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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Drosophila melanogaster’de ZnOTiO, NANOKOMPOZITININ in vivo TOKSIK
POTANSIYELINE KARSI OLEUROPEIN’IN KULLANILMASI

Tugba ATICI

Erzincan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Deniz ALTUN COLAK

Teknolojinin hemen her alaninda kullanilan nanopartikiillerin saglhiga etkileri son
yillarda diinya genelinde endise yaratmakta ve bu durum hizla dikkat ¢ekmektedir.
Bu calismanin amaci, ZnOTiO; nanokompozitinin D. melanogaster’in omiir
uzunlugu, yasama ylizdesi ve yavru birey sayisi lizerine olan olasi toksik etkilerini ve
bu etkilerin giderilebilmesinde zeytin yapragindan elde edilen ve giiglii bir
antioksidan ozellige sahip oldugu bilinen Oleuropein'in (OLE) koruyucu roliinii
arastirmaktir. Caligmalarimiz ~ sonucunda, ZnOTiO; nanokompozitinin,
konsantrasyon artigina paralel olarak hem disi hem de erkek bireylerin Omiir
uzunlugu, larvalarin hayatta kalma oranlar1 ve ergin bireylerin yavru dol sayisi
izerinde kontrol grubuna gore diisise neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica
ZnOTiO,+OLE uygulama gruplarina ait degerlerin ise kontrole yaklastig
goriilmiistiir. Elde edilen tiim sonuglar Statistical Package for Social Sciences (SPSS)
15.0 paket programi kullanilarak varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir
(p< 0,05).
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ABSTRACT

Master Thesis

USE OF OLEUROPEIN AGAINST THE in vivo TOXIC POTENTIAL OF
ZnOTiO, NANOCOMPOSITE ON Drosophila melanogaster

Tugba ATICI

Erzincan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Deniz ALTUN COLAK

In recent years, the health effects of nanoparticles used in almost every area of
technology raises the concerns worldwide and this situation quickly attracts attention.
The aim of this study was to assess the possible toxic effects of ZnOTiO,
nanocomposite on Drosophila melanogaster’s longevity, survival percentage, and
number of offsprings and to investigate the protective role of Oleuropein (OLE), a
powerful antioxidant obtained from olive leaves on them. Herein this study, it was
investigated that in parellel with the increase in the ZnOTiO, nanocomposite
concentration, both female and male population, survival rate of larvaes, and number
of offsprings decreaesed over the control group. It has been also seen that the
obtained values from ZnOTiO,+OLE application groups are closer to the control
group. The results from our study were evaluated by using the Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) 15.0 software variance analysis (ANOVA) (p< 0,05).

2016, 77 pages

Keywords: Drosophila melanogaster, Longevity, Number of offsprings, Oleuropein,
Oxidative stress, Survival percentage, ZnOTiO,
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1. GIRIS

1.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji ismi, koken olarak oOl¢ii birimi olan ‘“nanometre” kelimesinden
gelmektedir. Nanometre kavrami, metrenin milyarda birini ifade etmekte ve bir
nanometre, diizlemine en fazla 3 tane atomun dizilebilecegi kadar kiigiiktiir (Konuk
ve Oktay, 2007). Nanoteknoloji, 1- 100 nanometre uzunlugundaki partikiillerin
kullanildig: fizik, kimya, elektronik, enerji iiretimi, biyoloji, tip gibi genis uygulama
alanlart bulunan yeni bir bilim dalidir (Berk ve Akkurt, 2012). Kendi kendini
temizleyen boyalardan, kirlenmeyen kumaslara; esnek ama daha dayanikli betondan,
elmas kadar sert kaplamalara; kanserli hiicrelerin viicuda zarar vermeden
oldiriilmesinden, giinlerce etkisini kaybetmeyen kremlere; tek sarbon mikrobunu
bile algilayabilen sensorlerden, bakterileri o6ldiirdiigiinden dolayr kokmayan
coraplara ve mikrop barindirmayan buzdolaplarina kadar hayatimiza girmeye
baslayan nanoteknoloji bir teknoloji devrimi olarak algilanmaktadir (Bayindir, 2010)
(Sekil 1.1).

Nanoteknoloji

Y enilikci

<\ »

Uygulamalar

Bno
Muhendlsll

ano
Ay Oltlm

Sekil 1. 1. Nanoteknoloji ve kullanim alanlar1 (Erkog, 2007)



Nanoteknoloji kavrami ilk kez 1959 yilinda Nobel Fizik Odiilii sahibi Richard
Feyman tarafindan bilim felsefesiyle ilgili bir sohbet sirasinda giindeme getirilmistir.
Feyman, o sohbette “Neden bir toplu igne kafasina Britannica Ansiklopedisi’nin
yirmi dort cildini yazamiyorum?” diye sorarak yeni bir bilim dalinin dogmasina yol
acmistir (Kayir ve Baggil, 2010). 1981 yilinda taramali elektron mikroskobunun
(SEM), daha sonra 1985 yilinda atomik kuvvet mikroskobunun (AFM) kesfi ile
yiizeyde bulunan atomlarin ve molekiillerin gézlemlenmesine ve atomsal diizeyde
tepkimelerin izlenmesine olanak taninmistir. Boylece 20. ylizyilin son g¢eyreginde
nanoteknolojiyle tanisilmis ve dogada bulunmayan yeni nano yapilarin atomsal
diizeyde sentezlenmesine baglanmustir (Ozkan, 2014). Nanoteknoloji bir yandan eski
teknolojilere yeni bakis agilar1 getirirken diger yandan da onceleri olanaksiz gibi

goriinen yeni teknolojilere ve uygulamalara kapi aralamistir (Bayindir, 2010).

Son yillarda, diinya iilkeleri nanoteknoloji alanindaki yatirimlara oldukg¢a yiiklii
kaynaklar ayirmaktadirlar. Bu iilkelerin basinda ABD gelmekte, sirasiyla Japonya
Rusya, Almanya, Fransa, Cin, Giiney Kore, ingiltere, Hollanda ve Kanada takip
etmektedir (Ozkan, 2014). Yakmn bir gelecekte, bir iilkenin nanoteknolojideki
seviyesinin o lilkenin giiclinlin bir gostergesi olacagina inanilmaktadir. Bu yarista
gelistirilen ilk ve ikinci kusak nano {irtinler halen piyasada olup {i¢iincli ve dordiincti
kusak iriinlerin piyasaya girmesinin 2020 yilin1 bulacagi belirtilmektedir (Yilmaz
Turgut, 2012). Nanoteknolojiye dayali ekonominin 2015 yilinda 1 trilyon dolar
asacagl tahminleri yapilmaktayken, son zamanlarda bu beklentinin 3 trilyon dolar
bulabilecegi ifade edilmeye baslanmigtir (Aydogdu, 2011). Tablo 1.1°de diinyadaki

nanomateryal tiiketimi ve gelecege yonelik tahminler verilmistir.



Tablo 1. 1. Diinya nano materyal tiiketimi (milyon $) ve gelecege yonelik tahminler
(Stiptirgen vd., 2007)

2003-2020
2003 2008 2020 arzillg";:;;‘)‘“‘
ABD 276 1490 37900 34
Bat1 Avrupa 225 1067 23100 31
Asya-Pasifik 215 1035 26700 33
Diger Bolgeler 4 58 2300 45
Diinya
nanomateryal 720 3650 90000 33
tiiketimi

Tiirkiye’de de nanoteknolojideki gelismeleri takip edebilmek ve bu teknolojiyi tiretir
hale gelebilmek adma bazi adimlar atilmis ve bir yol haritast olusturulmustur.
Nanoteknoloji Tiibitak'in 2023 Vizyon Programi'nda yer almistir. Bu alandaki en
onemli gelisme Bilkent Universitesinde Ulusal Nanoteknoloji ~ Arastirma
Merkezi’nin (UNAM) kurulmasidir. Bu merkezin amaci Tiirkiye'de nanoteknolojinin
aragtirma merkezi olmaktir (Aydogdu, 2011). UNAM, nanoteknoloji konusunda
aragtirma yapan ana merkez olmakla beraber; ODTU, Anadolu Universitesi, Gebze
Yiiksek Teknoloji Enstitiisii de bu konuda arastirma yapan merkezlere sahiptirler

(Yalgin, 2010).

1.2. Nanopartikiiller ve Kullanim Alanlar:

Nanoteknoloji uygulamalar1 geleneksel materyallerin  fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin degismesine sebep olmaktadirlar. Bu degisiklikler, materyallerin
boyutlarinin nano dlgeklere indirgenmesiyle sonuglanir (Ozkan, 2014). Malzemenin
boyutlar1 nano 6l¢ek diizeyine yaklastik¢a ortaya c¢ikan yeni ozellikleri sayesinde,
nanopartikiiller endiistride genis kullanim alan1 bulmus ve gelistirilen {iriinler hizla

giindelik yasama girmistir (Handy et al., 2008). Bugiin itibariyle, 1000’den fazla



¢esit nanoteknoloji iirliniiniin giinliikk kullanilan iriinler arasinda yerlerini aldig

goriilmektedir (Xue ve Hwang, 2011).

Nanoteknolojinin kullanildig1 alanlardan baslicalari, tip, halk sagligi ve eczacilik;
gida ve biyoteknoloji; kisisel bakim firiinleri ve kozmetik; tekstil; elektronik ve
bilgisayar; optik; cevresel iyilestirme ve kirliligi onleme; spor malzemeleri; giines

panelleri; otomobil sanayi; enerji; giivenlik ve uzaydir (Y1lmaz Turgut, 2012).

Giliniimiizde, nanoteknoloji ve nanomateryaller biyolojik sistemlerde; tip, molekiiler
biyoloji, genetik, histoloji ve immiinoloji gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadirlar.
Fonksiyonellesmis nanotiiplerin canlilarda protein tasinmasi, ilag dagitimi, niikleik
asit dagitimi1 ve sinirsel biliylimede substrat olarak kullanimi, geleneksel kanser
ilaglarinin yan etkilerini azaltan ve tedavi etkinligini arttiran yeni nano ilaglar,
radyoterapiye duyarlilig1 arttiran altin nanopartikiiller ve termal ablasyon tedavisinde
kullanilan nanopartikiiller, nanobiyoteknoloji alaninda kullanilan uygulamalardan
sadece bazilaridir (Ath Sekeroglu, 2013).

1.3. Madalyonun Diger Yiizii: Nanotoksikoloji

Nanopartikiiller; orman yanginlari, volkanik patlamalar gibi olaylar tarafindan dogal
olarak ortaya c¢ikabildikleri gibi kaynak, metal erimesi, otomobil egzozu gibi
endiistriyel siiregler sonucu da meydana gelebilirler (Nel, 2006). Olusan
nanopartikiiller yasam dongiisiine, ekosisteme ve tiim canlilara kolayca gecis
yapabilmektedir. Topraklarda ve sularda olusacak nanobirikim 6ncelikle bitki ve
hayvanlara buradan da besin zinciri, solunum ve temas yollariyla insanlara

ulagmaktadir (Sekil 1.2).



Yer alt su kirhilifiun iyilegtiniimes: vb.

=% cewresel uygulamalarda
nanopac¢aciklann olas: kullamm

Sekil 1. 2. Nanopartikiillerin tasinim yollar1 (http://inovita.org)



Insanoglu evrimsel asamalar1 boyunca nano boyutlu pargaciklara maruz kalmasina
ragmen, son yiizyilda nanoteknolojideki hizli gelismeler bu maruziyeti 6nemli 6lgiide
arttirmistir (Chen et al., 2006). Nanoteknolojinin kullanim alaninin genisligi ve hizla
gelisip yayilmasi goz oniinde bulunduruldugunda, nanomalzemelerin ekotoksikolojik
etkilerinin belirlenmesi ¢evre ve halk sagligini korumada olduk¢a 6nemlidir (Moore,
2006). Bu sebepten nanopartikiillerin toksik etkileri iizerine yapilan arastirmalar
hizla artmaktadir. Nanotoksikoloji, nanopartikiilllerden kaynaklanan sagliga zararh
etkilerin agiklandigi toksikolojinin yeni bir dali olarak bu sekilde ortaya ¢ikmistir
(Donaldson et al., 2004).

Nanoteknolojinin saglik tizerine etkileri konusunda bu alanda ilerlemis ilkeler de
hassasiyetlerini farkli derecelerde gdstermektedir. Ozellikle ABD ve Avrupa’da ¢ok
sayida kurulus bu {riinlerin risk haritasin1 ortaya ¢ikarma calismalarina baglamistir

(Wiesner et al., 2006).

1.4. Nanopartikiillerin Canhlardaki Toksik Etki Mekanizmasi

Canli saghigna yonelik risklerin varlik ve derecesi; nanopartikiillerin ¢esit ve
Ozelliklerine, viicuda girme sekillerine (solunum, sindirim yolu ve deri temasi),
viicutta ve cevrede biyolojik yigilmalarina, ekosistemdeki kimyasallarla temaslar
halinde goziikecek fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkilesimlerine ve bunlara

maruziyetin miktar ve siiresine gore degismektedir (Yilmaz Turgut, 2012).

Giliniimiizde pek ¢ok nanopartikiiliin toksisiteleri ve organizma tizerindeki etkileri
heniiz tam olarak belirlenmemistir. Yapilan arastirmalar nanopartikiillerin canli hiicre
icerisindeki  hiicresel bilesenlerle etkilesime girip, hiicresel fonksiyonlari
bozabildigini veya degistirebildigini gdstermistir. Nanopartikiillerin mitokondri ve
hiicre ¢ekirdegi ile etkilesime girmelerinin toksisitenin temel kaynaklarindan biri
oldugu diisiiniilmektedir. Bunun sonucunda da olusan hiicresel DNA hasari, hiicre
dongiisiinde aksama, mutagenez ve apoptozis zehirlenmenin ana kaynagim teskil

eder (Unfried et al., 2007). Bununla birlikte in vivo nanotoksisitenin ana molekiiler



mekanizmasi olarak, nanopartikiillerin serbest radikal olusumunu arttirip hiicrelerde
oksidatif strese neden olmasi diisiiniilmektedir (Lanone ve Boczkowski, 2006).
Oksidatif stres, hiicresel inflamasyonun olugmasi ve artmasinda onemli rol
oynamaktadir. (Rahman, 2000; Rahman et al., 2005; Lanone ve Boczkowski, 2006).
Serbest radikaller, antioksidan madde miktarinin yetersiz olmasi, gecis metallerinin
varligi, ¢evresel faktorler ve bazi nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri gibi
birka¢ farkli faktérden meydana gelebilmektedir (Lanone ve Boczkowski, 2006).
Nanopartikiillerin {rettigi potansiyel serbest radikallerin yavas temizlenmesi ve
dokularda birikim olusturmasi hiicreleri oksidatif stresin ana hedefi haline
getirmektedir. Nanopartikiillerin bir diger toksisite mekanizmasinin da bulunduklari
ortamla ¢ok hizli bir etkilesime girmeleri oldugu diisiiniilmektedir. Nanopartikiiller
dolagim sistemine girdiklerinde kan bilesenleriyle etkilesime girerek hemoliz ve
trombozise sebep olabilmektedir. Bununla birlikte, nanopartikiillerin bagisiklik
sistemi ile etkilesimi sonucunda canlilarda immiinotoksisiteyi arttirdiklarr da tespit

edilmistir (Dobrovolskaia ve Mc Neil, 2007).

1.5. Gelisim ve Yaslanma

1.5.1. Gelisim

Geligim, dollenmis bir yumurtanin boliinme ve farklilasma ile zaman igindeki
biyolojik degisimi sonucu, olduk¢a karmasik ve bagimsiz organlar sistemine
donligmesini i¢ine alan bir kavramdir. Diger bir deyisle gelisim, bir organizmanin
biiylimesi sirasinda artan komplekslige yol acan diizenli degisimler dizilimidir.
Gelisim biyolojisi, uzun yillardan beri g¢esitli organizmalar kullanilarak
arastirtlmaktadir. Bu organizmalardan bazilar1 Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Mus musculus ve Arabidopsis thaliana dir (Ath,
2010). D. melanogaster, ¢ok sayida yavru dol vermesi, kisa dmiirlii olmasi, kullanig
kolayligi ve kiiglik yapili olmasi gibi nedenlerden dolayr gelisim biyolojisi

caligmalarinda en sik kullanilan organizmalardan biridir.



1.5.2. Drosophila’da gelisim donemleri ve yumurta verimini etkileyen faktorler

Drosophila’nin yasam dongiisii ve 6miir uzunlugunu etkileyen faktorler Linst ve
Lints (1971) tarafindan i¢ (anasal yas, yas, yumurta tiretimi, esey ve genetik yapi1) ve
dis (sicaklik, beslenme, populasyon yogunlugu, 1sik, nem ve radyasyon) faktorler

olmak tizere, iki sinifa ayrilarak incelenmistir.

1.5.2.a. D1s (cevresel) faktorler

Sicakhik: Bocekler sogukkanli olduklarindan metabolizma hizlart ¢evresel
sicakliklardan etkilenmektedir. Belli sicaklik sinirlart igerisinde yasayabilen
sogukkanli hayvanlarin metabolizma hizlar1 ¢evresel sicakligin yiikselmesi ile
artmakta, diigmesi ile azalmaktadir (Bagci, 1983). Sicakligin oncelikli etkisi gelisim
sliresi tizerinedir. D. melanogaster’de 25°C’de zigotun ergine donlismesi 9- 10 giin
stirer. Daha yiiksek sicakliklar bu siireyi kisaltirken daha diisiik sicakliklarda gelisim
sliresinin uzadig1 goriilmiistiir (Economos ve Lints, 1984; Ashburner, 1989). Al-
Saffar ve arkadaslari (1995, 1996), diisiik sicakliklarda embriyonik, larval ve pupal
gelisimin uzadigini rapor etmislerdir. Sicaklik azaldiginda canlilardaki biyosentez
reaksiyonlar1 yavaslar ve gelisim siireleri uzar. Bununla beraber diistik sicakliklarda
larvalarin beslenme periyodu uzar. Bunun nedeni besinin etkili bir sekilde
kullanilamamasidir (Economos ve Lints, 1984). Gelisim sicaklifinin, giinliik
ortalama yumurta verimi iizerine olan etkileri arastirildiginda en yiiksek yumurta
veriminin 25°C’de oldugu goézlenmistir. Daha yiiksek ve daha diisiik sicakliklarda
glinliik ortalama yumurta veriminin azaldig1 belirtilmektedir (Lints ve Lints, 1971).
Huey ve arkadaslar1 (1995), D. melanogaster’in yumurta veriminin, sicakliktan nasil
etkilendigini arastirmis ve 25°C’de tutulan sineklerin 18°C’de tutulanlara goére daha
erken ve daha fazla yumurta biraktigin1 gézlemislerdir. Baska bir calismada
sicakligin 6miir uzunlugu lizerine etkisi incelenmistir. Buna gore sicaklik artist
sineklerin metabolik aktivitesini, solunum hizim1 ve serbest radikal olusumunu
artirarak hiicresel hasara ve Omiir uzunlugunda azalmaya neden olmaktadir. Yani,
yasamaya izin veren sicaklik simnirlari igerisinde sicaklik arttikca 1s1 iiretimi ve

oksijen harcanmasi artmakta, buna karsilik 6miir uzunlugu kisalmaktadir (Setsini et



al. 1991). Lints ve Lints (1971); 16, 19, 22, 25, 28 ve 31°C’lerde gelisimlerini
tamamlayan bireylerin 6miir uzunluklarin1 25°C’de 6lgmiis ve diisiik sicakliklarda
gelisimini tamamlayan bireylerin 6miir uzunlugunun yiiksek sicakliklarda gelisenlere

gore daha fazla oldugunu bulmustur.

Ayar ve arkadaslar1 (2009), soguk sokunun (-3°C’de) D. melanogaster'in Oregon R
yabanil ve Vestigial mutant soylarinda omiir uzunlugu lizerine etkisini arastirarak
hem Oregon R yabanil hem de Vestigial mutant soylarinin disi ve erkek
populasyonlarinda artan uygulama siirelerine (1, 2 ve 3 saat) paralel olarak ortalama
omiir uzunluklarinin kisaldigini bildirmislerdir. Yapilan benzer bir ¢alismada ise D.
melanogaster'in Oregon R yabanil ve Vestigial mutant soylarma sicak soku
uygulanmis (39°C’de) ve her iki soyda da artan uygulama siirelerine (1, 2 ve 3 saat)
paralel olarak ortalama 6miir uzunluklarmin yine kisaldigi gézlenmistir (Ayar vd.,

2012).

Bagci1 ve arkadaslar1 (1990) tarafindan D. melanogaster ile yapilan bir ¢alismada,
minimum sicaklik dalgalanmalarinin 6miir uzunlugu iizerine etkisi arastirilmigtir.
Yeni besiyerine transfer sirasinda etiivde tutulan ve disari ¢ikarilan bireylerin omiir
uzunluklan karsilastirildiginda, transfer sirasinda 28°C’deki etiivden 10 dakika i¢in
20-22°C’ye cikarilan bireylerin daha uzun yasadig1 saptanmistir. Bu bulgu sicakligin

Omiir uzunlugu tlizerinde oldukga etkili oldugunu gdstermesi agisindan énemlidir.

Beslenme: Boceklerde beslenme gelisimi etkileyebilmektedir. Uygun olmayan
besiyeri gelisim siiresini uzatir ve viicut biyiikliigiini azaltir (Ashburner, 1989).
Ozellikle larval yogunlugun fazla oldugu ortamlarda, nitrojenli artiklarin 6zellikle de
amonyagm birikimi ile ortam kosullar fizyolojik stres yaratir ve beslenme azalir.
Boylece yeteri kadar beslenemeyen larvalarin pupalagma icin gerekli esik agirliga
ulasmasi gecikir ve gelisim siiresi uzar (Foley ve Luckinbill, 2001). Beslenmenin
yumurta verimi iizerine de etkisi vardir. Protein bulunmayan ortamlarda, 6rnegin
sukrozlu besiyerinde, uzun siire tutulan Drosophila’larda yumurta veriminin azaldigi

ya da durdugu rapor edilmistir (Ashburner, 1989). Acosta ve Goni (2000), disilerin
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fekunditesinin besin ortamindan etkilendigini ve yumurtlama siireci boyunca disileri

iyi beslemenin ¢ok 6nemli oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan ¢esitli ¢alismalarda, besinsel kisitlamanin 6miir uzunluguna etkisi
aragtirtlmistir.  Chippindale ve arkadaslarmin (1993) yaptigi bir ¢alismada,
Drosophila besiyerinde maya miktarini azaltarak besinsel kisitlama uygulanmis ve
besinsel kisitlamaya maruz kalan bireylerin kontrol gruplarina gore daha uzun
Omiirlii oldugu belirlenmistir. Bununla beraber, besinsel kisitlama altindaki bireylerin
kontrole gore aglik stresine daha dayanikli oldugu da saptanmistir. Good ve Tatar
(2001) tarafindan yapilan bir c¢alismada, seker/maya diyetinden mayanin
cikarilmasinin Drosophila’nin yumurta birakmasini engelledigi rapor edilmistir.
Sadece sukroztagar’la beslenen D. subobscura populasyonunun standart ortamda
beslenenlerden yaklasik %50 daha kisa ortalama omiir uzunluguna sahip olduklari
bulunmustur (Bozcuk, 1970). Benzer bir ¢alismada, Drosophila’nin besi ortamindaki
maya miktar1 degistirilmis (%1, %2, %4, %8, %16) ve bireylerin dmiir uzunluklari
belirlenmistir. Besi ortamindaki maya miktart %2’den %16’ya dogru arttik¢a
ortalama Omiir uzunlugunun azaldigi bulunmustur. %1 maya eksik beslenmeye
(aglik) neden oldugu igin degerlendirilmeye alinmamistir (Min ve Tatar, 2006). Yine,
Drosophila’da ¢ok diisiik derisimlerde (%1) agar igeren besin ortamlarinda gelisimin
normal oldugu ve 6liim hizinin diisiik diizeyde kaldig1 ancak erginlerin hemen hemen
hi¢ yumurta birakmadiklari ve uzun yasamadiklari bildirilmistir. Oysa %8'lik
derisimde erkeklerin en uzun yasadiklari1 ve eseyler arasindaki 6miir uzunlugunda en

az farkliligin ortaya ¢iktigi ileri siiriilmektedir (David et al., 1971).

Bir liken tiirli olan Usnea longissima likeninin su ekstresinin (Ule) D. melanogaster
populasyonlarma ait Omiir uzunlugu Tzerine -etkilerinin arastirildigi calisma
sonucunda, diisiik konsantrasyonlu Ule ile beslenen bireylerin émiir uzunlugunda
artig, yiikksek konsantrasyonlu Ule ile beslenen bireylerin émiir uzunlugunda ise
azalma gozlenmistir (Altun, 2007). Baska bir liken tiirii ile yapilan ¢alismada ise
Lobaria pulmonaria likeninin metanol, kloroform ve su ekstrelerinin D.

melanogaster’in 6miir uzunlugu tizerine etkileri arastirilmistir. Calisma sonucunda,
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tim ekstrelerin konsantrasyon artisina paralel olarak Omiir uzunlugunu arttirdiga,
ancak metanol ekstresinin digerlerine gore daha etkili oldugu tespit edilmistir (Uysal
vd., 2009). Ayrica, 6zellikle soya ve iirtinlerinde bol miktarda bulunan ve Gstrojenik
aktivitesinden dolay1 alternatif tipta da yaygin bir sekilde kullanilmakta olan
genistein maddesi de D. melanogaster’de artan konsantrasyonlarda émiir uzunlugunu
onemli 6l¢iide azaltmistir (Altun vd., 2011).

Populasyon yogunlugu: Gelisim iizerine larval yogunlugun etkisini arastiran
caligmalarda, yogunlugun rekabeti arttirarak gelisimi yavaslattigi ve viicut
biyiikliigiinii azalttigi rapor edilmektedir (Economos ve Lints, 1984; Yonemura et
al., 1991; Foley ve Luckinbill, 2001). Artan populasyon yogunlugu Drosophila ve
Musca’da larval ve pupal yasayabilirligi de azaltmaktadir. Populasyon yogunlugunun
fazla oldugu ortamlarda larvalar, pupalasma i¢in gereken esik agirliga ulasamazlar ve
larval oliimler gerceklesir. Bununla beraber, kalabalik ortamlarda gelisen larvalar
pupalassalar bile yeteri kadar besin depo edemedikleri i¢in pupal Olimler de
meydana gelebilmektedir (Ashburner, 1989; Mc Intyre ve Gooding, 2000). Larval
populasyon yogunluguna bagli olarak giinliik ortalama yumurta verimi de
degismektedir. Larval yogunluk arttiginda, bu larvalardan gelisen erginlerin yumurta
verimi de azalmaktadir (Lints, 1971).

Populasyon yogunlugundaki fazlaliktan kaynaklanan larva biiyiimesindeki gecikme,
ergin bireylerde omiir uzunlugunu artirici bir etkiye sebep olmaktadir (Miller ve
Thomas, 1958). Ornegin standart bir {ireme tiipiindeki yumurta sayis1 7’den 480’e
yiikseltildiginde ortalama ergin Omriiniin %60 oraninda arttifi kaydedilmistir.
Populasyon yogunlugunun artigina bagh olarak D. melanogaster’in ergin bireylerinin
gelisimleri daha ge¢ ve viicut biiyiikliikleri daha kiiciik oldugu i¢in bireylerin normal
bireylere gore daha uzun yasadiklar1 belirlenmistir (Lints, 1963). Bu calismalarin
aksine Graves ve Mueller (1993) vyaptiklar1 c¢alismada, artan populasyon
yogunlugunun ortamdaki besin miktarini azaltacagin1 bunun sonucunda ise fiziksel
cevrenin degisecegini ve hastalik gibi birgok faktorii etkileyeceginden Omiir

uzunlugunun azalacagini belirtmislerdir.
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Nem orani: Drosophila larva ve pupalarinin neme olan duyarliligr soylar ve tiirler
arasinda gesitlilik gostermesine ragmen bir¢ok Drosophila tiiriiniin normal geligimi
igin yiiksek nem orani gereklidir (Ashburner, 1989). Al-Saffar ve arkadaslar1 (1995,
1996) vyaptiklari ¢alismalarda, pupalarin Yyasayabilmesi ve normal olarak
gelisebilmesi i¢in nemin %55’in altina inmemesi ve en uygun nem oraninin %60-
100 arasinda olmas1 gerektigini rapor etmislerdir. Ayrica kademeli olarak degisen
nemin D. melanogaster’in gelisim siiresi {izerine bir etkiye sahip olmadigini
bildirmislerdir. Larvalarin beslendigi ortamin nem igerigi, ergin D. melanogaster ve
D. hydei‘nin viicut biiyiikliigiinii, pupal yasayabilirligi ve bireylerin gelisim siiresini
etkilemektedir (Hodge, 2001). Bu calismada, ¢ok kuru ve ¢ok nemli ortamlarda
pupalarin yasayabilirliginin azaldigi ve larvalarin gelisim siiresinin kisaldigi tespit

edilmistir.

Radyasyon: Bocekler radyasyona oldukca dayanikli canlilardir. Ornegin, ergin
Drosophila’nin iyonize radyasyona duyarliligi olduk¢a azdir (Bozcuk, 1972). Fakat
yapilan bazi ¢alismalarda, yiikksek dozdaki radyasyonun somatik mutasyon birikimine
neden olarak Omiir uzunlugunu kisalttig, diisiik dozdaki radyasyonun ise Omrii
uzatici etkisinin oldugu gézlemlenmistir. Omiir uzunlugundaki bu artis, muhtemelen
bazi enfeksiyonlarin radyasyon etkisiyle azalmasi ya da sinegin cevresel direncinin
artmas1 sonucudur (Ashburner ve Wright, 1978). Ergin sineklerin somatik
hiicrelerinin boliinerek yenilenmemesi (Bozcuk, 1972) radyasyona dayaniklilik

nedenlerinden birisidir.

Isik: Fotoperiyodun D. melanogaster’in yumurta ve pupadan ¢ikis siiresinde (Qiu ve
Hardin 1996), metabolik hizinda (Lanciani et al., 1991) ve Omiir uzunlugunda
(Sheeba et al., 2000) etkili oldugu tespit edilmistir. D. melanogaster ile yapilan
caligmalarda, belirli sicaklikta, ayni besin tipiyle beslenen, fakat farkli fotoperiyot
sartlarina maruz kalan bireylerde, metabolik hizin farkli oldugu, genel olarak kisa
giin sartlarina maruz kalanlarda metabolik hizin, uzun giin sartlarina maruz
kalanlardan daha yiiksek oldugu, dolayisiyla kisa giin sartlarinda gelismenin daha
hizli gerceklestigi ifade edilmistir (Lanciani et al., 1991). Farkli Drosophila tiirleri
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ile yapilan c¢alismalarda, siirekli 151kl ortamin ergin Omiir uzunlugunu kisalttig
(Allemand et al., 1973; Klarsfeld ve Rouyer, 1998), buna Kkarsin siirekli karanlik
ortamda yasatilan D. melanogaster erkeklerinde %20, disilerinde ise %43’¢ varan
omiir uzunlugu artisinin oldugu goézlenmistir (Allemand et al., 1973; Bagci ve
Bozcuk, 1991).

1.5.2.b. i¢ faktorler

Genetik yapi: Bir organizmanin yasam periyodu ve toplam yumurta verimi onun
sahip oldugu genetik ozellikler ve organizmanin etrafin1 ¢eviren gevresel etkenlerin
etkilesimi ile belirlenir. Cevre kontrol edildiginde, organizmanin degisik soylarinda
goriilen gelisim periyotlar1 ve yumurta verimlerindeki ¢ok belirgin farklar genetik
etmenlere baglanir (Keller ve Mitchell, 1964; Mc Millan et al., 1970; Lints ve Lints,
1971; Yesilada, 1988). D. melanogaster’de Omiir uzunluguna gen
kombinasyonlarinin ve spesifik mutant genlerin etkisinin oldugunu ilk olarak
Gonzales (1923) ortaya koymustur. Bu calismada, bes mutant genin bir arada
bulundugu bireylerin, bu genlerin ayr1 ayr1 bulundugu bireylerden daha kisa omiir
uzunluguna sahip olduklar1 gdzlenmistir. Ote yandan, melez genotipin &miir
uzunlugunun denetiminde ¢ok etkili oldugu ve melezlerin ar1 dol ebeveynlerden daha
uzun yasadiklar1 belirlenmistir (Pearl et al., 1923). Yapilan diger calismalarda, farkli
Drosophila tiirlerinin gelisim donemleri, yavru dol sayilart ve yumurta verimleri
incelenmis ve incelenen tiirler arasinda Olgiilen ozellikler bakimindan farkliliklar
gozlenmistir. Bu sonuglar tiirlerin farkli genetik 6zelliklerine baglanmistir (Yesilada,
1988; Yesilada ve Bozcuk, 1991). Gelisim hizi ve yumurta verimi iizerine genetik
Ozelliklerin etkisini arastiran bir g¢alismada, heterozigotluk arttiginda gelisimin
hizlandig1 ve yumurta veriminin arttigi tespit edilmistir (Keller ve Mitchell, 1964).
Orr ve Sohal (1994) tarafindan Drosophila ile yapilan bir ¢alismada, reaktif oksijen
tirevlerini (ROS) ortadan kaldiran siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz enzimlerini
kodlayan genlerin aktarildig1 transgenik bireylerde Omiir uzunlugunun arttig1
saptanmistir. Lin ve arkadaslarinin (1998) yaptig1 bir ¢alismada ise gesitli streslere
dayanikli hale getirilmis Drosophila mutantinda (methuselah (mth)) Omiir

uzunlugunun %35 oraninda arttig1 gézlenmistir.
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Yas: Drosophila’nin giinlik yumurta {iretimi yasam boyu sabit kalmamaktadir.
David ve arkadaslar1 (1975), D. melanogaster’de yumurta iiretiminin yasa bagh
olarak diisiis gosterdigini ve bu diisiisiin yaslanmaya bagli olarak hiicre boliinmesinin
yavaslamasi nedeniyle ortaya ¢iktigini bildirmislerdir. Yapilan baska bir arastirmada,
yashi disi sineklerin yavrularinin geng disilerinkilere oranla daha diisik bir
yasayabilirlik oranina sahip oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligmada, geng disilere ait
yumurtalarin %88,3’{inlin a¢ildig1 ancak yaslh disilere ait olanlarda bu oranin %76,6
oldugu rapor edilmistir. Ayrica yash bireylerden meydana gelen larvalarin gelisim
hizinin geng bireylerden meydana gelenlere gore daha yavas oldugu da belirtilmistir
(Mc Intyre ve Gooding, 2000).

Anasal yas: Anasal yasin yavru doliin 6miir uzunlugunda 6nemli bir etken oldugu
ilk kez rotiferlerden Philodina citrina tiirii ile yapilan deneyle belirlenmistir
(Lansing, 1952). Deneyde kullanilan yaslt bireyin biraktigi yumurtalardan gelisen
bireyler birka¢ nesil boyunca izlenmistir. Sonugta, yaslt bireylerin yumurtasindan
gelisen bireylerin omiir uzunluklarinin gittik¢ce azaldigi goriilmiistiir. Daha sonra,
bilim diinyasinda ‘’Lansing etkisi” veya ¢ Anasal etki’’ olarak adlandirilan bu
hipoteze gbre, anne yasinin Omiir uzunluguna etkisi genetik degildir ama kusaktan
kusaga yumurtadaki sitoplazmik faktorler ile ya da epigenetik (DNA dizi degisimleri
disindaki  faktorlerle olusan, gen ifadesindeki tiim degisiklikler) olarak
aktarilmaktadir (Lints, 1971). Hercus ve Hoffman (2000) tarafindan yapilan bir
calismada, anasal yasin yasayabilirlik tizerine olan etkisi D. serrata’da arastirilmistir.
Yavru doliin yasayabilirliginin artan anasal yas ile azaldigi saptanmistir. Bu
calismada, farkli ¢evrelerin 6miir uzunluguna etkisi de incelenmis ve geng annelerin
yavru dollerinin gevresel strese (besinsel kisitlama ve soguk uygulamasi) yash
annelerinkinden daha dayanikli oldugu ve daha uzun yasadig: belirlenmistir. Kern ve
arkadaslar1 (2001), anasal yas arttikga yavru dol omiir uzunlugunun azalmasini,
annede ge¢ yaslarda etkili olan zararli mutasyonlarin etkisine baglamislardir. Bu
caligmalarin aksine Yilmaz ve arkadaslar1 (2008) tarafindan D. melanogaster ile
yapilan bir ¢alismada, annenin yasi ile yavru doliin dmiir uzunlugu arasinda bir iligki

olmadig1 ve tipik bir Lansing etkisinin bulunmadig1 saptanmustir.



15

Yumurta iiretimi (Fekundite): Ciftlesme ve yumurta iiretimi yaglanmay1 etkileyen
faktorlerdendir. Genel olarak, ¢iftlesme ve yiiksek seviyelerdeki yumurta {iretiminin
disilerin hayatta kalis oranini diisiirdiigii belirtilmektedir (Tatar ve Promislow, 1997).
Smith (1958), ovaryumlar1 indirgenmis mutant disilerin tireme yapilarinin eksikligine
bagli olarak omiir uzunlugunun artigini bulmustur. Ureme ve Omiir uzunlugu
arasindaki bu iligki, antagonistik pleiotropi teorisini de desteklemektedir (Finch,
1990). Yapilan diger deneylerde, yiiksek yumurta tiretimi olan ¢iftlesmis disilerin,
yumurta Uretimi diisiik bakire (virjin) disilerden daha kisa Omiirlii olduklari
goriilmistiir (Gowen ve Johanson, 1946). D. melanogaster erkekleriyle yapilan bir
calismada, tiremenin mortalite oranini etkiledigi bulunmustur. Bu ¢alismaya gore
iireyen erkeklerin mortalite orani liremeyen erkeklerinkine gore daha fazladir (Miyo
ve Charlesworth, 2004). Diger bir ¢alismada ise ¢iftlesmenin D. melanogaster’in
yabanil tip Oregon (OR) ve Canton S (CS) soylarmin émiir uzunlugu iizerine etkisi
arastirtlmistir.  Ciftlesmis CS erkekleri ciftlesmemis olanlara gére daha uzun
yasarken, ¢iftlesmis disiler virjin olanlara gore daha kisa Omiirlii olarak
belirlenmistir. Benzer sonuglar OR disileri i¢in de saptanirken erkeklerde herhangi
bir fark bulunmamistir (Iliadi et al., 2009).

Esey: Drosophila’da erkek ve disi bireyler farkli 6miir uzunluklara sahiptir.
Yapilan galismalarda, ¢ogunlukla disilerin erkeklerden daha uzun omiirlii olduklar
gozlenmistir. Disilerin metabolizmasi erkeklerin metabolizmasindan ¢ok farkli
olabilmektedir. Ornegin, D. melanogaster erkek ve disilerinde DNA, RNA ve protein
seviyeleri tayin edildiginde, disilerde bu molekiillerin erkeklere oranla ¢ok daha fazla
olduklart gozlenmistir (Samis et al.,1971). lliadi ve arkadaslarinin (2009) yaptig1 bir
calismada, D. melanogaster’in Oregon soyu disilerinin erkeklerine gore daha uzun
Oomiirlii oldugu saptanmistir. Ancak arastirilan Canton S soyunda bdyle bir fark
gozlenmemistir. Unlii (1991) tarafindan yapilan bir calismada ise, Oregon soyu
erkekler disilerden daha uzun yasarken Vermilion ve Miniature mutantlarinin disileri

erkeklerden daha uzun yasamustir.
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1.5.3. Yaslanma

Yaslanma, insanoglu i¢in en giincel konulardan birisi olmasina ragmen bu olayin
mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Yaglanma biyolojisi ile ugrasan
bilim insanlar1 (gerontologlar), yaslanma olaymi degisik agilardan ele alarak bazi
tanimlar yapmislardir. Bozcuk (1981), yaslanma siirecini “genetik bir program ile
diizenlenen, organizmay1 yapisal ve islevsel degisikliklerle 6liime gotiiren olaylar
toplamidir” seklinde tanimlamaktadir. Yaslanma, aslinda dollenme ile baslayan,
zaman akisi i¢inde normal olarak ortaya ¢ikan tiim degisimlerin toplami olarak da
tanimlanmaktadir. Omiir uzunlugu, esas olarak kalitsal denetim mekanizmasi ile
kontrol edilmektedir; fakat genom ile ¢evrenin etkilesimi de bu siirecte 6nemli bir rol

oynamaktadir (Demirsoy ve Bozcuk, 1997).

Yaglanma olayinin her ne kadar genetik programa dayanmakta oldugu kabul edilse
de, cevresindeki diger olaylardan bagimsiz oldugu disiiniilemez. Gerontologlar,
yaslanmanin bir bireyde olup olmadigini deneysel olarak gostermek amaciyla bir ilke
benimsemislerdir (Bozcuk, 1976) Buna gore, yaslanmayi gosterebilmek igin bir
canliin i¢inde bulundugu populasyonla hayat tablosu yapilmaktadir. Eger hayat
tablosuna gore c¢izilen hayatta kalis egrisi dikdortgensel ise, yani “Oliim orani”
denilen “belirli bir siire i¢inde 6len birey sayisinin, o siirenin baslangicindaki birey
sayisina oranm1”, kronolojik zamana bagli olarak artiyorsa o populasyon
yaslanmaktadir (Pearl et al. 1927; Smith, 1958). Hayat tablosu, canlida yer alan tiim
yaslanma olay ve siireglerinin kaba bir 6l¢iisii ve yansimasidir (Smith, 1966). Hayat
tablosunun sekli, verilen bir populasyonda hayatta kalig siiresinin, yani Omiir

uzunlugunu etkileyen genetik yap1 ve ¢evrenin ortak bir ifadesidir (Smith, 1958).

Yaglanma siirecini tanimlamak i¢in farkli model organizmalar ve onlarin yasam
Oykiisii karakterleri kullanilmaktadir. Bu karakterler baslica; viicut biiyiikligi,
gelisim siiresi, yumurta verimi (fekundite), hayatta kalma basaris1 ve Omiir
uzunlugudur. Canlimin uyum bilesenleri olarak da tanimlayabilecegimiz bu

Ozelliklerden 6miir uzunlugu, yaslanmaya nicel bir veri olarak bakabilmemizi
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saglamaktadir. Bunun yaninda yumurta verimi ve hayatta kalabilirlik, yaslanma
siiresi boyunca ve yasa bagl olarak degiskenlik gosteren uyum bilesenleridir. Bu
siire¢ boyunca bu Ozelliklerde gozlenen degisiklikler, yaslanmanin izini siirmek i¢in

oldukca kullanighdir (Giiler, 2014).

Yaglanma ile ilgili bilim g¢evreleri tarafindan kabul goren teoriler asagida

Ozetlenmistir:

Somatik mutasyon teorisi: Somatik mutasyon teorisinde, DNA hasarina hiicresel
cevap kapasitesinin, yaslanma olayinda 6nemli bir belirleyici oldugu bildirilmistir
(Slijepcevic, 2008). Bu teoriye gore, somatik hiicrelerde yasam boyu biriken
mutasyonlar bir¢ok hastaliga neden olmaktadir (Curtis, 1966).

Radyasyon sonucu olusan mutasyonlarin etkisiyle de farkli Drosophila tiirleri ve
farelerde 6miir uzunlugunun azaldigi ve buna bagh olarak DNA onariminin arttigi

bildirilmistir (Miquel et al., 1972; Lindop ve Rotblat, 1962).

Antagonistik pleiotropizm teorisi: Williams (1957) tarafindan ortaya atilan
antagonistik pleiotropizm teorisine gore, yasamin erken donemlerinde yararh etkileri
olan genler, ge¢ donemlerde zararli etkiler gosterebilmektedirler (Rose, 1985).
Ciinkii genlerin ifadeleri her zaman olumlu ya da her zaman olumsuz olmayabilir.
Erken yasta uyum karakterleri tizerinde olumlu etkileri olan aleller, pozitif dogal
se¢ilim sonucu se¢ilmislerdir. Yalnizca ileri yaslarda ortaya ¢ikabilecek negatif etkili
bir mutasyon, iireme periyodunu etkilemeyecek ve dolayisiyla dogal secilimin etkisi
ge¢ donemde zayif kalacaktir (Partridge ve Barton 1993; Zwaan et al., 1995). Ancak
artan yasla birlikte azalan dogal secilim baskisi, ayni genlerin olumsuz etkisini
baskilayamadiginda uyum bilesenlerinin giliciiniin azalmasi s6z konusudur
(Unver,2015). Ornegin, erken fekundite gosteren Drosophila soylarinda omiir
uzunlugunda azalma gozlenirken (Luckinbill et al., 1984; Zwaan, 1999; Partridge,
2001), erken fekunditesi bastirilmis soylarda yaslanmanin ertelendigi ve dolayisiyla

omriin uzadig1 saptanmistir (Rose ve Charlesworth, 1980, 1981; Rose, 1984). D.
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melanogaster ile yapilan bir¢ok ¢alisma bu teoriyi destekler niteliktedir. Partridge
(2001)’e gore, antagonistik pleiotropinin yaslanma {iizerine etkisi mutasyon
birikiminden daha fazladir. Sokal (1970) tarafindan Tribolium castaneum (un biti) ile
yapilan bir ¢alismada, Drosophila iizerinde yapilan ¢alismalar ile benzer sonuglar
ortaya ¢ikmig ve erken vyaslardaki tremenin 7Tribolium’un Omrini kisalttig
bulunmustur. Tiim bu sonuglar, azalmig erken fekundite ile ertelenmis yaslanma
arasinda pleiotropik bir etkilesim oldugunu ortaya koymakta ve bu teoriyi

desteklemektedir.

Mutasyon birikimi teorisi: Yaslanma teorileri i¢inde en giiglii goriislerden birisi
mutasyon birikimi teorisidir. Bu teoriye gore, gen¢ yaslardaki zayif dogal
seleksiyonlar, tekrarlanan zararli mutasyonlarin etkisiyle hayatta kalis ve liremeyi
olumsuz yonde etkilemektedir (Medawar, 1952; Charlesworth, 1994). Yaslanmanin
evrimsel teorileri i¢in anahtar nokta, dogal secilim giicliniin artan yasla birlikte
azaldigidir. Geng organizmada ifade edilen negatif etkili bir mutasyon, tiim ilireme
periyodunu etkileyecektir, dolayisiyla mutasyonun etkisine karsi seleksiyon giiglii
olacaktir. Yalnizca ileri yaglarda ifade edilen negatif etkili bir mutasyon erken lireme
periyodunu etkilemeyecektir, dolayisiyla ge¢ ortaya c¢ikan bir mutasyon {izerine
seleksiyonun etkisi daha zayif olacaktir (Partridge ve Fowler, 1992; Partridge ve
Barton, 1993; Tower, 1996; Zwaan, 1999; Kirkwood, 2002). Populasyonda yash
bireylerin sayisinin artmasi, bireyler arasindaki varyasyonun yiiksek olmas1 anlamina
gelmektedir (Hughes ve Charlesworth, 1994). Geg yaslarda ifade olmaya baslayan
mutasyonlarla birlikte alel cesitliligindeki artis populasyonun genetik yapisini da
degistirmektedir. Bu nedenle mutasyon birikimi teorisi, populasyonlarin genetik
degisimleri konusunda da tahminde bulunmaktadir. Bunlardan birisi; geng bireylerin
artan yasla birlikte ebeveynlerine benzemesidir. Ciinkii yumurta verimi ve hayatta
kalabilirlik, kalitilabilir yasam Oykiisii karakterleridir. Yaglanan bireylerin,
populasyonda olusturdugu varyasyon, bir siireligine sabit kalir ¢linkii erginlesen geng
bireyler de ayni varyasyon araligindadirlar. Ge¢ doénem mutasyonlarinin sayisi
arttikca, populasyonun genetik cesitliliginin artis gostermesi beklenir. Ancak D.

melanogaster’de bu c¢esitlilik tam olarak belirlenememistir (Promislow et al., 1996).
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Mutasyon birikimi teorisinin bir diger tahmini ise, kendilesme ¢Okiintiisiidiir
(inbreeding depression). Yaslanmayla birlikte uyum bilesenlerindeki diisiis aslinda
populasyonla da ilgili bir sonugtur. Yani siirekli ayni bireyler arasinda meydana
gelen gen akisi, populasyonun genetik ¢esitliligin azalmasina ve artan yasla birlikte
daha ¢ok olumsuz etkili mutasyonun birikimine neden olmaktadir (Pletcher et al.,
1998). Yasla birlikte devamli artan genetik varyansin en biiyiik nedeni, mutasyon
birikimi olabilir (Tatar et al., 1996). Bu birikim, artan yasla birlikte dogal seleksiyon
baskisin1 azaltirken, zararli mutasyonlarin elemine edilme ya da frekanslarim
diisiirme olasiligini azaltmakta ya da yok etmektedir (Rose, 1999). Boylece olusan
mutasyon birikimi genetik varyansi arttirmaktadir. Bu yiizden, yaslanma ile genetik
varyansin artmasi tlizerinde mutasyon birikiminin 6nemli bir etkisi oldugu
diistiniilmektedir (Tatar et al., 1996). Aym sekilde, Drosophila’da mortalite de
genetik varyansin siirekliligi ile iliskilendirilmekte ve bu da yaslanma mekanizmasi
icin gecerli olan mutasyon birikimi teorisi ile desteklenmektedir (Pletcher et al.,
1998).

Noroendokrin teori: Noroendokrin teoride, yaslanmanin sadece noronal ve
noronlarla 1lgili hormonal mekanizmalarda fonksiyonel azalmaya bagli olarak
gelistigi savunulur. Bu teorinin temelinde, hormonal denge sistemimizi hayat boyu
yoneten hipotalamus bulunmaktadir. Bu teori hipofizektomi (hipofiz bezinin
cikartilmasi) yapilmis farelerde de test edilmis ve dogrulanmistir (Mobbs, 1996).
Yine bu teoriye gore yaslanma, viicudun maruz kaldig ¢esitli kimyasal maddeleri
engelleme ve disart atma mekanizmasinda hassasiyetin  azalmasi sonucu
olusmaktadir. Biyolojik yaslanmay1 endokrin disfonksiyonu ile agiklayan bu goriise
gore, 25 yasindan sonra endokrin bezlerde anotomik degisikliklerin meydana
gelisinin yani sira hormon sentezi, transportu, salgilanmasi, reseptor ve/veya reseptor
sinyal iletimi mekanizmasinin bozulmasi s6z konusudur. Benzer sekilde yasla
birlikte biiylime hormonu, dstrojen, testosteron, progesteron gibi steroid hormonlarin
sentez ve saliverilmeleri de azalmaktadir. Yasa bagl olarak meydana gelen

arteriosklerozis (artheriosclerosis=damar sertlesmesi), cilt yaslanmasi ve immiin
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disfonksiyon gibi siiregler genellikle Ostrojen eksikligine baglidir. Ancak artan

oksidatif stres ve glutatyon eksikliginde bu siirecte etkili olmaktadir.

Genetik yaslanma teorisi: Kisilerin yasam siiresini soy, cins ve irktan gelen DNA
programlarina dayandiran bir teoridir. Ornegin, diinya ¢apinda kadinlarin erkeklere
gore beklenen yagsam siiresi daha uzundur. Yaglanmanin genetik teorisi (yaslanmanin
molekiiler saat teorisi) yaslanma prosesini, gittikge ilerleyen arterioskleroz gibi
bozukluklara neden olan genetik 6n karakter degisimlerine baglamaktadir. Bu teoriyi
savunan bilim adamlari, yaglanmanin nedeninin genetik sifremizde yazili oldugunu,
yani bizim ne zaman yaslanacagimizin belli oldugunu ileri siirmektedirler. Bu bilim
adamlarina gore, erken donemdeki biiyiime ve gelismenin bir program izlemesi gibi,

olgunluk, yaslanma ve 6liim de bir program izlemektedir (Jazwinski, 1996).

Hiicre yaslanmasi teorisi: Bu teoriye gore, hiicre ¢ogalmasini kontrol eden genler
yaslanmanin sebeplerindendir. Kromozom uglarinda bulunan telomer bolgesindeki
DNA kayiplar1 hiicre yaslanmasmin bir nedenidir. Son zamanlarda Ozellikle
klonlamadaki olas1 genetik yan etkilerin ortaya konmasindaki rolleri ile telomerler
genel 1ilgiyi iizerlerine ¢ekmislerdir. Tim hiicresel siklustaki kromozomal
telomerlerin kisalmasi ile yaslanma arasindaki iligki ciddi bir sekilde ortaya
konmustur. Yasla birlikte gelisen telomer kisalma fenomeni, hiicrelerin biiyiime
potansiyelleri igin kurulu bir saat gibi caligmaktadir. Yasla birlikte telomerlerin boyu,
ozelikle lenfositlerde kisalirken, kok hiicrelerde bir degisiklik olmamaktadir

(Hemann et al., 2001).

Immiinolojik teori: Bu teoriye gore, yaslanmanin nedeni, yas ile birlikte bazi
hormonlarin diizeyindeki azalma ya da bagisiklik sistemindeki zayiflamadir. Bu
teorinin esasi, T- lenfositlerin kalite ve miktarca zayiflamasina dayanmaktadir. Bu
azalma timiis bezinin islevlerindeki bozulmayla ilgilidir. Hiicresel bagisiklik i¢in ¢ok
onemli bir gorevi olan timiis bezinin ergenlikten sonra fonksiyonlarinda 6nemli
oranda azalma olmasi, yaslanmada timiis bezinin 6nemli bir rolii oldugunu

diistindiirmektedir. Yaslanma ile birlikte, viicudumuzun hastaliklarla savasan
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bagisiklik sisteminin fonksiyonlar1 azalmakta, viriis, bakteri ya da diger hastalik
yapici etkenlere giris yolu agilmaktadir. Ayrica, viicudun yaslanma ile beraber
yabanct ile kendi viicut elemanlarimi tanima (yabanciyr ayirma) yetenegi
azalmaktadir. Yani, immiin sistemin yaslanmasiyla, viicut kendi dokular1 ile yabanci
maddeler arasindaki farki tanima yetenegini kaybetmeye baslar. Bu nedenle, immiin
sistem, eskiden istila eden organizma ile savasirken, yaslanmayla birlikte kendi
viicuduna saldirip hastalik olusturmaktadir (Walford, 1974).

Endokrin teori: Bu teoriye gore, endokrin bezlerin hormon salgilamalarindaki
diizensizlik veya yetersizlik yaslanmay1 baslatmaktadir. Pineal bezden salgilanan,
uyku uyaniklik doéneminin diizenlenmesinde Onemli rolii olan ‘’melatonin’’
hormonunun yaslanmanin nedeni oldugunu sdyleyenlerin (Reiter et al., 1994) yanm
sira, bobrek {stli bezinden salgilanan ’dehidroepiandrosteron’” (DHEA)’un
azalmasinin yaglanma nedeni oldugunu sdyleyenler de (Barrou et al., 1997)
bulunmaktadir. Bu nedenle, DHEA preparatlar1 ve melatonin haplari, yaslanmay1
geciktirici kimyevi maddeler olarak pazarlanmakta ve tamamlayici tipta kullanilan
maddeler arasinda yerini almis bulunmaktadir. Bununla birlikte, over folikiillerinin
ve oositlerin kisith depolarinin bitmesi ile meydana gelen menopoz olayr da endokrin

teoriye 6rnek olarak verilmektedir.

Serbest radikal teorisi ve antioksidan savunma sistemleri: Yaslanma teorileri
icerisinde en ¢ok kabul goren ve incelenen teori serbest radikal teorisidir. Harman
(1956)’a gore, yaslanmanin sebebi, her biri serbest radikal formu olan oksidatif
fosforilasyon tiriinlerinin birikimidir. Serbest radikaller, en dis elektron yoriingesinde
bir elektron kaybetmis ve dolayisiyla bu elektron agigini kapatabilmek i¢in bagka
atomlarin elektronlarin1 paylasmaya c¢alisan atomlardir. Serbest radikaller, aerobik
solunum yapan tiim canlilarda metabolizmanin dogal bir sonucu olarak
uretilmektedir. Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller oksijen,
stiperoksit, hidrojen peroksit, ge¢is metallerinin iyonlar1 ve hidroksil radikalleridir.
Serbest radikal yaratan kaynaklar arasinda radyasyon, viriisler, giines 1sinlarmin bir

kism1 olan ultraviyole 1sinlari, hava kirliligi yaratan fosil kokenli yakitlarin yanma
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sonundaki trilinleri, sigara dumani, enfeksiyon, stres, yag metabolizmasi sonunda
ortaya ¢ikan trilinler gibi hiicre metabolizmasinin toksik iriinleri, bazi tahrip edici
kimyasallar, hasere kontrol ilaglari sayilabilir. Organizmada serbest radikallerin
olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hiz1 bir denge icerisindedir ve bu durum
oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge saglandigi siirece organizma,
serbest radikallerden etkilenmemektedir (Tikenmez, 2011). Hiicrelerde serbest
radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 6nleyen, bunlar1 yakalama, stabilize etme
ve yok etme yetenegine sahip maddelere “antioksidan” ad1 verilir (Onat vd., 2002).
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek igin bir¢ok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan
savunma sistemleri" olarak adlandirilir. Antioksidan savunma sistemleri viicut
tarafindan {retilen siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve
rediikte (indirgenmis) glutatyon (GSH) gibi antioksidanlar ile digsaridan besinlerle

alman A, C ve E gibi vitaminlerden olugmaktadir.

Serbest radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme
olmast durumunda serbest radikaller ve antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengenin serbest radikaller lehine kaymasi durumunda oksidatif stres meydana gelir
ve sonugta doku hasarina yol agilir (Mercan, 2004). Her ne kadar serbest radikal
reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil, makrofaj gibi hiicrelerin
savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla iiretimi doku
hasar1 ve hiicre oliimii ile sonuglanmaktadir (Halliwell, 1994). Bu radikallerin
birikimi, lipitlerden proteinlere tiim biyomolekiillere zarar vermektedir. Ayrica
yasam boyu siirekli serbest radikallere maruz kalinmasi sonucunda hiicre hasari
olugsmakta, hiicrelerin biiyiime, gelisme ve farklilagma fonksiyonlarinda bozulma,

kanser veya 6liim meydana gelmektedir (Ames et al., 1993).

Canlilarin viicutlarinda oksidan-antioksidan oranlarinin iyi ayarlanmasi, saglikh
yagam ve verim fonksiyonlart agisindan son derece 6nemlidir (Altun Colak et al.,
2014). Boceklerde ve insanlarda, SOD, GPx ve GSH gibi enzimlerin ifadelerindeki
artisa bagli olarak 6miir uzunlugunda artis gézlenmistir (Sohal ve Weindruch, 1996).
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Bilim insanlari, serbest radikalleri etkisiz hale getiren enzimleri kodlayan genlerin,
hiicrelere  aktarilmasmin  gerceklestiribilmesi  halinde yaslanmanin  olumsuz

etkilerinin en aza indirilebilecegini belirtmektedir.

Son yillarda 6zellikle Akdeniz iilkeleri basta olmak {izere, kronik hastaliklarda
mortalite oranlari ile antioksidan igerikli sebze-meyve alimi arasindaki ters iligskiye
dikkat ¢eken cok sayida epidemiyolojik calisma bulunmaktadir. Akdeniz diyetinin
onemli bir komponenti olan zeytinyagmin Ozellikle antioksidan igeriginin bu

iliskideki roliine dikkat ¢ekilmektedir (Armutcu vd., 2013).

Calismamizda kullandigimiz Oleuropein son yillarda yiiksek oranda antioksidan
0zelligi oldugu belirlenen bir maddedir. Yapilan ¢alismalar, Akdeniz ikliminin en
onemli Ogelerinden olan ve yiizyillarca yasayabilme oOzelligine sahip olan zeytin
agacinin yapraklarinda bol miktarda Oleuropein ve diger fenolik bilesiklerin
oldugunu gostermistir (Lee et al.,, 2009). Zeytin agacinin yapisinda bulunan
Oleuropein'in antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuar, antiaterojenik, antiviral
aktiviteler dahil olmak iizere ¢ok sayida farmakolojik 6zellige sahip oldugu ortaya

konulmustur (Y1ldiz ve Uylaser, 2011).

Sagliga yararhi etkileri ile uzun zamandir bilinen bu bilesikler insan saghigi icin
zararli olan oksidasyon iiriinlerinin olusmasini engellemektedir. Insanlarda karaciger,
prostat ve meme kanseri lizerinde Oleuropein'in antitiimdr etkisi arastirildiginda,
Oleuropein’in hiicre biiyiimesi ve yayilimimi inhibe ettigi saptanmistir (Kogkar vd.,
2010). Ayrica, Oleuropein antioksidan 6zelligi sayesinde LDL kolesteroliiniin okside
olmasimi 6nlemekte ve damar sertligi olusumunu azaltmakta, toplam kolesterol ve
trigliserid ~ miktarim1  diigiirmektedir.  Damarlarda  trombositlerin  birlesip
kiimelesmesini engelleyerek, anjiyotensin doniistiiriicii enzimleri de inaktive ederek
kalbin ¢alismasinda ve kalp yetmezliginin tedavisinde yararli etki gostermektedir.
Atardamarlarin kasilmasiyla gerceklesen diizensiz kalp atis1 olaymi da dnlemektedir.
Kalp krizi riskini de azaltic1 6zellige sahip oldugu bilinmektedir (Andreadou et al.,
2007).
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Oleuropein, seker hastalarinda kan sekerini ayarlayict ve antioksidan etki
gostermektedir. Seker hastalarinda, oksidatif strese ve serbest radikallere maruz
kalma sonucunda retinopati, nefropati ve noropati gibi komplikasyonlar
gelismektedir. Oleuropeinin serum insiilinini artirirken, oksidatif strese bagli bu
diyabetik komplikasyonlar1 antioksidan ozelligi sayesinde azalttigi gozlenmistir

(Jemai et al., 2009).

Menendez ve arkadaslar1 (2008), Oleuropein’in birgok bakteri (Staphylococcus
aureus), kiif (Aspergillus niger), maya (Saccharomyces uvarum) ve mantari inhibe
ettigi tespit etmistir. Ayrica, Oleuropein’in hidrolizi ile olusan elenolik asit
bilesiginin bir¢ok viriis tiiriinii gli¢lii bir sekilde inhibe edici 6zellige sahip oldugunu

da gostermistir.

1.6. Calismanin amaci

Nanopartikiiller oldukga fazla miktarda iiretilmelerine ragmen, in vivo ¢alismalarda
toksik etkileri hakkinda oldukca az bilgi mevcuttur. Nanopartikiiller igerisinde en

fazla kullanim alan1 olanlar metal oksitlerdir.

TiO, nanopartikiilleri dogada yogun olarak bulunduklarindan ve genis kullanim
alanlarindan dolay:r insan sagligi agisindan potansiyel riski olan maddelerdir. Bu
partikiiller boya, kagit ve gida iirlinlerinde katki maddesi olarak kullanilir
(Mohammadipour et al., 2014). Insan viicuduna deriden niifuz ederek, enjeksiyon
yoluyla, solunum yoluyla ya da besin yoluyla girebilirler (Liu ve Yang, 2013). ZnO
nanopartikiilleri kozmetik, boya, tekstil tiriinlerinde, gidalarda katki maddesi olarak
ve kisisel hijyen iiriinlerinde kullanilmaktadir. Ozellikle transliisen ve ultraviyole A
ve B’ye kars1 yiiksek koruma sagladigindan giines kremleri ve nemlendiricilerin
vazgecilmezlerindendir (Berk ve Akkurt 2012). Pek ¢ok alanda olduk¢a yaygin
kullanildiklarindan dolay1 ZnO ve TiO; partikiilleri ¢alismamizin temelini

olusturmustur.
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Yaslanma, siirekli devam eden biyolojik bir siiregtir. Fizyolojik kapasitede azalma ve
cevresel stresler, aerobik canli metabolizmasinin dogal sonucu olarak olusan serbest
radikallerin artisina neden olmaktadir. Biitiin bu etkenler yasla birlikte canlida 6liim
riskinin artisina yol agmaktadir. Diyetle yeterli miktarda alinan antioksidan 6zellikli
maddelerin, organizmada serbest radikallerin neden oldugu oksidasyon sonucu
olusan doku hasarlarin1 6nlemede etkili olacagi ve dolayisiyla yasam siiresini
uzatabilecegi de distiniilmektedir. Bu noktadan hareketle, bu calismada farkli
konsantrasyonlarda ZnOTiO, nanokompozitinin, 6miir uzunlugu, yasama yiizdesi ve
yavru dol sayist deneyleri ile D. melanogaster iizerinde toksik etkilerinin
belirlenmesi ve zeytin yapragindan elde edilen ve giiclii antioksidan 6zelligi oldugu
bilinen Oleuropein ile olas1 toksik etkilerin giderilmesi tiizerine aragtirmalar

yapilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu boliimde, Drosophila melanogaster’in gelisim parametreleri {izerine yapilan
caligmalar, nanopartikiillerin toksik etkileri ve detoksifikasyon sistemler iizerine
Oleuropein’in etkileri ile ilgili olarak yapilan calismalardan bazilar1 kronolojik

sirayla verilmistir.

D. melanogaster’de gen kombinasyonlarinin ve spesifik mutant genlerin Omiir

uzunlugu iizerine etkisini ilk olarak Gonzales (1923) ortaya koymustur.

Pearl (1927), diisiik metabolik aktiviteye sahip hayvanlarin, daha az O, kullanarak
yiiksek metabolik aktiviteye sahip hayvanlardan daha uzun yasadiklarini1 gostererek

metabolik aktivite ile miir uzunlugu arasinda bir iliski oldugunu gostermistir.

D. melanogaster’de yiiksek yumurta tiretimi olan ¢iftlesmis disilerin, bakire (virjin)

disilerden daha kisa omiirlii olduklar1 gézlemlenmistir (Gowen ve Johanson, 1946).

Mutasyon birikimi teorisine gore, genc yaslardaki zayif dogal seleksiyonlar
tekrarlanan zararli mutasyonlarin etkisiyle hayatta kalis ve liremeyi olumsuz yonde

etkilemektedir (Medawar, 1952).

Anasal yasin yavru doliin Omiir uzunlugunda 6nemli bir etken oldugu ilk kez
rotiferlerden Philodina citrina tiirii ile yapilan deneyle belirlenmistir (Lansing,
1952).

Harman (1956), molekiiler oksijenin (Oz) kullanildigi metabolik faaliyetlerin

azaltilarak 6miir uzunlugunun arttirilabilecegini ifade etmektedir.

Yaslanmayla ilgili olan antagonistik pleiotropi teorisine gore, viabilite ve fekunditeyi
diizenleyen aleller ilerleyen yaslarda omiir uzunlugu tizerinde negatif bir etkiye
sahiptir (Williams, 1957).
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Smith (1958), hayat tablosuna goére ¢izilen hayatta kalis egrisinin dikdortgensel
olmasi halinde, yani 6liim oranmin “belirli bir siire icinde 6len birey sayisinin, o
siirenin baslangicindaki birey sayisina oran1” kronolojik zamana bagli olarak artmasi

durumunda o populasyonun yaslandigini ifade etmektedir.

Smith (1958), ovaryumlar1 indirgenmis mutant D. melanogaster disilerinin lireme

yapilarmin eksikligine bagli olarak, dmiir uzunlugunun arttigini bulmustur.

Sadece sukroztagar’la beslenen D. subobscura populasyonunun standart ortamda

beslenenlerden yaklasik %50 daha kisa dmiir uzunluguna sahip oldugu bulunmustur

(Bozcuk, 1970).

Lints ve Lints (1971), 6miir uzunlugunu etkileyen faktorleri i¢ (anasal yas, eslesme
durumu, yumurta iretimi (=fekundite), esey ve genetik yap1) ve dis (sicaklik,
beslenme, populasyon yogunlugu, 1s1ik, nem ve radyasyon) faktorler olmak iizere iki

sinifa ayirarak incelemistir.

D. melanogaster erkek ve disilerinde DNA, RNA ve protein seviyeleri tayin
edildiginde, disilerde bu molekiillerin erkeklere oranla ¢ok daha fazla olduklar

gbzlenmistir (Samis et al., 1971).

Siirekli karanlik ortamda yasatilan Drosophila melanogaster erkeklerinde %20,

disilerinde ise %43’e varan Omiir uzunlugu artisi goézlenmistir (Allemand et al.,
1973).

Drosophila’da ergin donemdeki sicaklik degisimlerinin 6miir uzunlugunu etkiledigi
ve ylksek sicakliklarda daha kisa Omiir uzunluguna sahip olduklar1 belirlenmistir

(Economos ve Lints, 1984).

D. melanogaster ile yapilan bir caligmada, belirli sicaklikta ayni besin tipiyle

beslenen, fakat farkli fotoperiyot sartlarina maruz kalan bireylerde, metabolik hizin
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farkli oldugu, genel olarak kisa giin sartlarina maruz kalanlarda metabolik hizin,
uzun gilin sartlarina maruz kalanlardan daha yiiksek oldugu, dolayisiyla kisa giin

sartlarinda gelismenin daha hizli gergeklestigi ifade edilmistir (Lanciani et al. 1991).

Unlii (1991), Drosophila’da omiir uzunlugunun, farkli tiirlerde, ayni tiiriin
eseylerinde ve mutantlar arasinda farklilik gosterecegi gibi aynmi genotipe sahip
populasyonlarin  farkli c¢evresel kosullarda farkli Omiir uzunluklarina sahip

olabilecegini ifade etmistir.

Alt1 farkli memeli tiiriinde karsilastirmali olarak yapilan bir calismada katalaz,
stiperoksit dismutaz ve glutatyon aktivitelerindeki azalisin yani, antioksidan savunma
mekanizmasindaki indirgenmenin maksimum Omiir uzunlugu potansiyeli ile belirgin
bir iligkisinin olmadigi, buna karsilik memelilerde ve boceklerde mitokondriyal
hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonlarinin oksidatif stres ve yaslanma sonucu
arttigr bildirilmistir. Ayrica tiirler arasinda oksidan iiretiminin farkli olusunun,
tirlerin yaslanma siireclerinin de farklilasmasina neden oldugunu ve yaslanma-
oksidan tiretimi arasindaki iliskinin, yaglanma antioksidan savunma mekanizmasinin
indirgenmesi arasindaki iligkiden daha 6nemli oldugu da ileri stirtilmiistiir (Orr ve

Sohal, 1994).

Ames ve arkadaslar1 (1993), canlilarin viicutlarinda oksidan-antioksidan oranlarini
iyl ayarlanmasinin saglikli yasam ve verim fonksiyonlari agisindan son derece
onemli oldugunu savunmaktadir. Bu teoriye gore, yasam boyu siirekli serbest
radikallere maruz kalinmasi sonucunda hiicre hasar1 olusmakta, hiicrelerin biiylime,
gelisme ve farklilasma fonksiyonlarinda bozulma, kanser veya oliim meydana

gelmektedir.

Tatar ve arkadaslar1 (1996), mutasyon birikiminin genetik varyansi artirmasindan
dolay1 yaslanma ile genetik varyansinin artmasi arasinda mutasyon birikiminin

onemli bir etkisinin oldugunu diistinmektedirler.
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Giamarellos ve arkadaglar1 (2006), Oleuropein’in, bagisiklik sistemini diizenleyici
bir bilesen olarak kullanildigini; kanda ve organlarda bakteri gelisimini azaltarak,
toplam antioksidan kapasitesini korumak suretiyle bagisiklik  sisteminin

giiclenmesinde de etkin rol oynadigin bildirmistir.

Federici ve arkadaslari (2007), TiO, nanopartikiillerine maruz kalan gokkusagi
alabaliklarinin ~ beyinlerinde  herhangi bir hasar olusmamasina ragmen,

solungaglarinda oksidatif stres kaynakli hasarlar tespit etmislerdir.

Oleuropein’in antioksidan ve kolesterol diisiiriicii etkisi iizerine yapilan in vivo bir
calismada, Wistar fareleri lizerinde OLE ile zenginlestirilmis zeytin yapragi
ekstrelerinin etkileri arastirilmis olup, OLE’nin kolesterol diisiiriicii etkisinin yan1
sira lipid peroksidasyon siirecini yavaslattigi ve antioksidan enzim aktivitelerini

arttirdig@i gosterilmistir (Jemai et al., 2008).

Uysal ve arkadaslar1 (2009), Lobaria pulmonaria likeninden elde edilen metanol,
kloroform ve su ekstraktlarinin D. melanogaster’in erkek ve disi populasyonlarinin
Omiir uzunlugu tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Bu caligmanin sonucunda, L.
pulmonaria’nin metanol, kloroform ve su ekstraktlarina maruz birakilan her iki
populasyonda da Omiir uzunlugunun konsantrasyon artigina paralel olarak arttig
gbzlenmistir. Metanol ekstraktinin kloroform ve su ekstraktina gore daha etkili
oldugu, su ekstraktinin ise metanol ve kloroform ekstraktlarina gére daha az etkili

oldugu sonucuna varilmstir.

Sycheva ve arkadaslar1 (2011) tarafindan fareler {izerinde yaptilan bir ¢alismada,
comet assay testi ile 40-1000 mg/kg’lik doz araliginda TiO, (33 nm)
nanopartikiiliiniin genotoksik etkilerini arastirarak fare karaciger ve kemik

dokularinda genotoksik veriler elde edilmistir.

Demir ve arkadaslar1 (2014), Allium cepa kok meristem hiicrelerinde comet assay
testi ile ZnO (35 nm ve 50 nm) ve TiO; (21 nm ve 50 nm) naopartikiillerinin DNA

lizerine etkisini arastirmislardir. Ug¢ farkli doz kullandiklar1 bu c¢alismada, ZnO ve
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TiO; nanopartikiillerinin sebep oldugu DNA kiriklarinin kontrole gore Onemli

oldugunu belirlemislerdir.

Hong ve arkadaslar1 (2014), hamile si¢anlara 0, 100, 200 ve 400 mg/kg/giin dozlarda
ZnO (20 nm) nanopartikiili uyguladiklar1 c¢alismalarinda 15 giin boyunca oral
uygulama ile kontrole gore uygulama gruplarinda emriyonik gelisimde bozulmalara,
korpus luteum ve plasenta miktarinda azalmaya ve fetiis 6liimlerine rastladiklarini

ifade etmislerdir.



31

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan organizma

Drosophila melanogaster, 19. yiizyilda Dipteriyoloji’nin babasi olarak bilinen
Johann Wilhem Meigen (1764- 1845) tarafindan 1830 yilinda tanimlanmistir (Keller,
2007). Halk arasinda meyve sinegi veya sirke sinegi olarak bilinen D. melanogaster,
1910 yilinda Miiller'in eseye bagli resesif letal mutasyon testini (SLRLT) bilim
diinyasina kazandirmasiyla genetik ¢alismalarda kullanilmaya baslanmistir (Sahin,
2014). Deneylerimizde D. melanogaster’in Oregon R (Meigen, 1830) yabanil soyuna
ait larva ve erginler kullanilmistir. D. melanogaster Oregon R soyu normal,
yuvarlak-kirmizi gozIii ve mutant bir karakter igermeyen yabanil tip (w.t.= wild type)
soydur. Bu soy, Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Genetik
Arastirma Laboratuari’nda 1988’den beri kendilestirilen ve genetik olarak ileri
derecede homojen olan stoklardan elde edilmis olup, bu stoklar 2014 yilindan bu
yana  Erzincan  Universitesi, = Merkezi  Arastirma  Laboratuarlari’nda

kendilestirilmektedir.

[k olarak Thomas Hunt Morgan (1910) tarafindan genetik calismalarda kullanilan D.
melanogaster, giiniimiizde sitogenetik, populasyon genetigi gibi genetigin gesitli alt
dallarinda ve molekiiler biyoloji alaninda gerceklestirilen calismalarda en ¢ok tercih

edilen model organizmalardan biridir (Cakir ve Sarikaya, 2004).

Drosophila’nin model organizma olarak tercih edilmesini saglayan bir¢ok

ozelliginden bazilari sunlardir (Uysal vd., 2006):

1) Drosophila pek ¢ok dogal ya da yapay varyasyonlarin gozlemlenebildigi bir

organizmadir. Mutant bireylerde kil tipi, goz sekli, goz rengi, viicut rengi, kanat sekli
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gibi farkli fenotipik Ozellikleri ¢iplak gozle ya da binokiiler mikroskop altinda

gorebilmek mimkiindiir.

2) Drosophila’nin hayat devri ¢ok kisadir. Yumurtadan ergine gelisme siiresi,
25+1°C ve %40- 60 bagil nemde, yaklasik 9-10 gilindiir.

3) Disi bir Drosophila giinde ortalama 40-50 yumurta birakir. 10 giinliik bir gelisim
stiresinde yaklasik 400-500 yumurta birakilmasi, Drosophila’nin genetiksel
ozellikleriyle ilgili bilginin dogru tespit edilmesi ve sonuglarin giivenilirligi agisindan

onemlidir.

4) Laboratuarda bakimi kolaylikla yapilabilir ve besinlerin maliyeti oldukca

ekonomiktir.

5) Az sayida ve kolay incelenebilen kromozom yapisina sahiptir. Ugiincii evre
larvalarinin  tiikiirik  bezlerinde dev kromozomlarim (Politen kromozomlar)
bulunmasi, kromozom haritalar1 ve kromozom fonksiyon analizlerinin yapilmasina

olanak saglar.

6) Arn dol olarak saklanabilmelerinin yani sira kontrollii ¢aprazlamalarinda
yapilabildigi en uygun organizmalardan biridir. Kontrollii ¢aprazlama, genetik
calismalarda kullanilan yOntemler arasinda olup bir organizmanin genetiginin

incelenebilmesinde kolaylik saglar.

7) Sinekler basit diizenekler hazirlanarak eterle ya da karbondioksit diizenegi ile

kolayca bayiltilabilir.

8) Omurgali merkezi sinir sisteminde oldugu gibi yaklasik 200 000 sinir i¢eren bir
beyne sahiptir. Beynin fonksiyonel alt birimleri olan néronlarin sekilleri ve sinaptik

baglantilari insanlarinki ile ¢ok benzerdir.
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9) Drosophila ozellikle Alzheimer, Parkinson, Bipolar ve Huntington gibi

norodejeneratif hastaliklarin arastirilmasinda biiyiik bir basari ile kullanilmaktadir.

10) Memeli ve Drosophila sodyum ve potasyum kanallar1 benzer sekilde bloke

olmaktadir.

11) Drosophila min homeotik segici genlerinin (sinegin tiim viicut planini kontrol

eden genler) memelilerdeki es deger genlerle yakin iligkili oldugu kesfedilmistir.

3.1.2. Drosophila melanogaster’in sistematigi

Sube: Arthropoda (=Eklem bacaklilar)

Alt Sube: Mandibulata-Antennata

Sinif: Insecta-Hexapoda (=Bocekler-Alt1 bacaklilar)

Alt Sinif: Pterygota (=Kanatl1 bocekler)

Ust Takim: Mecopteroidea-Panorpoidea (=Uzun kanatlilar)
Takim: Diptera (=Cift kanatlilar)

Alt Takim: Brachycera (=Sinekler-Kisa antenliler)

Aile: Drosophilidae (=Sirke sinekleri-Meyve sinekleri)
Cins: Drosophila

Tiir: Drosophila melanogaster

3.1.3. Drosophila’da viicut yapisi

Drosophila’da viicut yapisi; bas (kaput), gogiis (toraks) ve karin (abdomen) olmak
tizere li¢ kisma ayrilir. Bag ve toraks, bliyiik sert killar (makroseta) ve ufak yumusak
killar (mikroseta) ile ortiiliidiir. Bunlarin her iki tiirii de duyu orgam olarak gorev
yaparlar. Alt1 segmentten olusan basin iki yaninda petek gozler, tepesinde ii¢ tane
basit goz ile agiz ve iki anten bulunur. Toraks ii¢ segmentten olusur ve her segmentte
bir ¢ift bacak bulunur. Ikinci segmentte bir ¢ift kanat yer alirken {igiincii segmentteki

kanatlar korelmis ve bunlar halter organina doniismiistiir. Abdomen disi ve erkek
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bireylerde farklilik gostermektedir. Disi bireylerin abdomeninin ucu uzun ve sivri,
erkek bireylerinki daha kisa, yuvarlak (kiit) ve siyahtir (Sekil 3.1). Disilerin
yaslanmasiyla birlikte abdomenleri yumurtalarla dolar ve buna bagli olarak genisler.
Ayrica, diginin abdomeninde 7, erkegin abdomeninde ise 5 tane goriilebilir segment

mevcuttur.

Sekil 3. 1. Drosophila melanogaster Oregon R soyu (yabanil tip) erkek ve disi
bireylerinde eseysel dimorfizm (http://flymove.uni-muenster.de, 2016)

Bu ozellikler cinsiyetin belirlenmesi i¢in yeterlidir ancak bazi durumlarda ¢ok geng
erkeklerde, abdomendeki pigmentasyon yogun olmadigindan cinsiyet belirlemede
hatalar olabilir. Bu nedenle cinsiyetin tam olarak belirlenebilmesi icin erkeklerin
birinci ¢ift bacagindaki esey taragi olarak adlandirilan koyu renkli sira sira killar
karakteristiktir (Sekil 3.2). Bu yapi, ciftlesme sirasinda erkegin disiyi kavramasi i¢in
gereklidir ve disilerde yoktur (Uysal vd., 2006).


http://flymove.uni-muenster.de/
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Sekil 3. 2. Drosophila melanogaster’de esey taragi (http:/flymove.uni-muenster.de,
2016)

3.1.4. Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii

Tam bagkalasim (holometabol) goésteren Drosophila diploid kromozom sayisina
sahip olup dort ¢ift kromozom tasimaktadir. D. melanogaster embriyosu sirasiyla ii¢
larva, prepupa, pupa evreleri gecirir (Sekil 3.3). Diger boceklerde oldugu gibi,
Drosophila’ da da gelisme iki asamada olur. Birincisi embriyonik dénemdir. Bu
donem, yumurtanin dollenmesi ile baslar ve birinci evre larvanin yumurtadan
c¢ikmasia kadar devam eder. Biitiin embriyonik gelismeler yumurta zarlari iginde
meydana gelir. ikinci dénem ise post-embriyonik donemdir. Birinci evre larvadan

ergin birey oluncaya kadar gegen siireyi icine alir (Ozata, 2006)

D. melanogaster yumurtalarinin, ventral yiizli yuvarlak, dorsal yiizii ise daha diizdiir
ve yaklasik 0,5 mm boyunda, 0,2 mm eninde oval sekillidirler. Dorsal bdlgenin 6n
ucunda yumurtalarin 1slak besiyerine batmasini engelleyen ve yasamsal 6neme sahip
oksijenin almmasimdan sorumlu iki adet koryon uzantisi olan filament bulunur
(Tyler, 2010). Koryonun iginde, yumurtaya siit beyazi gorlntiisiini veren 11k

yansimasina neden olan hava ile dolu siingerimsi bir tabaka vardir.
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Spermatozomlarin yumurtaya anterior tarafta bulunan koni seklinde bir ¢ikintinin
ucundaki mikropil adi verilen bir delikten girerler. Normal olarak bunlardan bir
tanesi dollenme ig¢in zorunlu oldugu halde, yumurtaya bir¢ok sperm girebilir.
Dollenme zamanina kadar spermatozomlar disi tarafindan depo edilirler. Bunlardan
tek birinin yumurtaya girmesinin hemen arkasindan sperma g¢ekirdegi ile yumurta
cekirdegi birlesir. Bu sekilde olusam zigotta birinci segmentasyon boliinme baglar.

Yumurtanin i¢ine sperma girer girmez disi tarafindan yumurtlanir (Benli, 2013).

Yumurtalar 25+°C’ de 22-24 saat iginde acilir ve 1. evre larva ¢ikar (Ashburner,
1989). Yumurta acilmasini takiben ¢ikan birinci evre larva, pupa olusumuna kadar
iki defa deri degistirir (gomlek degistirme) ve boylece ii¢ larva donemi gegirilmis
olur. Larva, ii¢iincii doneminde yaklasik 4- 4,5 mm uzunlugunda olabilir. Ugiincii
evre larvanin en Oonemli 6zelligi tiikriik bezlerinde dev (politen) kromozomlarin
bulunmasidir. Larvanin her deri degistirmesinde kutikula, 6zel yapilar ile (agiz
dahil) birlikte degisir. D. melanogaster larvalari, normal gelisimleri boyunca,
agirliklarimin - yaklasitk 3-5 kati kadar beslenirler. Larvalarin  pupalasmaya
gecebilmeleri i¢in  belirli  bir agirliga ulagmalart gerekmektedir. Larvalar
beslenmelerini tamamlay1p yaklasik 0,3 mg’lik esik agirliga ulastiklarinda besiyerini
terk ederek pupalagsma i¢in kuru bir yere (kiiltiir sisesinin duvarina) gecerler ve
burada koyu sari-kahve renkte ilk once prepupaya, yaklasik 4 saat kadar sonrada

pupaya gelisirler.

Ergin bireye ait metamorfoz evresi pupa iginde tamamlanir. Larval doku ve organlar
parcalanir, tikriik bezleri, yag doku, bagirsak ve kaslar tamamen ayrisir. Beyin ve
malpigi tliplerinde ayrisma olmaz fakat yapisal olarak degisiklige ugrarlar. D.
melanogaster larvalarinda, pupasyon sirasinda baskalasim gecirerek ergin bireydeki
viicut yapilarint olusturmak i¢in 6zellesmis ve siirekli mitotik boliinmeler gegiren
hiicre gruplar1 vardir. Embriyonik evreden koken alan bu yapilara “imajinal disk™ adi
verilir (Graf ve Schaik, 1992). Farklilasmamis hiicre gruplari (histoblastlar) ve

imajinal disklerden ergin viicut yapilart olusur (Ashburner, 1989).
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Gelisimin tamamlanmasi ile ergin sinekler pupa kilifinin anteriorunu delerek disar
cikarlar. Yeni ¢ikan ergin bireyler ilk dnce agik renkli, uzun viicutludur. Fakat birkag
saat icinde koyulasirlar. Baslangigta kirisik olan kanatlari agilir ve normal ergin
goriniimiine ulasirlar. Tiirlere gore degismekle birlikte virjin disiler, pupadan
ciktiktan yaklagik 8 saat sonra eseysel olgunluga erisebilir ve 12 saat sonra ise
yumurtlayabilirler. Erkekler ise pupadan ¢iktiktan birka¢ saat sonra ciftlesebilirler.
Ideal yasam kosullar1 olan 25+1°C sicaklik ve %40- 60 bagil nemde olgunlasma
stireci 9- 10 giin olan Drosophila’nin yasam dongiisii ve evrelerde gegirdigi siireler

sOyle Ozetlenebilir:
Embriyonik gelisim: 1 giin
Birinci larval evre (L1): 1 giin
Ikinci larval evre (L2): 1 giin
Ucgiincii larval evre (L3): 2 giin
Prepupa evresi: 4 saat

Pupa evresi: 4,5 giin

Yetiskin evresi: 40-50 giin
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Sekil 3. 3. Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii
(http://flymove.unimuenster.de, 2016)

Drosophila’da embriyo gelisimini kontrol eden genler ya maternal etkili genler
(anneden gelen etkili genler) ya da zigotik genlerdir. Maternal etkili genler, tiriinleri
(mRNA ve proteinler) oogenez sirasinda gelismekte olan yumurta i¢inde depolanan
genlerdir. Zigotik genler ise, zigotun gelisimini saglayan genlerdir. Embriyoyu
bircok segmente bolen, her segmentin polaritesini, biiytikliigiinii ve sayisini tayin
eden genlere de segmentasyon genleri denir. Bu genler segmentlerin ve

parasegmentlerin orjinini ve son durumunu belirler (Benli, 2013).

Maternal etkili genler: Embriyonun 6n (anterior), arka (posterior) ve ug (terminal)

kismini olusturan genlerdir. Anterior genlerden en Onemlisi bicoid genidir. Bu
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gendeki bir mutasyon i¢in homozigot olan anneden gelisen embriyoda bas, gogiis
bulunmaz ve karin bolgesinin ilk dort segmentinde anormallikler goriiliir.
Embriyonun posterior kismini olusturan posterior genler ise 8 tanedir. Bu genler
bakimindan mutant olan embriyo da benzeri fenotipik anormallikler meydana gelir.
Govdenin posterior kismi kisadir ve karin segmentleri olusmaz. Terminal genler de

embriyonun anterior- posterior ekseninin olusmasini kontrol ederler.

Zigotik genler: Bunlar bosluk (gap), ¢ift- kural (pair- rule) ve segment polarite
genleridir. Bosluk (gap) genlerinin transkripsiyonu ile embriyo, bas, gogiis ve karin
olmak {izere genis bolgelere ayrilir. Bu genlerde mutasyon meydana gelirse
embriyonun segmantasyon profilinde biiyiik bosluklar goriiliir. Cift- kural (pair- rule)
genleri, bosluk genlerinin olusturdugu genis bolgeleri yaklasik bir segment
biiytikligiinde pargalara boler. Cift- kural genlerindeki mutasyonlar, iki segmentten
birinde, segment biiyiikliigiince bolgelerin yapidan ¢ikmasina neden olur. Segment
polarite genlerinden sentezlenen iiriinler, segment i¢indeki hiicresel kimligi kontrol

eder ve her bir segmentin sinirlar1 olusturulur.

Secici (selektor) genler: Segment sinirlari, segmentasyon genlerinin (bosluk genleri,
cift- kural genleri ve segment polarite genleri) etkisiyle olusturulurken secici genler
aktive olur. Bu genlerin aktiviteleri ile anten, agiz kismi, bacak, kanat, gégiis ve
karm gibi her bir viicut segmentinin son durumu belirlenir. Bu genlerin mutantlar1 ise
homeotik genler olarak tanimlanmistir. Sonugta segmentlerden birinin 6zelligi digeri
ile aym olacak sekilde degisime ugrar. Meyve sineginin dollenmis yumurta
hiicresinden segmentli ergin birey meydana gelir. Erginin bas kismu iig, toraks: ii¢ ve
abdomeni de sekiz segmentlidir. Meyve sinegi her biri bir segmentin yarisi ile

sonraki segmentin ilk yarisina karsilik gelen, toplam 14 parasegmente sahiptir.

3.1.5. Cahsmalarimizda kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarimizda, ticari olarak satin alinmis anastaz formundaki TiO, (44 nm)

nanopartikiiliine yiiklenen cinko oksit (ZnO) Karadeniz Teknik Universitesi'nden
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temin edilmistir. lyilestirici madde olarak kullanilan Oleuropein (SIGMA-12247) ise
ticari ambalajinda Amerika Birlesik Devletleri’'nden saglanmistir. Ayrica deneyler
sirasinda bayiltma isleminde dietil eter ve besiyeri hazirlanirken kontaminasyonu

onlemek amaciyla da propionik asit kullanilmistir.

3.1.6. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir:

Cihaz adx Marka-model
Hassas terazi AXIS AGN 220
Manyetik karistiric WISESTIR MSH-20A

Buzdolabi(derin dondurucu) ARCELIK 8820 SBS NF

Etiiv WISECUBE

Binokiiler mikroskop NIKON SMZ25
Titresimli su banyosu BANDELIN SONOREX
3.2. Yontem

3.2.1. Besiyeri hazirlama

Deney kiiltiirleri Standart Drosophila Besiyeri’nde (SDB) tutulmaktadir (Bozcuk,
1976) 9 g agar, 60 g toz seker, 19 g bira mayasi, 50 g misir unu, 565 cc saf su ve 3-
3,5 cc propionik asittir. 440 cc saf su temiz bir beherde kaynatilir. Kaynamaya
baslayan saf suya once 9 g agar, daha sonra 60 g seker ilave edilip bir cam baget
yardimuiyla iyice karigtirilir. Bir baska beher i¢inde 125 cc saf suda 50 g misir unu ve
19 g bira mayasi1 ezilir. Karistirilarak ezilen bu karisim kaynayan seker-agar
karigimina ilave edilerek karistirmaya devam edilir. Karisim kaynamaya basladiktan

sonra karistirma islemine 15 dk daha kisik ateste devam edilmelidir. Bu safhada
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karistmin kivamina dikkat etmek gerekir. Eger karisim ¢ok sivi olursa besin ortami
sogudugu zaman c¢ok katilasmayacak ve sinekler besin ortamina yapisacaktir.
Karisim ¢ok katilasirsa hem siselere doldurmak hem de sineklerin beslenmesi
giiclesecektir. Bu durumlar gz Oniine alinarak hazirlanan besin ortami atesten
indirilir. Karigim biraz soguduktan sonra kiif inhibitorii olarak kullanilan 3- 3,5 cc
propionik asit (Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA)) ilave edilip hazirlanan
besin ortami heniiz sicakken 250 mL’lik kiiltiir siselerine 2- 3 cm yiiksekliginde
olacak sekilde dokiiliir ve tizerleri temiz kurutma kagidiyla kapatilarak bir giin oda
sicakliginda sogumalar icin bekletilir. Besiyerleri soguyup, katilastiginda siselerin
agizlart hidrofob pamuk ve gazli bezden yapilmis tikaclarla kapatilir. Besiyerleri

kullanilincaya dek buzdolabinda saklanir.

3.2.2. Bayilltma yontemi

Drosophila’lar, negatif olarak geotropik (yergekiminin tersine) ve pozitif olarak
fototropik (1s18a dogru) yonelim (davranis) gosterdiklerinden eterize edilirler (Doane,
1967). Deneylerimizde ekonomik olusu ve calisma kolayligi nedeniyle dietil eter
(Sigma Chemical Co. (St.Louis, Mo, USA)) kullanilmistir. Bayiltma islemi igin basit
bir diizenek hazirlanmistir. Bir erlen mayere bir miktar eter konularak cam kroze
erlenin i¢ine yerlestirilmis ve krozenin agzi bir petri kabi ile kapatilmistir. Krozenin
tabaninda bulunan torf gozeneklidir ve bu sayede eter krozenin ic¢ine buharlagir.
Krozenin govdesinde bulunan sinekler bu sekilde bayiltilmis olur. Bayiltma
(eterizasyon) islemi, ana-baba stoklarinin kurulmasi, uygulama gruplarini olusturmak
icin erginlerin toplanmasi, F; nesline ait bireylerin sayimlarinin yapilmasi i¢in
kullanilmistir. Omiir uzunlugu deneylerindeki transfer islemleri sirasinda eterizasyon

yapilmamustir.

3.2.3. Deney gruplarina uygulanan madde konsantrasyonlarinin belirlenmesi

ZnOTiO, nanokompozitinin ve OLE’nin D. melanogaster iizerine LDsy, dozunu

belirlemek amaciyla gesitli konsantrasyon araliklarinda (0,005 -2 mg/mL) 24 saatlik
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uygulamalar yapilmigtir. Uygulamalar sonucunda ZnOTiO; i¢in tespit edilen LDsg
dozuna (1,25 mg/mL) gore, ¢alisma konsantrasyonlar1 0,005 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,5
mg/mL ve 1 mg/mL olarak belirlenmistir. Ayn sekilde iyilestirici olarak kullanilacak

Oleuropein’in doz miktar1 da 100 uM olacak sekilde belirlenmistir.

3.2.4. ZnOTiO; ve Oleuropein’in sulu siispansiyonlarinin (test ¢ozeltilerinin)
hazirlanmasi

Caligmalarda uygulanan konsantrasyonlar ZnOTiO; nanokompoziti ic¢in 0,005
mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL; OLE ig¢in ise 100 uM olarak
belirlenmis olup stok ¢dzeltiler deiyonize su ile hazirlanmistir. ZnOTiO, ve OLE’nin
suda ¢Oziinmesini arttirarak maksimum dagilimimi saglamak icin ultra sonik su
banyosu kullanilmistir. Su banyosunda 48 saat bekletilen stok ¢ozeltiler daha sonra

+4°C’de buzdolabinda saklanmistir.

3.2.5. Ergin sineklerin toplanmasi

Deneylerimizde kullandigimiz biitiin sinekler, D. melanogaster’ in Oregon R soyuna
ait disi ve erkek bireylerdir. Bu amacla, sineklerin toplanabilmesi i¢in standart
Drosophila besiyeri (SDB) igeren Kkiiltiir siselerinde 5 99 X 5 & seklinde
caprazlamalar yapilarak on stoklar olusturulmustur. Pupadan ¢ikan aym yasl (1- 3
giinliik) ciftlesmemis disi ve erkek sinekler, her deney grubu ve bunlara ait kontrol
gruplar1 i¢in ayr1 ayri toplanmis ve deneylerimiz i¢in kullanilacak biitiin sinekler
hazirlanmistir. Calismalar sirasinda sinekler sadece, eslestirme, aktarma, virjin
toplama, larva toplama islemleri i¢in aydinlik ortama alinmistir. Stoklarin yenilenme

islemi, ortalama her 15 giinde bir tekrarlanmistir.

3.2.6. Omiir uzunlugu deneyleri

ZnOTiO, nanokompozitinin ve OLE’nin D. melanogaster’in 6miir uzunlugu iizerine
etkisi disi ve erkek populasyonlarinda ayri ayr1 calisilmistir. Bu amagla pupadan

cikan aymi yasl (1- 3 giinliik) ¢iftlesmemis (virjin) disi ve erkeklerden her grup icin
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ortalama 100 birey toplanmistir. Toplanan bireyler bos kiiltiir siselerine alinarak
uygulamadan Once 2 saat a¢ birakilmigtir. Daha sonra bu bireyler farkli
konsantrasyonlarda (0,005 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL) hazirlanmis
ZnOTiO,, OLE (100 uM) ve ZnOTiO,+OLE igeren Kkiiltiir siselerinde 2 saat
beslenmistir. Bu beslenme i¢in her bir kiiltiir sisesine 2 kat kurutma kagidi konulmus
ve hazirlanan ZnOTiO; ve OLE (100 uM) ¢ozeltilerinden pipet yardimiyla 2,5 mL
alinarak bu kagitlara emdirilmistir. Bu kiiltiir siselerinde 2 saat beslenen bireyler,
stirenin sonunda Standart Drosophila Besiyeri iceren kiiltiir siselerine aktarilmistir ve
25+1°C ve %40- 60 bagil neme sahip etiivlere alinmistir. Deney boyunca etiivde
muhafaza edilen kiiltiir siseleri takip edilerek haftada iki kere besiyeri degisimi
yapilmustir.  Sinekler sadece besin degisimi yapildiginda aydinlik ortama
cikarilmistir. Birey sayilart her uygulama giinli baslangict ve sonunda kontrol
edilerek Olen bireyler kaydedilmis ve ortamdan uzaklastirilmistir. Kontrol ve
uygulama gruplarinda sayim ve besiyeri degisimine son birey 6lene kadar devam

edilmistir. Deneyler ii¢ kez tekrar edilmistir.

3.2.7. Yavru dol sayis1 deneyleri

ZnOTIiO, nanokompozitinin ve OLE’nin disi ve erkek bireylerde yavru dol sayisi
tizerine olan etkileri Omiir uzunlugu deneylerinde oldugu gibi disi ve erkek
populasyonlarinda ayr1 ayr1 c¢alistlmistir. Kontrol ve uygulama gruplar1 0,005
mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL ZnOTiO,; OLE ve ZnOTiO,+OLE i¢in
599 X 5 &3 bireyin kullanildigi deney setleri olusturulmustur. Her uygulama
grubunda, bir deney setinde sadece disi bireylere kimyasal uygulanirken, aym
uygulama grubuna ait diger deney setinde yalnizca erkek bireylere kimyasal
uygulanmistir. Kimyasal uygulamasi yapilirken; taze hazirlanmis 25 mL
besiyerlerine, 0,005 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL‘lik ZnOTiO; ve
100 uM’lik OLE ¢ozeltilerinden pipet yardimiyla 2,5 mL alinarak karigtirtlmistir.
Ayni sekilde ZnOTiO,+OLE uygulamasi i¢in 2,5 mL OLE ve 2,5 mL ZnOTiO;
(1 mg/mL) igeren besiyeri hazirlanmistir. Kimyasala maruz birakilmayan deney
setindeki bireyler ise Standart Drosophila Besiyerine alinmistir. Tiim uygulama

gruplarina ait kiiltiir siseleri, 25+1°C ve %40- 60 bagil neme sahip etiivde 5 giin
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aydinliga ¢ikarilmadan bekletilmistir. Bu silirenin sonunda, her uygulama grubunda;
once kimyasalda beslenen disilerle Standart Drosophila Besiyerinde beslenen
erkekler daha sonra da kimyasalda beslenen erkeklerle Standart Drosophila
Besiyerinde beslenen disiler, taze besiyerlerine alinarak ¢iftlestirilmistir. Ciftlestirme
isleminde 5 99 X 5 &J birey kullanilmistir. 5 giin sonra ebeveynler ortamdan
uzaklastirilmigtir. Tekrar etiive aliman kiiltiir siselerindeki pupa gelisimi takip
edilerek, ilk ergin bireyin ¢iktig1 andan itibaren, sinekler 7 giin boyunca eseylerine

gore ayrilarak sayim yapilmistir. Deneyler 3 kez tekrar edilmistir.

3.2.8. Yasama yiizdesi (larval mortalite) deneyleri

Yasama yiizdesi deneyleri i¢in Onceden stok halinde elde edilmis 1-3 giinliik
ciftlesmemis Drosophila bireyleri 5 29 X 5 && olacak sekilde taze besiyerlerine
aktarilarak 3 giin boyunca 25+1°C ve %40- 60 bagil neme sahip etiivde tutulmustur.
3. gliniin sonunda larvalar1 toplamak i¢in ebeveynler besiyerinden uzaklagtirilmistir.
Daha sonra temiz bir petri kabina distile su konularak, 3. evre larvalarimi (72+4
saatlik) barindiran besiyerlerinden bir parca alinarak distile suda larvalarin ayrilmasi
saglanmistir. Kontrol ve uygulama gruplari i¢in 100 larva sayilmistir. Kiiltiir
ortamlar;; 25 mL besiyerlerine, 0,005 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 1
mg/mL‘lik ZnOTiO; ¢ozeltilerinden pipet yardimiyla 2,5 mL alinarak karistirilip
hazirlanmistir. OLE’nin 1iyilestirici etkisini goézlemlemek icin hazirlanan iki
uygulama grubunda birinci besiyerine ise 2,5 mL OLE ve 2,5 mL ZnOTiO; (1
mg/mL), ikinci besiyerine ise sadece 2,5 mL OLE eklenmistir. Daha sonra sayilan
larvalar bu kiiltlir ortamlarina gdmiilmiistiir. Kontrol grubundaki larvalar ise Standart
Drosophila Besiyerine gomiilmiistiir. Siselerin agizlari pamuk tikaglarla kapatilmis
ve etlivlere konularak larvalarin ergin hale ulasmasi saglanmistir. Bu siiregte tiim
deney gruplar1 her gilin kontrol edilerek kiiltlir siselerinde goriilen ilk ergin sinek
cikisindan itibaren 7 giin sayim yapilmistir. Sayim, giinde iki kez, disi ve erkek

ayrimi yapilarak not edilmistir. Tiim deneyler 3 kez tekrar edilmistir.
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3.2.9. Mikrofotografi

Calismalarimizda, ergin bireylerin fenotiplerinin incelenmesi i¢in Nikon SMZ25

mikroskop kullanilmistir.

3.2.10. istatistiksel yontemler

Gelisim parametreleri ve 6miir uzunlugu deneylerinden elde edilen verilerle ilgili
istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 15.0
programi ile yapilmistir. Kontrol ve uygulama gruplarinin ortalama omiir uzunlugu
degerlerini karsilagtirmak icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Duncan’in
coklu karsilastirma testi kullanilmustir. Istatistiksel degerlendirmelerde p< 0,05 ve
p< 0,01 degeri dikkate alinmistir. Hayatta kalig egrileri ile F; nesillerine ait birey
sayilarint gosteren grafikler de Microsoft Windows Office- Excel programi

kullanilarak ¢izilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu calisma iki asamali olarak planlanmistir. ilk asamada, ZnOTiO;
nanokompozitinin D. melanogaster’in 6miir uzunlugu, yavru dol sayisi ve yasama
yiizdesi  iizerine etkileri arastirlmistir. Ikinci asamada ise  ZnOTiO,
nanokompozitinin olas1 toksik etkilerinin OLE ile giderilmesi iizerine g¢alismalar

yapilmistir.

4.1. Bulgular

4.1.1. Omiir uzunlugu deneylerinden elde edilen bulgular

ZnOTIiO; nanokompozitinin maksimum omiir uzunlugu ile ortalama 6miir uzunlugu
tizerine etkisinin belirlenmesi Bolim 3.2.6.°da anlatilan prosediire gore galisiimis
olup elde edilen degerler Tablo 4.1°de verilmistir. Ayrica ortalama 6miir uzunluklari
bakimindan disi ve erkeklerde yine ayr1 ayr1 olmak {izere uygulama gruplarinin hem
kontrol grubu ile hem de kendi aralarinda ikili karsilagtirmalar1 sonucu elde edilen

ortalamalar arasi farklarin 6nem kontrolleri de belirlenmistir (Tablo 4.1).



Tablo 4.1. ZnOTiO, ve OLE uygulanan D. melanogaster’in 9% ve & populasyonlarina ait ortalama dmiir uzunluklari ve gruplar arasi
onem kontrolleri

Gruplar arasi Gruplar arasi
Grup Q9  Max. Ortalama onem kontrolii 2438 Max. Ortalama onem kontrolii
(ng/mL) ve Grup No N  Omiir Omiir (sadece anlamsiz N Omiir Omiir (sadece anlamsiz
Uzunlugu+SH farklar) Uzunlugu£SH farklar)
KONTROL-1 100 72 56,58+1,10 100 74 55,79+1,12
OLE 100 78 57,64+1,23 100 76 55,51+1,17
(100 pM)- 2 1-2*
0,005 mg/mL- 3 100 70 49,48+1,45 1-2* 100 71 44,12+1,84 3-4*
0,1 mg/mL- 4 100 68 45,17+1,59 4-7* 100 66 41,03+1,85 3-7*
0,5 mg/mL-5 100 62 35,41+1,29 5-6* 100 60 39,11+1,70 4-5*
1 mg/mL- 6 100 54 34,19+1,65 100 51 35,50+1,45 4-7*
ZnOTiO, +OLE 100 64 43,77+1,79 100 62 43,80+1,69 5-6*

(1 mg/mL+100 uM)- 7

Max,: Maksimum, SH: Standart hata, N: Birey sayis1 *:Gruplar arasindaki fark p>0,05 diizeyinde 6nemsizdir.

Ly
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Bu sonuglara gore, Tablo 4.1°de goriildigi gibi kontrol ve OLE grubuna ait disilerde
maksimum Omiir uzunlugu sirasiyla 72 ve 78 giin olarak bulunmustur. Ancak diger
uygulama gruplari, kontrol ve OLE grubuyla Kkarsilastirildigt zaman ZnOTiO,
konsantrasyon artisina bagli olarak ortalama omiir uzunlugunun 78 giinden 54 giine
kadar diistiigii goriilmektedir. Bu siire 0,005 mg/mL uygulama grubunda 70, 0,1
mg/mL uygulama grubunda 68, 0,5 mg/mL uygulama grubunda 62 ve 1 mg/mL
uygulama grubunda 54 giin olarak bulunmustur. ZnOTiO,+OLE grubunda ise
maksimum Omiir uzunlugu 64 giindiir. Disi populasyonun tiim gruplarina ait hayat
tablosu verilerinden yararlanilarak c¢izilen hayatta kalis egrileri Sekil 4.1°de
verilmigtir. Disi bireylere ait Omiir uzunlugu sonuglar1 birbirleriyle ve kontrol
grubuyla karsilastirildigi zaman, en uzun ortalama 6miir OLE grubunda 57,64+1,2,

en kisa ortalama Omiir ise 1 mg/mL uygulama grubunda 34,194+1,65 giin olarak

belirlenmistir.

120
w100 -
= =¢=—KONTROL
§ 80 —8—OLE
s
% 60 - —4—0,005mg/mL
= =¢=0,1pg/mL
X 40 =¥=0,5 ug/mL

20 =0—1 pg/mL

0 { ZnOTiO2+0LE
1 8 15 22 29 36 43 50 54 62 64 68 70 72 78
Omiir (Giin)

Sekil 4. 1. Ergin yasamlar1 siiresince farkli konsantrasyonlarda ZnOTiO, igeren
besiyerinde yasayan D. melanogaster‘in disi bireylerine ait hayatta kalis egrileri

Farkli konsantrasyonlarda ZnOTiO, ve OLE’nin D. melanogaster’in erkek
populasyonlarina ait maksimum ve ortalama Omiir uzunluklar iizerine etkisi de
belirlenmigtir. Yapilan ¢alismalarin sonuglarna gore, kontrol ve OLE grubuna ait

erkeklerde maksimum 6miir uzunlugu 74 ve 76 giin olarak bulunmustur (Tablo 4.1).
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0,005 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL uygulama gruplarinda sirasiyla
bu siire 71, 66, 60 ve 51 glin olup disilerde oldugu gibi kontrole gore Omiir
uzunlugunda azalma oldugu tespit edilmistir. ZnOTiO,+OLE grubunda ise
maksimum O6mir uzunlugu 62 giindiir. Erkekler i¢in hayatta kalis egrileri Sekil
4.2°de gorilmektedir. Erkek bireylere ait en uzun ortalama omiir, kontrol grubunda
55,79£1,12 ve en kisa ortalama 6miir 1 mg/mL uygulama grubunda 35,50£1,45 giin
olarak saptanmistir (Tablo 4.1).

120

- 100

= —4—KONTROL

f 80 ~f—OLE

~—

T 60 ===0,005mg/mL

>

< =>=0,1ug/mL

- 40

X =¥=0,5 pg/mL
20 1 ug/mL

ZnOTiO2+OLE

1 8 15 22 29 36 43 51 54 60 62 66 71 74 76

Omiir (Giin)

Sekil 4. 2. Ergin yasamlar siiresince farkli konsantrasyonlarda ZnOTiO; iceren
besiyerinde yasayan D. melanogaster‘in erkek bireylerine ait hayatta kalis egrileri

D. melanogaster’in disi ve erkek bireylerine ait ortalama omiir uzunlugu birbiriyle
karsilastirildigi zaman (Tablo 4.1), kontrol ve tiim deney gruplarinda disi bireylerin
erkek bireylerden daha uzun émiirlii oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel olarak &miir
uzunlugundaki bu farklilik 6nemli bulunmustur (p< 0,05). Hem disi hem erkek
bireylerin 6miir uzunluklar1 ile ZnOTiO; konsantrasyonu arasinda negatif bir
korelasyon oldugu da goriilmektedir. Bu korelasyon degeri disiler i¢in r= -0,420 iken
erkekler igin ise r= -0,335dir (p< 0,01).
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4.1.2. Yavru dol sayisi deneylerinden elde edilen bulgular

Calismanin bu asamasinda, yalnizca SDB iceren kontrol, OLE (100 uM), farkh
konsantrasyonlarda (0,005 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0.5 mg/mL; 1 mg/mL) ZnOTiO, ve
ZnOTiO,+OLE igeren uygulama gruplar i¢in Boliim 3.2.7°de anlatildigr gibi, 5 disi
ile 5 erkek caprazlamasi yapilmistir. Caprazlamanin yapildigi tarihten itibaren
gelisim evreleri (yumurtadan- ergine) giinlik olarak izlenmis ve 5 giin sonra
ebeveynler ortamdan uzaklastirilmistir. Pupadan ¢ikan ergin bireyler eterize edilerek
giinliik olarak sayilmis ve toplam yavru birey sayisi disi ve erkek olarak ayri ayri
kaydedilmistir. Kayit islemine 7 giin boyunca devam edilmistir. Elde edilen verilere
gore sadece disi bireylere farkli konsantrasyonlarda (0,005 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,5
mg/mL ve 1 mg/mL) ZnOTiO; uygulamasinin yapildig1 tiim deney setlerinde toplam
yavru dol sayisinin kontrole gore diislis gosterdigi saptanmistir. Ayrica OLE
uygulamasina maruz birakilan disilerde yavru dol sayisinin kontrolden daha fazla
oldugu, ZnOTiO,+OLE uygulamasina maruz birakilan disilerde ise yavru dol
sayisinin kontrole yaklastigi goriilmiistiir. Birey sayisindaki bu farklilik, hem kontrol
grubu ile deney gruplar1 hem de deney gruplart kendi aralarinda karsilastirildigi
zaman istatistiksel olarak 6nemli (p< 0,05) bulunmustur (Tablo 4.2). Disilerde en
fazla yavru dol sayisinin 232 birey ile OLE grubuna ait oldugu, en az yavru dol

sayisinin ise 108 birey ile 1 mg/mL’lik uygulama grubuna ait oldugu goériilmektedir.

Sadece erkek bireylere ZnOTiO; uygulamasinin yapildigi deney setlerinde de yavru
dol sayisinin ZnOTi0O; konsantrasyonuna paralel olarak kontrol grubuna gore diisiis
gosterdigi saptanmustir (Tablo 4.2). Aym sekilde OLE grubundaki yavru dol
sayisinin kontrolden fazla oldugu, ZnOTiO,+OLE grubuna ait yavru dol sayisinin ise
kontrole yaklastigi goriilmiistiir. Erkek bireylerde en fazla yavru dol sayisi OLE
grubunda 222 birey olarak Olciilmiisken en az yavru dol sayist ise 1 mg/mL’lik

uygulama grubunda 98 birey olarak dl¢tilmiistiir.



Tablo 4. 2. ZnOTiO, nanokompozitinin D. melanogaster‘in yavru dol sayisi tizerine etkisi

Etkilenmis Disi Populasyon

Etkilenmis Erkek Populasyon

P 33 Toplam e 33 Toplam
Konsntrasyon Birey Sayis1  Birey sayis1 Birey Sayisi Birey Sayisi Birey sayisi Birey Sayisi
KONTROL 96+0,577° 93+1,155° 189+0,577° 96+1,155° 93+0,577° 189+0,577°
OLE
(100 pM) 122+1,732°  110+2,309° 232+1,732° 114+1,732° 108+1,732° 222+2 309"
0,005 mg/mL 93+1,155% 90+1,155° 183+1,732° 89+1,155° 86+1,453" 176+1,155°
0,1 mg/mL 90+2,309° 85+1,732" 175+1,155¢ 83+1,732° 76+2,309° 159+2,309"
0,5 mg/mL 79+1,155° 75+1,732° 154+0,577° 71+0,577° 73+1,155° 144+0,577°
1 mg/mL 55+1,732° 53+1,732° 108+1,732 53+1,732° 45+1,732° 98+1,732
ZnOTiO,+OLE
(1 mg/mL+100 pM) 105+1,732" 108+0,577° 213+1,155° 101+1,732" 97+1,155° 198+1,155°

#9: . Ay siitunda farkli harfle gésterilen degerler p< 0,05 diizeyinde énemlidir.

1S
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Sekil 4.3°de disi ve erkek bireyler karsilastirildiginda erkek bireylerin ZnOTiO,
nanokompozitinden daha fazla etkilendigi goriilmektedir (p< 0,05). Ayrica yalnizca
etkilenmis disi populasyon ve yalnizca etkilenmis erkek populasyona ait deney
setlerinden elde edilen toplam yavru birey sayisi ile ZnOTiO, konsantrasyonu
arasinda negatif bir korelasyon oldugu goriilmektedir. Bu degerler yalnizca
etkilenmis disi populasyon icin r= -0,392 ve yalnizca etkilenmis erkek populasyon

igin r=-0,481 olarak belirlenmistir (p< 0,01).

250 -

200 A

150 - M Etkilenmis Disi

100 1 | Etkilenmis

Erkek
50 -

Yavru Birey Sayisi

Konsatrasyon

Sekil 4. 3. ZnOTiO, nanokompozitinin D. melanogaster‘in yavru dol sayisi iizerine
etkisi

4.1.3. Yasama Yiizdesi (larval mortalite) deneylerinden elde edilen bulgular

Bu asamada ZnOTiO, nanokompozitinin ve OLE’nin larvadan ergine gelisebilen
birey sayisini belirten hayatta kalis orami iizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu
amagla, 72 saatlik 100’er adet larva hem kontrol hem de farkli konsantrasyonlarda
(0,005 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL) ZnOTiO,, OLE (100 uM) ve
ZnOTiO,+OLE igeren uygulama gruplarina ait besiyerlerine konulmustur. Tim

gruplarda larvadan ergine gelisebilen bireyler disi ve erkek olarak ayr1 ayri
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sayilmiglardir. Elde edilen sonuglara gore hayatta kalis oranlar1 Tablo 4.3 ve Sekil

4.4’de verilmistir.

Tablo 4. 3. ZnOTiO,‘nin D. melanogaster 'de yasama yiizdesi lizerine etkileri

Konsantrasyon Ortalama Yasama YiizdesizStandart Hata
43 Populasyon Q?Q Populasyon
KONTROL 33+1,155% 39 +0,577%
OLE 35+2,309° 44+1,155°
(100 pM) ’ ’

0,005 mg/mL 34+1,155° 38 +1,732°
0,1 mg/mL 29 +1,732" 350,577
0,5 mg/mL 27+0,577° 31+1,155°¢

1 mg/mL 17+1,732¢ 18+2,887¢
ZnOTiO2 +OLE
28+0,577 ¢ 3142,309 ¢

(1 mg/mL+100 pM)

*0. Ayni siitunda farkl harfle gosterilen degerler p< 0,05 diizeyinde énemlidir.

Yasama yiizdesi deneylerinden elde edilen sonuglara gore, kontrol grubunda
erginlesen birey sayist 72 olup bu bireylerden 33’1 erkek 39°u disidir. OLE grubunda
ise erginlesen birey sayist 79 olup bu bireylerden 35’1 erkek 44’1 disidir. Tablo 4.3
incelendiginde, 0,005 mg/mL’lik uygulama grubunda erginlesen birey sayist 72 olup
bunlardan 34’1 erkek 38’1 disidir. 0,1 mg/mL’lik uygulama grubunda erginlesen
birey sayist 64 iken bu bireylerin 29°u erkek 35’1 disidir. 0,5 mg/mL’lik uygulama
grubunda erginlesen birey sayist 58 olup bu bireylerden 27’si erkek 31°i disidir. En
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yiiksek konsantrasyon olan 1 mg/mL’lik uygulama grubunda erginlesen birey sayisi
17’si erkek 18’1 disi olmak iizere toplam 35 bireydir. Son olarak ZnOTiO,+OLE
grubundan ¢ikan birey sayist 59 olup bu bireylerin 28’1 erkek 31’1 disidir. Sonug
olarak, ZnOTiO, nanokompozitinin D. melanogaster ‘e ait larvalarin yasama yiizdesi
tizerinde konsantrasyon artigina paralel olarak toksik etki gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica OLE grubundaki yagama yiizdesinin kontrol grubundan fazla, ZnOTiO2+OLE
grubundaki yasama ylizdesinin ise kontrol grubuna yakin oldugu da gdzlenmistir.
[statistiksel degerlendirmeye gore de kontrol ve deney gruplari arasindaki bu fark
p<0,05 diizeyinde anlamlidir. Larvadan ergine gelisebilen hem disi hem erkek birey
sayilar1 ile ZnOTiO; konsantrasyonu arasinda da negatif bir korelasyon oldugu
istatistiksel olarak bulunmus ve bu degerlerin disiler i¢in r= -0,735 iken erkekler icin

ise r=-0,686 oldugu goriilmustiir (p< 0,01).
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4.2. Tartisma

Bu c¢alismada, ZnOTiO, nanokompozitinin D. melanogaster’in cesitli gelisim
parametreleri {izerine olan toksik etkileri ve bu etkilerin OLE ile giderilmesi {izerine

aragtirmalar yapilmistir.

Ik asamada, ZnOTiO, nanokompoziti ile antioksidan ozellige sahip OLE’nin
maksimum Omiir uzunlugu ve ortalama omiir uzunlugu iizerine etkisi disi ve erkek
populasyonlarda ayr1 ayri1 ¢alisgilmistir. ZnOTiO, uygulamasina maruz birakilan hem
disi hem de erkek uygulama gruplarinda konsantrasyon artisina paralel olarak
ortalama omiir uzunlugu diiserken ZnOTiO,+OLE igeren uygulama gruplari igin bu
degerlerin kontrole yaklastigi tespit edilmistir. Ayrica kontrol ve tiim uygulama
gruplarinda disi bireylerin erkek bireylerden daha uzun Omiirli oldugu da

belirlenmistir.

Ikinci asamada; OLE (100 uM), farkli konsantrasyonlarda (0,005 mg/mL; 0,1
mg/mL; 0,5 mg/mL; 1 mg/mL) ZnOTiO,, ve ZnOTiO,+OLE igeren uygulama
gruplari i¢in yavru dol sayilar tespit edilmistir. Elde edilen verilere gore, sadece disi
bireylere ve sadece erkek bireylere ZnOTiO, uygulamasinin yapildigi tiim deney
setlerinde toplam yavru dol sayisinin kontrole gore diislis gosterdigi saptanmistir.
Ayrica OLE uygulamasina maruz birakilan disi ve erkek bireylerde yavru dol
sayisinin  kontrolden daha fazla oldugu, ZnOTiO,+OLE uygulamasina maruz
birakilan disi ve erkek bireylerde ise yavru dol sayisinin kontrole yaklastig

gorilmiistiir.

Uciincii asamada ise, ZnOTiO, nanokompozitinin ve OLE’nin larvadan ergine
gelisebilen birey sayisini  belirten hayatta kalis oran1 {izerindeki etkileri
arastiritlmistir. Yasama yiizdesi deneylerinden elde edilen sonuglara gore, ZnOTiO;
nanokompozitinin D. melanogaster‘e ait larvalarin yasama yiizdesi iizerinde
konsantrasyon artigina paralel olarak toksik etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica
OLE grubundaki yasama yiizdesinin kontrol grubundan fazla, ZnOTiO,+OLE

grubundaki yasama ylizdesinin ise kontrol grubuna yakin oldugu da gozlenmistir.
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Yapilan calismalar, besin ¢esidinin D. melanogaster’in 6miir uzunlugunu 6nemli
ol¢iide etkiledigini gostermistir. Drosophila’da ¢ok diisiik oranlarda (%]1) agar igeren
besin ortamlarinda gelisimin normal ve 6liim hizinin diisiik oldugu, buna karsin
%8'lik agar iceren besin ortaminda erkeklerin en uzun 6mre sahip olduklar1 ve
eseyler arasindaki Omiir uzunlugu farkliliginin en az oranda oldugu gozlenmistir
(David et al., 1975). Calismamizda, besin ¢esidi ve oranlarindan dogabilecek

farkliliklar1 6nlemek i¢in deney siiresince taze hazirlanan SDB kullanilmistir.

Yiiksek yumurta iiretimi olan ciftlesmis disilerin, yumurta iiretimi diisiik bakire
(virjin) disilerden daha kisa Omiirlii olduklari goriilmiistiir (Tatar ve Promislow,
1997). Calismamizda, tiim disi bireylerin virgin olmasi i¢in pupadan ¢ikan bireyler
ciftlesme yetenegi kazanmadan disi ve erkek olmak {izere ayri1 ayri siselerde
toplanmiglardir. Boylece hem erkek hem de disilerin ayni yasli, ¢iftlesmemis bireyler
olmasi saglanmis ve anasal yasin dmir uzunlugunu etkileyici bir faktér olmasi da

onlenmistir (Lansing, 1952).

Simmons ve Bradley (1997), on farkli Drosophila populasyonu ile yaptiklari
calismada, bira mayasi i¢eren besin ortaminda metabolik atiklarin olmamasi halinde
Omiir uzunlugunun arttigini tespit etmislerdir. Dolayisiyla besin ortaminin sik sik
yenilenmesi ile atik maddelerin 6miir uzunlugu {izerindeki negatif etkisi de
giderilmistir. Bu amagla caligmalarimizda tiim gruplarin besin ortami haftada iki kez
degistirilerek metabolik atiklarin ortamdan uzaklagsmasi saglanmistir. Yas farkindan
dogabilecek etkiyi de ortadan kaldirmak i¢in tiim uygulama gruplarinda ayn1 yagh (1-
3 glinliik) bireyler kullanilmistir.

Calismamizda ZnOTiO; ve OLE maruziyeti disinda disi ve erkek sineklerin
gelisimini ve Omiir uzunlugunu etkileyebilecek i¢ ya da dis faktorlerin tamami
uygulama ortaminda stabil tutulmustur. Bu kosullarda tutulan ayni genotipli
sineklerin gelisim parametreleri ve omiir uzunlugundaki degisikliklerin besiyerine

ilave edilen ZnOTiO; ve OLE kaynakli oldugunu sdyleyebiliriz.
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ZnOTiO, ve OLE’nin D. melanogaster’in gelisimi {izerine etkisiyle ilgili direkt
sonuclara literatiirde rastlanilmamistir. Bu nedenle c¢alisma sonucu elde edilen
bulgular, literatiirde yer alan ZnOTiO, ve bilesenlerinin farkli organizmalar
tizerindeki etkileri ile ilgili yapilan g¢alismalardan elde edilen sonuglar 1siginda

degerlendirilmistir.

Kumar ve arkadaslar1 (2011) tarafindan sentetik ZnO ve TiO; nanopartikiilleriyle
yapilan bir g¢alismada, bu metal oksitlere maruz birakilan E.coli hiicrelerinde
oksidatif stres artisina bagli olarak genotoksik ve sitotoksik etkiler gdzlenmistir

(Kumar et al., 2011).

Wang ve arkadaslar1 (2016), Arabidopsis ile yaptiklart bir ¢alismada 200 ve 300
mg/L’lik ZnO (<50 nm) uygulamasinin bitki biiylimesini kontrole goére %20- 80
oraninda inhibe ettigini gostermislerdir. Ayn1 zamanda, 300 mg/L’lik uygulamada
fotosentez hizinin %50 oraninda distigii ve fotosentezde gorevli genlerin

ekspresyonlarinin da azaldig1 saptanmistir.

Mukherjee ve arkadaslar1 (2016) ise Pisum sativum L. {izerinde, ZnO (10 nm) ve
Aluminyum (Al) yiiklenmis ZnO (15 nm) nanopartikiillerini karsilastirmali olarak
calismiglardir. Al yiiklenmis ZnO nanopartikiillerinin 1000 mg/kg uygulama dozunda
sadece ZnO uygulamasina gore bitkide daha ¢ok toksik etki gosterdigi bulunmustur.
Bu toksik etkilerin 6zellikle tohum gelisimi ve fotosentez pigmentleri {lizerinde

oldugu gozlenmistir.

Allium cepa kok meristem hiicrelerinde Demir ve arkadaslar1 (2014) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, comet assay testi ile ZnO (35 nm ve 50 nm) ve TiO; (21 nm
ve 50 nm) naopartikiillerinin DNA iizerine etkisini arastirmuslardir. Ug farkli doz
kullandiklar1 (10, 100 ve 1000 pg/mL) bu calisma soucunda ZnO nanopartikiiliiniin
her ti¢ dozunda da DNA kiriklar1 olusturken, TiO, nanopartikiiliiniin sadece en
yiiksek dozunda meydana gelen DNA kiriklarinin kontrole gore onemli oldugu

belirlenmistir.
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Nanopartikiillerin sularda yasayan canlilar {izerinde de etkili oldugu bilinmektedir.
14 giin boyunca TiO; nanopartikiillerine maruz birakilan Zebra baliklarinin canli

embriyo sayisinda diisiis oldugu gézlenmistir (Ramsden et al., 2013).

Gokkusag alabaliklari tizeride yapilan bir ¢alismada, TiO, nanopartikiillerine maruz
kalan beyinlerinde herhangi bir hasar olusmamasma ragmen, solungaglarinda

oksidatif stres kaynakli hasarlar tespit edilmistir (Federici et al., 2007).

Ayni nanopartikiiliin farkli boyutlarmin farkli siddette toksisite gosterebilmeleri
acisindan 6nem tasiyan bir calismada, embriyonik zebra baliklar1 {izerinde boyut ve
yiizey Ozellikleri degisik 17 farkli ZnO nanopartikiili kullanilarak baliklarda 0,016-
250 mg/L doz araliklarinda farkli siddette gelisimsel, davranigsal ve morfolojik
anormallikler saptanmistir (Zhou et al., 2015).

Orazizadeh ve arkadaslar1 (2015), si¢anlar iizerinde yaptiklari bir ¢alismada, derialti
yag dokularindan elde edilen hiicrelere 10, 50 ve 100 pg/mL’lik dozlarda 48 saatlik
ZnO nanopartikiili uygulamasi sonrasinda hiicrelerde yasayabilirlik oraninin
azaldigini, apoptozis artig1 oldugunu ve morfolojik degisikliklerin meydana geldigini

tespit etmislerdir.

Diger taraftan, Jugan ve arkadaslari (2012) nano boyuttaki TiO,’nin genis yiizey
alan1 ve yiiksek aktivite orani nedeni ile normal boyuttaki TiO2’den daha ¢ok toksik
etki olusturdugunu bildirmislerdir. Bir bagka calismada ise, mikron ve nano
boyutlardaki TiO,’ye maruz birakilan siganlarda makrofajlarin mikron boyuttaki (3-
6 um) TiOyyi temizleyebildikleri ancak nano boyuttaki (20 nm) TiO;’yi
temizleyemedikleri tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada, nano boyuttaki TiO, verilen
sicanlarda epitel hiicreleri ve fibroblastlarin sitoplazmalarinda serbest radikal

oraninin arttig1 da goriilmiistiir (Geiser et al., 2008).

TiO, nanopartikiillerinin etkisini 6l¢gmek amaciyla 14 giin boyunca oral yoldan

stirekli TiO2 nanopartikiilleri verilen farelerde hepatik enzimlerin miktarinin biiytik
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Olciide arttig1 saptanmistir. Ayni ¢alismada farelerin karaciger hiicrelerinde oksidatif
strese bagli DNA hasarlar1 da gozlenmistir (Shukla et al., 2014). Erkek farelerle
yapilan baska bir ¢alismada, farelere 21 giin boyunca ayni dozda oral yolla TiO,,
ZnO ve Al,O3 metal oksitleri verildiginde metal oksitlerin farelerin eritrosit,
karaciger ve beyin hiicrelerinde 6nemli oranda oksidatif strese neden olduklar
saptanmistir. Ayrica, antioksidan enzim aktivitelerinde de degisiklikler gézlenmistir

(Shrivastava et al., 2014).

Oral yoldan TiO, ve glimiis nanopartikiillerine maruz birakilan D. melanogaster ve
CD 1 farelerinin iireme ve gelisim parametreleri izlendiginde, 100 ya da 1000
mg/kg'lik tek doz TiO; verilmesinden sonra farelerde gelisimin yavagladigi, fetal
deformasyonlarin ve oliimlerin arttigi saptanmistir. Benzer sekilde, Drosophila
disilerinde de yumurta verimini diisiirerek dol sayisinda 6nemli Slgiide azalmaya

neden oldugu tespit edilmistir (Philbrook et al., 2001).

Farelere 5 giin boyunca oral yoldan 2 doz ZnO nanopartikiillerinin verildigi bir
aragtirmada bu partikiillerin toksik etkisi arastirildiginda, DNA hasarlar1 ve kardiyak
doku lezyonlar1 saptanmistir (Baky et al., 2013). ZnO nanopartikiillerinin farelerde
esey hormonlar lizerinde ve serumda etkili oldugu, hepatik lezyonlara sebep olan
enzimlerin miktarin1 ise biiylik Olciide arttirdigi goriilmistiir (Esmaeillou et al.,
2013). Hong ve arkadaslar1 (2014), hamile siganlara 0, 100, 200 ve 400 mg/kg/glin
dozlarda ZnO (20 nm) nanopartikiilii uyguladiklar1 g¢aligmalarinda ise, 15 giin
boyunca oral uygulama ile kontrole gore uygulama gruplarinda emriyonik gelisimde
bozulmalara, korpus luteum ve plasenta miktarinda azalmaya ve fetiis 6liimlerine

rastladiklarini ifade etmislerdir.

Kozmetik, ila¢ sanayi, gilines iirlinleri gibi ¢esitli kullanim alani olan metal oksitlerin
(ZnO, TiO,, Al,O3, CuO;) insan plazmasinda bulunan albumin, globulin ve
fibrinojen gibi 6nemli proteinlerin modifikasyon gecirmelerine ve bunun sonunda
fonksiyon bozukluklarina sebep olduklart da bilinmektedir. (Simén-Vazquez et al.,
2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shukla%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24367968
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Yine, 10, 100, 500 ve 1000 pg/mL dozlarinda ZnO nanopartikiilii ile 45, 90 ve 180
dakika boyunca muamele edilen insan spermlerinin konsantrasyon ve siire artigina
bagl olarak hiicre yasayabilirliginin azaldig1 belirlenmistir (Barkhordari et al.,
2013). Benzer sekilde, insan karaciger ve embriyonik bobrek hiicrelerinde 5, 10, 25,
50, 75 ve 100 pg/mL‘lik dozlarda 4, 12 ve 24 saatlik ZnO nanopartikiilii uygulamasi
sonucunda doza ve siireye bagli olarak bu hiicrelerde DNA kiriklart ile oksidatif stres

gostergelerinde artis ve hiicre yasayabilirliginde azalma oldugu bulunmustur (Guan

etal., 2012).

Zhang ve arkadaglari (2011) tarafindan insan embriyonik akciger fibroblastlar
kullanilarak yapilan baska bir ¢alismada, ayni boyutta (20 nm) dort farkli metal
nanopartikiiliiniin (ZnO, TiO,, SIiO, ve Al;03) toksik etkileri karsilastirilmistir.
Konsantrasyon araligi 0,25- 1,50 mg/mL olarak belirlenen bu ¢alismada, mitokondri
fonksiyon testi (MTT) ile hiicre yasayabilirligi, apoptozis ve hiicre morfolojisi
incelenmis ve en fazla toksik etkinin ZnO nanopartikiilii tarafindan olusturuldugu, bu
nanopartikiilii sirasiyla TiO,, SiO, ve Al,O3 nanopartikiillerinin izledigi de tespit

edilmistir.

Chen ve arkadaslar1 (2014), TiO; nanopartikiiliiniin comet assay testi ile genotoksik
etkilerini arastirdiklar1 in vitro bir ¢alismada, insan mide epitel hiicrelerinin 50
mg/mL ve 100 mg/mL’lik dozlarda 24 ve 48 saatlik TiO, (21 nm) nanopartikiiliine
maruziyeti sonrasinda DNA hasar1 gozlemislerdir. Ayrica, insan lenfositleri ve
embriyonik bobrek hiicrelerinin 1 mg/mL, 10 mg/mL ve 100 mg/mL’lik TiO; (2,3
nm) maruziyeti sonucunda da DNA kiriklart oldugunu gostermislerdir. Insan
amniyon epitel hiicrelerinin 6 saat siire ile 20 mg/mL dozunda TiO, (30 nm)
partikiillerine maruz birakildig1 bir baska calismada comet assay testi sonucunda
onemli derecede DNA hasarlar1 saptanmistir (Saquib et al., 2012). Benzer sekilde,
Sycheva ve arkadaslar1 (2011) farelerde yaptiklari bir ¢alismada, comet assay testi ile
40-1000 mg/kg’lik doz araliginda TiO, (33 nm) nanopartikiiliiniin genotoksik
etkilerini arastirarak fare karaciger ve kemik dokularinda genotoksik veriler elde

etmislerdir.
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Insan epidermal hiicrelerinin 50 nm anatase TiO, (0,008- 80 mg/mL)
nanopartikiillerine maruz birakildigi baska bir calismada O6nemli Ol¢iide DNA
hasarlar1 tespit edilmistir (Shukla et al., 2011). Benzer sckilde, Trouiller ve
arkadaglar1  (2009), farelerde yaptiklar1 bir ¢alismada TiO, (500 mg/kg)
nanopartikiillerinin DNA’da tek ve ¢ift zincir kiriklarina ve kromozomal hasarlara

sebep oldugunu bildirmislerdir.

ZnO ve TiO; nanopartikiillerinin toksik etki mekanizmasi heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir (Karahalil, 2013). Bu nanopartikiillerin toksisite nedeni olarak,
mitokondri hasari, iyon salinimi, oksidatif stres, membran ya da sitoplazma
proteinlerine baglanma seklinde goriisler olmakla birlikte yapilan genotoksik ve
sitotoksik arastirmalar sonucunda bu nanopartikiillerin reaktif oksijen tiirevlerini
arttirarak oksidatif strese, inflamasyona ve hiicre 6liimiine neden oldugu goriisii agir

basmaktadir (Nel et al., 2006; Deng et al., 2009; Lin et al., 2009).

Oleuropein’in antioksidan ve kolesterol diisiiriicii etkisi tizerine yapilan in vivo bir
calismada, Wistar fareleri lizerinde OLE ile zenginlestirilmis zeytin yapragi
ekstrelerinin etkileri arastirilmistir. OLE nin kolesterol diisiiriicti etkisinin yan1 sira
lipid peroksidasyon siirecini yavaslattigi ve antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigi

da gosterilmistir (Jemai et al., 2008).

Anter ve arkadaslar1 (2011), Drosophila melanogaster’de yaptiklar1 bir ¢alismada
H,0,’den kaynaklanan oksidatif stres olusumunun Oleuropein (555 pM) tarafindan

%73,7 oraninda azaltildigini saptamislardir.

Serbest radikalleri temizleyen ve giiglii antioksidan olarak kabul edilen OLE’nin,
LDL oksidasyonunu inhibe etmekte ve mikro-mol araliginda doza bagimli aktivite
gosterdigi bilinmektedir. Antioksidan aktivitesi, endojen E vitamini ile eksojen
DMSO ve BHT gibi antioksidanlardan daha giiglii olan Oleuropein’in, hidrojen
peroksit, hipokloréz asit ve siiperoksit gibi ¢esitli oksidanlar ve serbest radikalleri

stiplirtip temizledigi gosterilmistir (Visioli ve Galli, 1998; Owen et al., 2000; Tuck ve
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Hayball, 2002). Yine, siiperoksit radikallerin gii¢lii temizleyicileri olan sizma
zeytinyagindaki polifenol bilesenlerin (Hidroksitirozol ve Oleuropein) LDL
oksidasyonunu inhibe etmenin yaninda, LDL kolesteroliin igerigini modifiye
edebildikleri de bildirilmistir (Fit6 et al., 2000; Granados et al., 2010; Perona et al.,
2011).

Oleuropein, bagisiklik sistemini diizenleyici bir bilesen olarak da kullanilmaktadir.
Kanda ve organlarda bakteri gelisimini azaltarak, toplam antioksidan kapasitesini

korumak suretiyle bagisiklik sisteminin giiclenmesinde de etkin rol oynamaktadir

(Giamarellos et al., 2006).

Arastirma bulgularindan elde edilen sonuglarin literatiir ile ortiistiigii goriilmektedir.
Artan ZnOTiO; konsantrasyonu ile gézlenen bu toksik etkinin, muhtemelen olusan
serbest radikallerden kaynaklandigini diigiinmekteyiz. Ayrica, ZnOTiO,+OLE
uygulama gruplarinda Omiir uzunlugu, yavru dol sayisi ve yasama yiizdesi
bakimindan gozlenen degerlerin kontrol grubuna yaklasmasinin muhtemel sebebinin
ise, OLE’nin kuvvetli antioksidan 6zellik gdstermesine bagli olarak iyilestirici etkiye

sahip oldugu kanaatindeyiz.
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5. SONUC ve ONERILER

Giliniimiizde en yeni teknolojilerden biri olan nanoteknolojinin ¢ikis noktasinda
yasami kolaylastirma, bireysel mutlulugu arttirma diisiincesi ve saglanacak yararlara
odaklanma vardir. Her teknolojide oldugu gibi nanoteknolojide de madalyonun 6biir
yiizii olan riskler sonradan ele alinmaktadir. Biyoteknoloji kapsaminda, diinya niifusu
icin achga ¢oziim ile gida geleceginin giivencesi olarak kucak acilan, genetigi
degistirilmis drtnlerin (GDO), insan-¢evre sagligindaki riskleri de yine c¢ok
gecmeden goriilmiis olup bu sorun halen giindemdedir (Y1lmaz Turgut, 2012). Ayni
tablo bu kez nanoteknoloji baglantili riskleri gosteren nanokirlilik nedeniyle ortaya
cikmaktadir. Buradaki riskleri digerlerinden daha oOnemli kilan gercek ise
nanoiiriinlerin insan yasaminin ¢ok yaygin alanlarinda kullanima sunulmasi ve
yepyeni, karmasik riskler igermesidir. Bu nedenle nanopartikiillerin muhtemel

olumsuz etkilerinin daha fazla arastirilmasi gerekmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, ZnOTiO, nanokompozitinin D. melanogaster’in gesitli gelisim
parametreleri lizerine olan toksik etkileri ve bu etkilerin OLE ile giderilmesi lizerine
arastirmalar yapilmistir. Calisma, etkiler1 arastirilmis olan maddelerin D.
melanogaster iizerinde ilk kez calisiliyor olmasi ve bu agidan konuyla ilgili
yapilmasi diisiiniilen bagka calismalara dnciilitk edecek olmasi sebebiyle de 6nem arz

etmektedir.
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