler tizerindeki etkileri belirlenir (Ferkovich et al. 1999, Wang
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et al. 2002, Zapata et al. 2005). Besin kalitesinin diisiik olmasi fizyolojik ve davranigsal
degisim sebeplerin arasindadir (Slansky and Scriber 1985). GST enziminin aktivitesi, ¢esitli
toksinlere maruz kalarak besinsel degeri azalmis dogal besin ile beslenen predator bir
ortimcek tlrti olan P. prativaga’da oldukg¢a diigiiktiir (Nielsen and Toft 2002). Hamam
bocekleri, ev sinekleri ve bir¢ok tarimsal zararli bocekle yapilan ¢alismalarda artan GST
enzim aktivitesinin insektisit direnci ile iliskili oldugu belirlenmistir. Ozellikle klorlandirilmus
hidrokarbon insektisit olan DDT ile yapilan caligmalarda sivrisineklerde GST aktivitesinin
arttig1 belirtilmistir (Vontas et al. 2000, Rakotondravelo et al.2006). D. melanogaster’in 3.
evre larvasinin orta barsaginda oksidatif stresin giderilmasinden sorumlu farkli GST siniflart
(Delta, epsilon, sigma, teta, omega, zeta) bulunmustur, orta barsakta bulunan GST’lerin
cogunlugu delta ve epsilon simifindadir (Li et al. 2008). Herbisit olarak kullanilan
oksadiyazolon ile 1-kloro-2,4-dinitrobenzenin oksidatif etkisine karst D. melanogaster’in
pupa ve ergin evrelerine dogru GST aktivitesinin arttifi gézlenmistir (Scott et al. 1990).
Calismamizda D. melanogaster iizerinde BA’in denenen diisiik konsantrasyonlar1 kontrol
besiniyle karsilastirildiginda pup evresinde GST aktivitesi istatistiksel agidan dnemli olmayan
derecede diismiis, 200 mg/L BA ise dnemli olmayan bir artisa sebep olmustur. Buna karsilik
en yiiksek BA konsantrasyonu kontrol besinine gore pup evresinde GST aktivitesi 6nemli
derecede (3 kat1) artirmistir. Her ne kadar detayli caligmalara gereksinim duyulsa da GSH
miktarinin diismesi ile paralel olarak bu enzimin aktivitesi artmis olabilir. GSH bu enzimin
kofaktorii olup bazi organik ve inorganik peroksitlerin ve diger serbest radikallerin konjuge
edilerek zararl etkisinin ortadan kaldirilmasinda kullanilir (Dandapat et al. 2003). Bu enzimin
aktivitesindeki artis BA’in veya metabolizma iirlinlerinin bir oksidan gibi davranarak serbest
radikal olusumunu hizlandirmasi ve buna bagl olarak larvalarda oksidatif stresi meydana

getirmeleri sonucu olabilir.

Bocekler lizerinde BA gibi bazi B tiirevi kimyasallarin patofizyolojik etkilerinin mekanizmasi
tam olarak bilinmemesine ragmen molekiiler oksijene elektron transfer ederek O,"
radikallerinin olusumuna neden oldugu belirtilmistir (Jolly 1991). Ay ve Yorulmaz (2008),
21,84 kat bifenthrin direngli Tetranychus urticae (C. L. Koch 1836) popiilasyonunda esteraz
ve GST enzim seviyelerinin baslangi¢ popiilasyonuna gore arttigini belirlemislerdir. Tek
basina 620, 1250 ve 2500 ppm konsantrasyonlarda kullanilan BA G. mellonella’nin yagama
oranini diisiirmekte, gelisme siiresini kisaltmakta, ergin dmiir uzunlugunu ise artirmaktadir.
Ayni calismada BA konsantrasyonlar1 bocegin son evre larvalari ile yeni pup olmus bireylerin

hemolenf ve yag dokusundaki MDA miktarim1 artirmig, antioksidan enzimler SOD, CAT,
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GST ve GPx aktivitelerini ise 6nemli derecede degistirmistir (HyrSl et al. 2007).
Calismamizda D. melanogaster igin BA’in en diisiik konsantrasyonunu igeren yapay besinle
yetistirilen 3. evre larvalarindaki MDA miktar1 disi erginlerde yaklasik 2 kat artmistir. Larval
evreden itibaren ergine dogru PCO miktarinda azalma gozlenirken istatistiksel agidan 6nemli
bir fark ortaya ¢ikmamustir. Oksidatif stres diizeyi enzimin karst koyamayacagi seviyeye
ulagirsa enzimin kendisi de hasara ugrayabilir. Erkek bireylerde GST aktivitesini, 3. evre
larvasina ve disi erginlere gére dnemli derecede azaltmistir. Bu besin ile yetistirilen pup ve
erkek erginlerde ise MDA miktar1 disi erginlere gore yaklasik 10 kat azalmaya sebep olmast

bu diisiinceyi kuvvetlendirmektedir.

Yasla birlikte dokularin spontan otooksidasyona karst olan direnglerinin azaldigi, yash
dokularin normal dokulardan daha fazla peroksidasyona maruz kaldiklari, antioksidanlarin
bunu azaltabildikleri ancak yaslanmay1 geciktirmedikleri kaydedilmistir. Bunun yaninda
yaslanma ile birlikte oksidan hasara karsi savunma elemani olarak gorev yapan endojen
antioksidan diizeylerinin degismedigi, azaldig1 ya da arttig1 bulunmustur (Yiiziiak 2008). D.
melanogaster’de yiiksek yercekiminin (hypergravity) (3 ve 5 g) yaslanma davraniglarini
geciktirdigi, erkek sineklerde omiir uzunlugunu ve her iki eseyde de sicaga karsi direnci
artirdigini ortaya ¢ikarmak i¢in yapilan calismada iki, dort ve alt1 haftalik sineklerdeki enzim
aktiviteleri (SOD ve CAT) iizerine yliksek yercekiminin etkisinin olmadigi rapor edilmistir
(Le Bourg et. al 2000). Calismamizda erginlesme sonrast BA konsantrasyonlartyla yapilan
beslenme deneylerinde kontrol besini ve BA’in denenen tiim konsantrasyonlarinda erkek ve
disiler arasinda MDA miktar1 agisindan 6nemli bir fark ortaya ¢ikmamistir. BA’in 300
mg/L’si ile beslenildiginde PCO miktar1 9 kat1 kadar bir artis goriilmiistiir. Buna karsilik
BA’in 200 mg’1 ile erkek erginler beslenildiginde 10 giinliik erginlerde PCO miktar1 kontrole
gore 3 kat1 oraninda artis gorilmiistiir. Diger bir calismada yasa bagli olarak Drosophila
Oregon yabanil tip (85 giin) erkeklerinin korelmis kanatli (56 giin) erkeklerden daha uzun
omiirlii olduklar, yasa bagli CAT aktivitesinde degisimlerin benzer oldugu degisimler ve
yaslanma siirecinde ise azalma gosterdigini, GR aktivitesinin (10. ve 40. giinler arasinda) ve
total glutatyon miktarinin arttig1 sonra aniden azaldig: belirtilmektedir (Fiskin et al. 1994).
Ancak c¢alismamizda BA’in 300 mg/L’si ile beslenen ve 10 giinliik erkeklerde kontrol
besinine gdre PCO miktar1 6nemli derecede (7 kat) artmistir. BA’in diisiik konsantrasyonlari
ile 10 giin boyunca beslenen disilerdeki PCO miktar1 erkeklere gore dnemli derecede yiiksek
bulunmustur. Bu sonuglar oksidatif stresten dolay1 yiiksek BA konsantrasyonlarinda erkek

birey oranma gore daha diisiik oranda disi birey meydana getirmesiyle destek bulmaktadir.
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100 mg/L BA igeren besin hari¢c BA’in diger konsantrasyonlarinda kontrole gére 10 giinliik
erkeklerin GST aktivitesinde artis olmasina ragmen bu artis istatistiksel olarak anlaml

olmamustir.

D. melanogaster’in farkli besin tipiyle beslenmesine bagli olarak yumurta sayisim ayarladigi
ifade edilmistir. Bu durum boécegin neslini tehlikeye sokmamak igin gergeklestigi
diisiiniilmektedir (Partridge et al. 1987). Porfirazin, kadmiyum gibi maddelerle 10 giin siireyle
beslenen D. melanogaster in yumurta verimi arastirtlmig, giinliik ortalama yumurta sayis1 74-
288 olarak bulunmustur (Ertan 2009). Boceklerde iireme potansiyeli, sinir ve endokrin
sisteminin etkisi altinda kalmaktadir. Noro-endokrin sistemi uyaran insektisitler ile JH
normalden fazla ya da az salgilanmasi yumurta veriminde artisin yada azalmanin
gbzlenmesine sebep olur. D. melanogaster ile yapilan bir ¢alismada ergin bireylerin
kadmiyum kloriirle beslenmeleri yumurta verimini azaltmistir (Ertan 2009). Metallerin enzim
inhibisyonuna neden oldugu ve proteinlerin enzimatik ve yapisal fonksiyonlarini degistirerek
onlar1 inhibe ettigi bildirilmistir (Gelegen 2000). Bununla beraber Drosophila’da yumurta
saris1  proteinleri olan vitellojeninlerin inhibisyonunun yumurta verimini etkiledigi
goriilmiistiir (De Man et al. 1981). Hyrsl et al. (2007) 156 ppm BA’in G. mellonella’nin 7.
evre larvalar1 ve puplarinda yagsama oranimi arttirdigi, ergin omiir siiresini de yaklasik 3 giin
uzattigini gostermistir. Ayni ¢calismada son evre larvalarinin hemolenfinde SOD, GST ve GPx
aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir. D. melanogaster ile yaptigimiz ¢aligmada BA’in diisiik
konsantrasyonlart ile yetistirilen larvalardan elde edilen erginlerin BA’in yine diisiik
konsantrasyonlarin1 igeren besinler ile 10 giin siireyle beslenilmesi bu disilerin
yumurtalarindaki MDA ve PCO miktarini, GST aktivitesini kontrol grubuna gore artirdigi,
BA’in 200 mg/L’si ise MDA miktarim1 kontrole gore Onemli olmayan bir diizeyde
diisiirmiistiir. Drosophila’nin yagsaminda yumurta iiretimini gosteren en iyi donem ilk on
giinliik periyottur (McMillan et al. 1970, Yesilada and Bozcuk 1995). Calismamizda BA’in en
yiiksek konsantrasyonu ile hem larval evrede hem de ergin evrede beslenilmesi disilerin
biraktigr yumurtalardaki MDA miktarin1 yaklagik 5 kati, PCO miktarin1 yaklasik 31 kat1 ve
GST aktivitesini yaklagik 7 kati artirmistir. Kadmiyumla yapilan g¢alsimada (Ertan 2009)
oldugu gibi BA uygulamasi ile yumurta verimindeki azalmanin ¢alismamizi desteklemek ve
vitellojenin sentezinin engellemesi ile olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu cesit etkilerin
bdceklerde prooksidan ve antioksidan sistem ile iliskili oldugu gosterilmektedir (Biiytikgiizel

2006).
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Bu c¢alismadan elde edilen sonucglara gore BA’in bocegin gerek biyolojik 6zellikleri gerekse
oksidan ve antioksidan tepkisi tizerindeki etkilerinin BA konsantrasyonlarina gore degistigini
acikca gostermistir. Oksidatif hasara bagli olarak detoksifikasyon ve antioksidan savunma
mekanizmasini bozmasi sonucu bocegin yasama ve gelisimi, yumurta verimi ve agilma orant
tizerinde olumsuz etki gosterdigi anlasilmaktadir. Oksidatif strese karsi antioksidan
enzimlerin sentezinin asir1 artmasi durumunda, serbest radikaller, zarar vermek iizere hedef
molekiillere saldirma firsati bulamayarak antioksidan enzimler ile karsilasma ihtimalleri
artabilir. Boylece oksidatif stresin olumsuz etkileri ortadan kalktiginda bdcegin yasama orani

ve Omiir uzunlugu artabilir.
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BOLUM 6

SONUC

Bu calisma BA’in bdceklerin biyolojik etkinlik parametreleri tizerindeki olumsuz etkisinde
oksidatif stresin 6nemli rol oynayabilecegini agik¢a goOstermistir. BA’in D. melanogaster
tizerinde biyolojik yasam ozellikleri, fizyolojisi, biyokimyasi iizerinde gosterdigi toksik etki
mekanizmasinin tim yonleriyle anlagilmasi zararli boceklerle miicadelede, hedef olmayan
canlilara ve ¢evreye daha az olumsuz etkisi olan yeni kimyasal yontemlerin gelistirilmesine

olanak saglayabilir.

Bu caligmada sirastyla su sonuglar elde edilmistir. Bunlardan ilki D. melanogaster lizerinde
en etkili olan BA konsantrasyonunun belirlenmesidir. ikincisi ise BA’in D. melanogaster
tizerindeki etkilerinin biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalarini anlayabilmek amaciyla,
BA ile beslenen boceklerin GST enzimi temel alinarak detoksifikasyon kapasitelerindeki
degisim gosterilmistir. Sonug¢ olarak D. melanogaster lizerinde en olumsuz etki yapan BA
konsantrasyonu 300 mg/L’dir. Belirlenen en yiiksek BA konsantrasyonu bdcegin yasama
orani, gelisme siiresi, yumurta verimi ve ag¢ilma oranm diislirmiistiir. Belirtilen
konsantrasyonlardaki BA bodcegin son evre larvalarinin, pup, disi ve erkek bireylerde ve
disilerin yumurtalarinda MDA ve PCO miktar1 ile GST aktivitesinde onemli derecede

artirmistir.

Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar larval evreden itibaren BA’in yiiksek konsantrasyonlari
ile beslenmesi bocege olumsuz etki yaptigini detoksifikasyon kapasitesinin de etkilendigini
acitkca gostermistir. BA’in diisilk konsantrasyonlarmin ergin besini olarak kullanilmasi
bocegin MDA, PCO miktarim1 ve GST aktivitesinin artmasina neden olarak antioksidan
savunmanin  ¢alisgtigim1  gostermektedir. Calismamiz yaslanmay1 agiklayan yardimeci
teorilerden biri olan serbest radikal teorisini desteklemektedir. D. melanogaster iizerinde
denene BA’le MDA ve PCO miktarlarinin artmasi serbest oksijen radikalleri hiicrelerde

oksidatif stres olusturdugunu gostermektedir. Olusan stres, hiicrelerin yap1 ve islevlerini
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bozarak hiicrelerin yaslanma siirecine girmelerine neden olmaktadir. Hiicrelerde giiclii bir
detoksifikasyon enzimi olan GST aktivitesinin artmasi, oksidatif strese bagli hiicre
yaslanmasini yavaglatabilir. Ancak hiicre yaslanmasini tetikleyen birgok faktdr oldugundan
yaslanma siirecinin tam olarak anlagilabilmesi ve yavaslatilabilmesi igin ileri c¢aligmalara
gerek duyulmaktadir. BA’in diisiik konsantarsyonlarinin kullanimi bécekte hizli tolere edilmis
ve antioksidan savunma mekanizmasit daha kisa siirede devreye girerek oksidatif stresi

onlemeye calismis, yiiksek konsatrasyonlarda ise oksidatif stresi nlemeye yeterli olmamustir.

Bu sonucglara gore BA’in diisik miktarlarinin D. melanogaster’in ergin 6zelliklerinin
tyilestirilmesi icin ergin besinine katki maddesi olarak ilave edilebilecegini ancak oksidatif
strese bagli olarak gelismesi muhtemel olan hiicre hasarlarinin da dikkate alinmasi
gerekmektedir. Bu sonug diislik miktardaki kimyasal insektisit ile ¢evreye ve hedef olmayan
canlilara zarar vermeden hedef bocek ile miicadele bakimindan Onemlidir. Ayrica
Drosophila’y1 etkileyeck bir maddenin memeliler ve insanada benzer etki gosterebilecegi
bilinmektedir. Bu ¢alismadan elde edilen en 6nemli sonu¢ zararli bocekler ile miicadelede
cevre ve hedef olmayan canlilara su anda kullanimda olan insektisitler kadar zararli olmayan

inorganik insektisit olan BA’in kullanimina yonelik bir stratejiye onciiliik edilmis olmasidir.
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