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Oz

Tarim Urtinlerinin verimini etkileyen zararli organizmalari engellemek, kontrol altina almak veya zararlarini azaltmak icin cesitli
pestisitler kullanilmaktadir. Bu kimyasal maddelerin kontrolstiz ve agir1 kullanimlar1 hem ¢evre hem de biitiin canlilar i¢in tehlike
olusturmaktadir. Zararh bécekler ile miicadelede kullanilan kimyasal maddelerin hem etkinliginin hem de canli tizerindeki fizyolojik
etkilerinin iyi bilinmesi gereklidir. Bunun i¢in laboratuvar kogullarinda model organizmalar tizerinde bu maddelerin denenmesi olduk¢a
onem arz etmektedir. Bu ¢aligmada model organizma olarak Drosophila melanogaster kullanilmig olup, insektisitlere alternatif bir
madde olarak antibakteriyel bir etkiye sahip penisilin G’nin bécek tUzerinde oksidatif etkisi ve antioksidan kapasitesindeki degisimler
incelenmigtir. Kontrol ile karsilagtirildiginda en disiik denenen konsantrasyon olan 100 mg/L penisilin G igeren besin, bécegin 3.
evre larvasinda, malondialdehit (MDA) miktarini 8,39 + 2,65 nmol/mg proteinden 18,92 + 3,22 nmol/mg proteine istatistiksel olarak
onemli derecede artirdig tespit edildi. 400 mg/L’lik besinde 3. evre larvalarinda protein karbonil miktar1 (PCO) 1539,69 + 286,45
nmol/mg proteine yiikseldigi tespit edilmis ve istatistiksel olarak 6nemli ¢ikmugtir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda larval evredeki
glutatyon-s-transferaz (GST) aktivitesinin 100 mg/Lide istatistiksel olarak 6nemli bir artis tespit edildi. Bocegin pup ve ergin evresinde
400 mg/L bulunduran besin grubunda, katalaz (CAT) aktivitesi sirasiyla 547,58 + 55,56 umol/mg protein/dk, 242,24 + 42,85 umol/
mg protein/dk olarak tespit edilmis olup, bu sonug kontrol ile kargilastirildiginda 6nemli derecede yiksek bulundu. Pup evresindeki
superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi en diigtik penisilin miktarinda (100 mg/L) istatistiksel olarak anlaml bir artig gézlemlendi. 400
mg/Lide kontrol grubuyla karsilastirildiginda pup evresinde glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi yaklagik iki kat: oraninda arttig1
tespit edildi. Elde edilen sonuglar ile Penisilin G’nin bécegin farkli evrelerindeki antioksidan enzimler Uzerinde ve oksidatif stres
belirteglerinde énemli degisimlere sebep oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, Malondialdehit, Protein karbonil, Katalaz, Stuperoksit dismutaz, Glutayon peroksidaz,
Penisilin G

Abstract

Various pesticides are used to prevent, control or reduce harmful organisms that affect the yield of agricultural products. The uncontrolled
and excessive use of these chemical substances poses a danger to both the environment and all living things. It is necessary to know both
the effectiveness of the chemicals and their physiological effects on the living organism used in the management against to harmful
insects. For this, it is very important to test these substances on model organisms in laboratory conditions.In this study, Drosophila
melanogaster was used as a model organism, and the oxidative effect of penicillin G, which has an antibacterial effect as an alternative
to insecticides, on the insect and changes in antioxidant capacity were investigated. 100 mg/L of penicillin G concentration compared
to the control, statistically significantly increased the malondialdehyde (MDA) content from 8.39 + 2.65 nmol/mg protein to 18.92
+ 3.22 nmol/mg protein in the 3rd stage larva of the insect. It was determined that the amount of protein carbonyl (PCO) in the 3rd
stage larvae increased to 1539.69 + 286.45 nmol/mg protein in 400 mg/L diet and it was statistically significant. Compared with the
control group, a statistically significant increase in Glutathione S-transferas (GST) activity in the larval stage was detected at 100
mg/L. 400 mg/L of penicillin G concentration in the pupa and adult stages of the insect, the catalase (CAT) activity was determined
as 547.58 + 55.56 pmol/mg protein/min, 242.24 + 42.85 umol/mg protein/min, respectively. was significantly higher compared to the
control. A statistically significant increase was observed in the lowest amount of penicillin G (100 mg/L) in the SOD activity in the
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pup stage. Compared to the control group at 400 mg/L, glutathione peroxidase (GPx) activity was found to increase approximately
twice in the pup stage. With the results obtained, it was determined that Penicillin G caused significant changes on antioxidant
enzymes and oxidative stress markers in different stages of the insect.

Keywords: Drosophila melanogaster, Malondialdehyde, Protein carbonyl, Catalase, Superoxide dismutase, glutathione peroxidase,

Penicillin G

1. Girig
Zararhlarla mucadelede farkli etki mekanizmasina sahip

kullanilmaktadr.
kontrollii olmayan ve asir1 miktarda kullanilan pestisitler

cesitli  pestisitler Diinya genelinde
hedef olmayan canlilar ve ekosistem icin biylik tehlike
olusturmaktadir (Dey 2016, Catae 2019, He vd. 2021).
Son yillarda geleneksel olarak kullanilan kimyasallarin
yani sira daha az toksik etkiye sahip maddeler tercih
edilmektedir. sebebi

lizerindeki etkilerini
kimyasallarin hedef olmayan canllar tizerindeki etkilerinin

Bunun hedef olmayan canlilar

olumsuz azaltmak i¢indir. Bu
anlagilmas: ve alternatif kontrol yéntemlerinin gelistirilmesi
biyiik 6nem arz etmektedir (Gunes ve Buytkgtzel 2017,
Dogan 2019). Drosophila melanogaster, ilkemizde 6zellikle
Ege bolgesinin incir bahgelerinde tarim zararlisi olarak
tespit edilen Drosophila tiirlerinden biridir. Meyvelerin
kurtlanmasina, ¢lirimesine ve kalitesinin diigmesine neden
olmaktadir (Aksit vd. 2003). Ayrica, yasam donglsinin
kisa olmasi, kiltirtinin kolay ve ucuz olmasi, genomunun
dizilenmis olmas: ve etik kisitlamalar olmamas: nedeni ile
D. melanogaster laboratuvarlarda uzun siredir kullanilan
onemli bir model organizmadir (Parvathi vd. 2009). Son 10
yil i¢erisinde toksikoloji ¢alismalarinda agirlikli olarak tercih
edilen ve 6nemli ¢ikarimlar yapilmasina imkan taniyan
bir organizma olarak da gorilmektedir (Hirsch 2012,
Abolaji vd. 2013). Yaygin kullanima sahip insektisitlerin
yerine alternatif kimyasallarin laboratuvar ortaminda
zararhi bocekler tzerindeki etkilerinin gosterildigi model
organizmalar ile yapian bircok ¢alismanin yapildig
gortlmektedir (Biytikgiizel 2007, Buytikgtizel ve Kalender
2009). Bu maddelerin bir grubu antibiyotik yapida olan
insektisitler grubunda da yer almaktadir; 6rnek olarak
abamektin ve streptomisin verilebilir (Biyikgiizel ve
Kalender 2007, Biytkgitizel ve Kalender 2009, Keles vd.
2021). Antibiyotikler ayrica laboratuvar sartlarinda model
olarak kullanilan béceklerin yapay besinlerinde mikrobiyal
kontaminasyonu engellemek amaciyla da eklenmektedir.
Bocekler laboratuvar kogullarinda kiltiire alinirken 6zellikle
yapay besinin kalitesini arttirmak i¢in bir¢ok antimikrobiyal
etkiye sahip madde kullanilmaktadir (Pascacio-Villafin
vd. 2017, van der Fels-Klerx vd. 2018, Cohen 2018, Aslan
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vd. 2019, Ustundag vd. 2019). Belirli konsantrasyonlarda
yapay besinlere eklenen antibiyotiklerin béceklerin yagama,
gelisime, omiir uzunluklari, yumurta verimi gibi birgok
parametresi Uzerinde etkili oldugu farkli bécek tiirlerinde
gozlenmistir (Buyiikgiizel ve Yazgan 2002, Dent ve Binks
2020).

Yapay besin ortamlarina ilave edilen antimikrobiyal
ozellikteki maddelerin bocegin sadece biyolojik 6zelliklerine
degil aym1 zamanda bocegin fizyolojik dongtisti tizerinde
olumsuz etki yaptigi bircok ¢aligmada gosterilmigtir
(Celik vd. 2019, Ustundag vd. 2019, Aslan vd. 2019,
Kastamonuluoglu vd. 2020). Ayni zamanda bu ¢aligmalarda
yapay besin kalitesini arttirmak i¢in kullanilan bu maddelerin
bocek tzerinde oksidatif stres yaratmis olabilecegi de
vurgulanmaktadir. Bilindigi gibi oksidatif stres sonucu bir¢ok
dokuda serbest radikal olusumu meydana gelebilmektedir
Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamug
elektron cifti iceren atom veya molekiiller olup, biyolojik
sistemlerde farkli yollarla dretilirler (Lushchak 2014).
Serbest radikaller ile antioksidanlar arasinda bulunan denge,
fizyolojik fonksiyonlarin uygun sekilde yiirtyebilmesi
i¢in ¢ok onemlidir (Huynh vd. 2017, Nair vd. 2018). Bu
dengenin oksidanlar lehine bozulmas: halinde oksidatif
stres meydana gelir (Halliwell ve Gutteridge 2015). Ayrica,
viicuda disaridan alinan kimyasal ajanlar (pestisitler, agir
metaller vb.), biyolojik ajanlar (bakteri, mantar, parazit vb.),
fiziksel ajanlar (radyasyon, sicaklik vb.) ve ¢evresel stres (su
kirliligi, mevsimsel degismeler vb.) faktorleri oksidatif stresi
tetiklemektedirler (Valko 2007, Halliwell ve Gutteridge
2015). Bu durumlarda biyomolekiiller tizerine hasar
olusturabilmektedir. Serbest radikallerin zararli etkilerinden
korunmak i¢in diger 6karyotik organizmalar gibi boceklerde
de antioksidan enzimatik savunma sistemi vardir.
Stperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz (GST), sitokrom
P450, boceklerdeki antioksidan enzimlerdir (Wu ve Yi
2015, Guines ve Biyukgiizel 2017). Boceklerde bunlarin
diginda  GST  izoformlarinin  (GSTpx), Thioredoksin
(TRX), Glutaredoksin (GRX) gibi antioksidan enzimlerde
bulunmaktadir (Bauer vd. 2002, Corona ve Robinson 2006,
Yao vd. 2014).
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Penisilin G, antibakteriyel aktiviteye sahip, bakteri hiicre
duvarmin iginde bulunan penisilin baglayict proteinlere
(PBP’ler) baglanir bakteri hiicre duvari kuvveti ve sertligi
icin gerekli olan peptidoglikan zincirlerinin ¢apraz
baglantisina tzerinde etki gostererek bakteri hiicre duvari
sentezini kesintiye ugratir ve bakteri hiicre duvarinin
zayiflamasina ve sonugta hicre lizisine neden olmasini saglar
(Buytikgiizel ve Kalender 2007). 2020 yilinda Ustiindag
vd. tarafindan genis spektrumlu, beta-laktam 6zellikteki
penisilinin laboratuvar kosullarinda yapay besin ortamina
ilave edilerek D. melanogasterin tim yasama ve gelisme
parametreleri incelenmis ve konsantrasyonlara bagl olarak
béeegin biyolojik 6zellikleri Gzerinde olumsuz etki yaptig
tespit edilmigtir. Ancak yapay besin ortamina farkli penisilin
miktarlarinin eklenerek elde edilen D. melanogasterin larva,
pup, ergin bireylerinde antioksidan enzimatik savunma
sisteminden sorumlu enzimlerden SOD, CAT, GPx, GST
enzim aktiviteleri ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Yapilan bu c¢aligma ile denenen etken maddenin D.
melanogaster izerindeki oksidatif etkisi ve bocegin larva, pup,
ergin bireylerindeki antioksidan enzim kapasiteleri hakkinda
bilgiler sunulmaktadir. Ayrica ¢alismamiz 2020 Ustiindag vd.
tarafindan yapilan ve bu etken maddenin D. melanogasterin
tim yasama ve gelisme parametreleri tizerinde olumsuz
etkisinin gosterildigi ¢aligmayr da destekleyen sonuglar
elde edilmis olmasi bu alandaki c¢aligmalara énemli katk:
saglayacak nitelikte oldugu distintilmektedir.

2. Gereg ve Yontem
1.1. Stok Kiiltiiriin Olusturulmasi

Calismada kullanilan Drosophila  melanogaster (Diptera:
Drosophilidae)in W1118 soyu kullanildi. Stok kdltir,
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Bolimi, Bocek Kultiri Laboratuvarinda 25 +
2 °C sicaklik, %60-70 bagil nem ve 12 saatlik fotoperiyot
sartlarinda) yapay besin (Rogina vd. 2000, Lesch vd. 2007)
kullanilarak devamlilig1 saglandi. Yapay besin icerigi: agar-
agar (Ultrapure), D-Siikroz (SigmaUltra, > % 99, Sigma-
Aldrich), kuru toz maya (Dr. Oetker Gida San. ve Tic.
A.S., Torbali- Izmir), L-Askorbik asit (Sigma Ultra, = %
99), etanolde (ACS reagent, = %99,5), %13,5’lik nipajin
(p-hidroksibenzoik asit metil ester, kristal) ¢ozeltisinden,
patates piresi (Knorr, Unilever Sanayi ve Ticaret Tirk A.S.
Umraniye, Istanbul) ve saf su'dan olusmaktadur.

1.2. Belirlenen konsantrasyonlarda Penisilin G
Uygulanmasi

Laboratuvarimizda daha 6nce yapilan  ¢alismalar
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sonucunda Penisilin G konsantrasyonlar1 100, 200, 400,
800 mg/L olarak belirlendi ve deney dizenegimizde bu
konsantrasyonlar kullanildi. Penisilin G suda ¢dziinebilen
bir madde oldugu i¢in yapay besin ortamina direk olarak
eklenmistir. Belirlenen her penisilin konsantrasyonu igin
yapay besin tzerine 2-3 disi ve erkek birey birakild: ve
250 ml lik kaltir siseleri kullanidi. Disi bireyler bu besin
Uzerine yumurtalarini birakti ve yumurtalarin agilmasi igin
beklendi. Ag¢ilan yumurtalardan elde edilen larvalar, pup,
ergin 6rnekleri toplandi.

1.3. OrnekToplanmam

Kontrol ve deney gruplarinin bulundugu kiltir sigeleri
deneyin baglatilmasindan sonra gelisme evreleri takip edildi
ve 3. evre larvalarin besin tizerinde gérilmesinin ardindan
erginler kiiltirden uzaklastirilmis ve 6rnek toplama islemine
gegildi. Larva, pup ve ergin bireylerden her tekrar i¢in 30
birey sayisina ulagilana kadar 6rnekler toplanmis ve -80 °Cde
analiz yapilana kadar muhafaza edilmek tizere dondurucuya

kaldirilds.

1.4. Oksidatif stres belirteclerinden Malondialdehit
(MDA) ve Protein karbonil (PCO) Miktarlarinin

Belirlenmesi

MDA: D. melanogaster'in olgun larva (3. evre), pup ve ergin
evrelerindeki tiim vicut dokularini parcalama islemi icin
%1,15’lik KCl kullanilarak ultrasonik homojenizatorden
gecirildi (10 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus, HD2070,
Berlin, Germany). Jain ve Levine 1995 metoduna gore
tiyobarbittirik asit (TBA) ile reaksiyona giren lipid
peroksidasyonun son triini MDA spektrofotometrede 532
nmdeki absorbansi okunarak miktar1 hesaplandi. MDA
miktar: 1,56 x 10° M 'em™ kat sayist kullanilarak nmol/mg
protein olarak verildi.

PCO: Protein karbonil tayini Levine vd. (1994)'in metodu
temel alinip bir ol¢tide degistirilerek (Krishnan ve Kodrik
2006) kuvvetli asit ortamda (2M HCI) proteindeki karbonil
gruplarinin 2,4 dinitrofenil hidrazin (DNPH) ile karark
bir 2,4 dinitrofenil (DNP) hidrozon olusturmasi ve bu
trtinlerin 370 nmde absorbanslarinin 6lgiilmesi esasina
dayanarak yapildi. Ayrica protein oksidasyonu sonucunda
meydana gelen PCO miktarinin hesaplanmasi i¢in total
protein tayini yapildi. 6M guanidin hidrokloriir ile ¢6ziilen
homojen karigimdan alinan 150 pl'ye 1350 ul guanidin
hidrokloriir ilave edilerek 1:10 oraninda sulandirilds.
Orneklerin absorbanslar: 280 nm'de spektrofotometrede

olguldu (Pajot 1976).
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1.5. Antioksidan Enzim Analizleri

Drosophila melanogasterin olgun larva (3. evre), pup ve
ergin evrelerindeki tim viicut dokularinin ekstrasyonu
homojenizasyon tamponu (% 1,15’lik KCl (Potasyum
kloriir), 25 mM K HPO, (Potasyum hidrojen fosfat), 5
mM EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit), 2 mM PMSF
(Fenilmetilsulfonil florid), 2 mM DTT (Ditiyotiretol),
pH: 7,4) igerisinde ultrasonik homojenizatér (Bandelin
HD2070, Berlin, kullanilarak
gerceklestirildi Elde edilen homojenat ikiye ayrildy, ilk grup
SOD ve CAT tayini i¢in ikinci grup ise GST ve GPx tayini
i¢in kullanilmak tizere santrifiijleme islemine tabi tutuldu.

SOD: Toplam SOD (EC 1.15.1.1) tayininde Marklund
ve Marklund (1974)un metodu kullanilarak pyrogallol'un

3 dakikada 440 nmde alkali ortamda otooksidasyonu ile
yiikselen absorbans 6l¢tildi. Enzim aktivitesi U/mg protein

Sonoplus,

Germany)

olarak hesaplandi.

CAT: Katalaz (EC 1.11.1.6) enziminin aktivite tayini Aebi
(1984) tarafindan belirtilen metot ile yapilarak, enzim
aktivitesi pmol/mg protein/dk olarak verildi.

GPx: Glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.9) tayini Paglia
ve Valentine (1967) tarafindan belirtilen metoda gore
yapildi. Bu metod okside glutatyon (GS-SG) ve NADPH’1

olarak kullanan glutatyon rediktazin 340
Nikotinamidadenin-dintikleotid hidrojen fosfat
(NADPH)'1 okside etmesi ile meydana gelen azalan

substrat
nmde

absorbansin ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Enziminin
spesifik aktivitesi nmol/mg protein/dk olarak verildi.

GST: Glutatyon-S-transferaz (EC 2.5.1.18) Habig vd.
(1974) tarafindan geligtirilen metod kullanilarak GST (EC
2.5.1.18) aktivitesi ol¢ildi. Enzim aktivitesi 340 nmde
(g4,: 0,0096 pM.cm™) siipernatantta bulunan 1 mg toplam
protein bagina 1 dakikada olusturulan tioether miktari
olarak 6l¢ildi. Enzimin spesifik aktivitesi ise mmol/mg

protein/dkdur.

Total Protein Tayini: Folin-Lowry vd. 1951 metoduna gore
lipid peroksidasyon triini olan MDA miktarlarini ve anti-
oksidan enzimlerin (GST, CAT, GPx ve SOD) aktivitesini
mg protein bagina hesaplamak i¢in 6rnek 6ziitlerden total
protein tayini deneyi yapildi. Orneklerin absorbanslari 600
nmide 6l¢iildii. Orneklerdeki protein tayini igin farkli kon-
santrasyonlarda BSA ¢ézeltileri hazirlanarak standart grafik
elde edildi. Elde edilen bu standart grafikten toplam protein
miktarlari hesaplandi.
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1.6. Verilerin Degerlendirilmesi

MDA ve PCO miktarlari, antioksidan enzim
aktiviteleri (GST, CAT, GPx ve SOD) ile ilgili verilerin
degerlendirilmesinde tek yonli “Varyans Analizi” (ANOVA)
(IBM SPSS 2021, versiyon 28.0), ortalamalar arasindaki
farkin 6nemini saptamak i¢in “LSD Testi” (IBM SPSS
2021, versiyon 28.0) uygulandi. 0,05 olasilik dizeyinde

ortalamalarin dnemi belirlendi.

2. Bulgular

Kontrol ile
konsantrasyon olan 100 mg/L penisilin iceren besin, bécegin
3. evre larvasinda, malondialdehit (IMDA) miktarin1 8,39 +
2,65 nmol/mg proteinden 18,92 + 3,22 nmol/mg proteine

kargilagtirlldiginda  en dusik denenen

istatistiksel olarak 6nemli derecede artirdig: tespit edildi
(Sekil 1). Pup ve ergin evrelerdeki denenen tiim penisilin
konsantrasyonlarda MDA miktarlar: kontrol besinine gore
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artig gézlemlendi

(Sekil 2, 3).

3. evre larvalarinda kontrol grubunda protein karbonil
(PCO) miktar1 500,85 + 205,26 nmol/mg protein elde
edilmis olup bu deger 400 mg/L’lik besinde larvada 1539,69
+ 286,45 nmol/mg protein’ e yikseldigi tespit edildi ve
istatistiksel olarak onemli ¢ikt: (Sekil 4). Pup evresinde 100,
200 ve 400 mg/L penisilin konsantrasyonlarinda siras: ile
222,02 + 56,67 nmol/mg protein, 272,88 + 93,20 nmol/
mg protein ve 335,62 = 70,45 nmol/mg proteine distigi
gorilmiis ve istatistiksel olarak da anlamli oldugu ortaya
cikmustir (Sekil 5). Ergin evre sadece 400 mg/L penisilin
PCO miktarini 6nemli derecede arttirmustir (Sekil 6).

Larva
= 25
=
T b
E
o
s 20
=11 ]
E
pia=— k3 1
o
E a
=10 a
= a
b a
= 5
3
s 0
Kontrol 100 200 400 £800
Konsantrasyonlar(mg/L)

Sekil 1: Penisilinin D. melanogaster'in larva evresindeki lipid
peroksidasyon trtini MDA miktarina etkisi. Ayni harfi iceren
cubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir
(p>0,05). Deneyler her tekrarda 30 adet 3. evre larva kullanilarak
dort defa tekrar edildi.
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Sekil 2: Penisilinin D. melanogasterin pup evresindeki lipid
peroksidasyon trtini MDA miktarina etkisi. Ayni harfi iceren
cubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir
(p>0,05). Deneyler her tekrarda 30 adet pup kullanilarak dort defa
tekrar edildi.

Sekil 3: Penisilinin D. melanogasterin ergin evresindeki lipid
peroksidasyon trtini MDA miktarina etkisi. Ayni harfi iceren
cubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir
(p>0,05). Deneyler her tekrarda 30 adet ergin kullanilarak dort
defa tekrar edildi.
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Sekil 4: Penisilinin D. melanogasterin larva evresindeki protein
oksidasyonu sonucu olusan PCO miktarina etkisi. Aym harfi
iceren cubuklarin gdsterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir
(p>0,05). Deneyler her tekrarda 30 adet 3. evre larva kullanilarak
dort defa tekrar edildi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda larval evredeki
glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitesinin 100 mg/Iide
istatistiksel olarak 6nemli bir artig tespit edildi (Sekil 7).
Penisilinin tim konsantrasyonlarinin pup evresinde GST
aktivitesinde artiga sebep oldugu goriildi; ancak bu artigin
100 mg/Lide anlamli oldugu, 200,400 ve 800 mg/L penisilin
miktarlarinda anlamli olmadig: tespit edildi (Sekil 8). Ergin
evrede GST aktivitesinde 6nemli bir fark olusmamistir

(Sekil 9).

Penisilin i¢ermeyen kontrol grubunda katalaz (CAT)
aktivitesi 775,39 + 56,37 pmol/mg protein/dkdir. 100,
200, 400 ve 800 mg/L penisilin iceren besin grubu kontrol
besinine gore CAT aktivitesinde, 6nemli bir azalmaya neden
oldugu gozlemlendi (Sekil 10). Bu sonucun aksine pup ve
ergin evresinde 400 mg/L bulunduran besin grubunda,
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Sekil 5: Penisilinin D. melanogasterin pup evresindeki protein
oksidasyonu sonucu olusan PCO miktarina etkisi. Ayni harfi
iceren cubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir
(p>0,05). Deneyler her tekrarda 30 adet pup kullanilarak dért defa
tekrar edildi.
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Sekil 6: Penisilinin D. melanogasterin ergin evresindeki protein
oksidasyonu sonucu olugan PCO miktarina etkisi. Ayni harfi
iceren ¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir
(p>0,05). Deneyler her tekrarda 30 adet ergin kullanilarak dort
defa tekrar edildi.
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CAT aktivitesi sirasiyla 547,58 + 55,56 umol/mg protein/
dk, 242,24 + 42,85 pmol/mg protein/dk olarak tespit
edilmis olup, bu sonug kontrol ile karsilagtirildiginda 6nemli

derecede ytiksek bulundu ($ekil 11, 12).

Larval evrede siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinde
anlamli bir degisim gortilmemistir (Sekil 13). Pup evresindeki
SOD aktivitesi kontrol besin grubunda 0,69 + 0,019 U/
mg proteindir. Ayni evrenin en disiik penisilin miktarinda
(100 mg/L) istatistiksel olarak anlamli bir artig gozlemlendi
(Sekil 14). En yiiksek penisilin konsantrasyonu olan 800
mg/L kontrol besini ile kargilagtirildiginda pup evresinde
SOD aktivitesinde istatistiki ac¢idan 6nemli bir azalma
tespit edildi. Ergin bireylerde ise 100 ve 400 mg/L penisilin
iceren besin grubu ile kontrol besini kargilastirildiginda
SOD aktivitesinde istatistiki a¢idan o6nemli bir azalma
tespit edilmistir (15).

Yapay besindeki 100, 400 ve 800 mg/L penisilin
konsantrasyonlarinda bécegin larval evresindeki GPx
aktivitesini digtirmustir. En fazla azalma 0,003 + 0,0008
nmol/mg protein/dk enzim aktivitesi olarak tespit edilen
en yiksek penisilin konsantrasyonunu (800 mg/L) iceren
besinde gergeklesti ve bu sonug istatistiki agidan 6nemlidir
(Sekil 16). Denenen 200 mg/L penisilin konsantrasyonu
kontrol besinine goére pup evresinde GPx aktivitesini
istatistiki agidan 6nemli bir azalmaya neden oldu. Ancak
bu azalma 400 mg/I’de kontrol grubuyla kargilastirildiginda
yaklagtk iki katt oraninda arttifi tespit edildi (Sekil
17). Ergin evredeki GPx aktivitesi yalnizca 100 mg/L
penisilin konsantrasyonu tarafindan artirilmig olup diger
konsantrasyonlar etkili olmamigtir (Sekil 18).
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Sekil 7: Penisilinin D. melanogasterin larva evresindeki GST
aktivitesi tzerine etkisi. Ayni harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi
ortalamalar birbirinden farkli degildir (p>0,05). Deneyler her
tekrarda 30 adet 3. evre larva kullanilarak dort defa tekrar edildi.

Sekil 8: Penisilinin D. melanogasterin pup evresindeki GST
aktivitesi tzerine etkisi. Ayni harfi iceren ¢ubuklarin gdsterdigi
ortalamalar birbirinden farkli degildir (p>0,05). Deneyler her
tekrarda 30 adet pup kullanilarak dort defa tekrar edildi.
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Sekil 9: Penisilinin D. melanogaster'in ergin evresindeki GST
aktivitesi tzerine etkisi. Ayni harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi
ortalamalar birbirinden farkli degildir (p>0,05). Deneyler her
tekrarda 30 adet ergin kullanilarak dort defa tekrar edildi.

256

Sekil 10: Penisilinin D. melonagaster'in larva evresindeki CAT
aktivitesi tzerine etkisi. Ayni harfi iceren ¢ubuklarin gdsterdigi
ortalamalar birbirinden farkli degildir (p>0,05). Deneyler her
tekrarda 30 adet 3. evre larva kullanilarak dort defa tekrar edildi.
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Sekil 11: Penisilinin D. melonagasterin pup evresindeki CAT
aktivitesi uzerine etkisi. Ayni harfi iceren ¢ubuklarin gdsterdigi
ortalamalar birbirinden farkli degildir (p>0,05). Deneyler her
tekrarda 30 adet pup kullanilarak dort defa tekrar edildi.

Sekil 12: Penisilinin D. melonagasterin ergin evresindeki CAT
aktivitesi uzerine etkisi. Ayni harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi
ortalamalar birbirinden farkli degildir (p>0,05). Deneyler her
tekrarda 30 adet ergin kullanilarak dort defa tekrar edildi.
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Sekil 13: Penisilinin D. melonagaster'in larva evresindeki SOD
aktivitesi tzerine etkisi. Ayni harfi iceren ¢ubuklarin gdsterdigi
ortalamalar birbirinden farkli degildir (p>0,05). Deneyler her
tekrarda 30 adet 3. evre larva kullanilarak dort defa tekrar edildi.

Sekil 14: Penisilinin D. melonagasterin pup evresindeki SOD
aktivitesi tzerine etkisi. Ayni harfi iceren ¢ubuklarin gdsterdigi
ortalamalar birbirinden farkli degildir (p>0,05). Deneyler her
tekrarda 30 adet pup kullanilarak dort defa tekrar edildi.
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Sekil 15: Penisilinin D. melonagasterin ergin evresindeki SOD
aktivitesi uzerine etkisi. Ayni harfi iceren ¢ubuklarin gdsterdigi
ortalamalar birbirinden farkli degildir (p>0,05). Deneyler her
tekrarda 30 adet ergin kullanilarak dort defa tekrar edildi.
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Sekil 16: Penisilinin D. melonagasterin larva evresindeki GPx
aktivitesi Uzerine etkisi. Ayni harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi
ortalamalar birbirinden farkli degildir (p>0,05). Deneyler her
tekrarda 30 adet 3. evre larva kullanilarak dort defa tekrar edildi.
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Sekil 17: Penisilinin D. melonagasterin pup evresindeki GPx
aktivitesi uzerine etkisi. Ayni harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi
ortalamalar birbirinden farkli degildir (p>0,05). Deneyler her
tekrarda 30 adet pup kullanilarak dort defa tekrar edildi.

4. Tartigma

Pesitisit kullaniminin getirdigi olumsuz sonuglarin 6nlen-
mesi ve strdirilebilir miicadele yontemlerinin bulunmasi
amaciyla yeni yaklagimlar gelistirilmeye ¢aligilmaktadir. Son
yillarda zararli bocekler ile kimyasal miicadele ¢alismalarin-
da fakli etki mekanizmasina sahip antimikrobiyal ajanlarin
béceklerin tizerindeki biyolojik ve kimyasal etkileri ince-
lenmektedir (Biyiikgtizel and Kalender 2008, Buytikgizel
2009). Antibakteriyel etkiye sahip Penisilin G’nin model
organizma Drosophila melanogaster'in larva, pup ve ergin
evrelerindeki oksidatif stres ve antioksidan savunma sistemi
tuzerine etkisinin aragtirildigi bu ¢aligmada 6nemli sonuglar
elde edilmistir.

Oksidatif stres belirtegleri olan MDA ve PCO miktarlari,
larva ve ergin evrelerinde artan konsantrasyonlarda kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak artig gostermistir. Bu
durum, etken maddeye bagli olarak reaktif oksijen tiirleri-
nin olugmasi sonucu oksidatif hasarin meydana gelmesi ve
antioksidan savunma sistemine olumsuz etki olusturmasi
sebebiyle gerceklesmis olabilir. D. melanogaster'in larva evre-
sinde 100 mg/L konsantrasyonunda MDA miktarindaki
artig ile GST aktivitesindeki artisin korelasyon gostermesi
literatiirde bulunan diger ¢aligmalarda da benzer sekilde
gorilmektedir (Hyrsl et al. 2007, Biiytikgtizel and Kalender
2007, Aslan et al. 2019). Bilindigi gibi; GST, faz II detoksi-
fikasyonunda gorevli temel bir enzimdir; lipit peroksidasyon
triinlerinin detoksifikasyonu ve reaktif tirlerin konjugasyo-
nu ile oksidatif hasar1 onler (Matés 2000, Valko et al. 2007,
Halliwell and Gutteridge 2015, Anet et al. 2019). Elde
edilen bulgular dogrultusunda larva ile yapilan ¢aligmalarda
MDA miktarindaki artigin, penisiline bagh reaktif oksijen
tirleri (ROS) miktarindaki artistan kaynakli olabilecegi ve
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Sekil 18: Penisilinin D. melonagaster'in ergin evresindeki GPx
aktivitesi uzerine etkisi. Ayni harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi
ortalamalar birbirinden farkli degildir (p>0,05). Deneyler her
tekrarda 30 adet ergin kullanilarak dort defa tekrar edildi.

buna bagl olarak da antioksidan savunma sistemi Uzerinde
olumsuz etki yaptig1 disunilebilir. Buyikguzel ve Kalen-
der (2007)nin antibakteriyal etkiye sahip streptomisinin
kullanarak yaptig1 calismada Galleria mellonellanin larval
evrelerinde artan konsantrasyonlara bagli olarak MDA mik-
tarinda artig gorilmis ve bu artig yukarida belirtilen sekilde
penisiline bagli ROS olusumu nedeniyle olabilecegi ileri
sturtilmustir. Penisilinin 100 mg/L konsantrasyonunda D.
melanogaster'in larval evresinin GST aktivitesinde yiikselme,
GPx aktivitesinde ise digme gézlemlenmis olup; benzer
sonuglarin Hyrsl ve Buytkgiizel (2007) ve Biytukgiizel ve
Kalender (2009) ¢aligmalarinda da rapor edildigi gortil-
miustir. Bu durum antibiyotik stresinin oldugu kogullarda
bazi GST izoformlarinin (GSTpx) aktivitelerinin yeniden
dizenlenebilecegi Krishnan ve Sehnal (2006)nin yaptig:
caligmada gosterilmistir.

Bizim ¢alisgmamizda larval evrede yiiksek konsantrasyonlar-
dan biri olan 400 mg/L penisilin konsantrasyonunu kont-
rol grubuyla kargilastirildiginda PCO miktarinda istatiksel
olarak anlamli bir artisin oldugu tespit edilmistir. Kastamo-
nuluoglu ve ark. 2020 tarafindan yapilan ¢alismada da G.
mellonelldnin yapay besiyerine bir antifungal madde olan
terbinafin ilave edilmis ve bécegin MDA ve PCO miktarla-
rinda artig g6zlenmis ve bu artigin oksidatif stres gostergesi
oldugu belirtilmistir. Bir baska ¢alismada, D. melanogaster
tuzerinde genotoksik bir karsinojen olan tretan uygulanmug
ve MDA miktarindaki artis ile oksidatif hasar gosterilmis-
tir (Nagpal and Abraham 2017). Ardindan bitkisel koken-
li antioksidanlar diyet ile uygulanmis ve MDA miktarinin
distugt bulgusu elde edilmistir. Bu sekilde MDA miktar:
ile oksidatif hasar varlig1 arasindaki baglant: gosterilmistir.
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Bocegin pup evresinde 400 mg/L penisilin miktarinda GST
ve GPx aktivitesindeki artiga benzer Hyrsl (2007), Biytikgii-
zel (2009) ¢alismalarinda da gorilmistiir. Bu durum oksida-
tif strese kargt bocegin adaptif metabolik cevabinin sonucu
olabilir. Bécekler diinya tizerinde en fazla biyokiitleye sahip
canli grubudur. Ayni zamanda adaptasyon yetenekleri ¢ok
yuksek oldugundan ¢ok farkli ortam sartlarinda yasayabilirler.
Bu bagarilar: farkli sartlara metabolik yanitlarini degistirerek
adapte olabilmeleridir (Reece 2010). Stiperoksit dismutaz,
superoksit radikallerini hidrojen peroksite donistiriir ve
ardindan hidrojen peroksit CAT tarafindan suya dontsti-
rilmektedir (Valko 2007). Liu (2019) nun siprofloksasin ile
yaptig1 ¢alismasinda oldugu gibi bu iki antioksidan enzimin
aktivitelerinde gorilen artisin ve azalmanin korelasyon
gostermesi beklenir. Bu ¢alismada larva evresinde 100 mg/L
konsantrasyonda SOD aktivitesinde kontrol grubu ile ista-
tistiki bir fark gérilmemesine ragmen azalma gézlenmis ve
bu durumun yansimasi olarak CAT aktivitesinde de azalma
tespit edilmigtir. Bu enzimlerin aktivitelerindeki azalma
ile MDA miktarindaki artig arasinda baglanti kurulabilir.
Benzer bir sonug Biiyiikgtizel (2009)’in streptomisin kulla-
narak G. mellonella ile gerceklestirdigi caligmasinda oksidatif
strese karg1 yanit olusturan CAT ve SOD aktivitelerindeki
azalmanin MDA miktarinda artiga neden olabilecegi ifade
edilmistir. Calismamizda, D. melanogasterin pup evresinde
MDA miktarindaki istatiksel olarak anlamli artis olmama-
sina kargin ayni evrede GST, SOD ve CAT enzim aktivite-
lerinde kontrol grubuna kiyasla artig goriilmektedir. Benzer
bir sonu¢ Kaur ve arkadaglarinin (2020) gergeklestirdikleri
caligmada da gozlemlenmigtir. Antioksidan enzimlerin
tamaminin aktivitelerinde goézlemlenen artisin oksidatif
stres gostergesi oldugunu belirten bir¢ok ¢aligma bulun-
maktadir (Foyer et al. 1994, Ding et al. 2015, Kaur et al.
2020). Zorlu (2018)'nun ¢aligmasinda bizim sonuglarimiza
benzer sonuglar gériilmiis olup; G. mellonella ile yapilan bu
caligmada diyetle alinan titanyum dioksit nanopartikulleri-
nin artan konsantrasyonlarda hemolenfte MDA artigina yol
actig1 ve ROS olusumuna bagli oksidatif stres meydana gel-
digi ortaya konulmustur. Zorlu (2018)’nun titanyum dioksit
nanopartikilleri yiksek dozlarda disik dozlara gére daha
etkili oldugu ve bu durumun MDA miktarindaki yiikselme-
nin canlida olugan toksisiteye kars: verdigi yanita bagl ola-
bilecegi ifade edilmektedir. Zorlu (2018)'nun ¢aligmasinda
MDA aktivitesinde kontrol grubuna gére istatistiki farkin
olmadigi en yiksek konsantrasyonda CAT aktivitesinde
ciddi bir artis oldugu rapor edilmistir. Bu duruma benzer
bir durum bizim caligmamizin pup ve ergin evrelerinde
gortlmektedir. MDA miktarinda artan konsantrasyonlarda
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kontrol grubuna gore bir fark gorilmezken SOD ve CAT
miktarinda aktivitelerinde degisiklikleri bulunmaktadir.
Stiperoksit dismutaz enziminin ana gorevi ksenebiyotik gibi
hiicre dig1 faktorler tarafindan olusturulan stiperoksit radi-
kallerini oksijen ve hidrojen peroksite déntstiirmektir. Bu
bilgiye uyumlu olarak SOD aktivitesindeki artig literatirde
farkli ¢aligmalarda gosterilmistir (Krishnan and Kodrik
2006, Yong Wang et al. 2012). Bu ¢alismada pup evresinde
SOD aktivitesinin 100 mg/L ve 200 mg/L konsantrasyon-
larinda yukseldigi gézlemlenmigtir. Bu durum hem canlinin
artan konsantrasyonlara bagli olarak adaptasyon géstermesi
ile uyumlu hem de literatiirde oksidatif stresin olugtugu ve

SOD yamitinin 6l¢ildigi calismalarla uyum géstermektedir
(Karthi et. al. 2018, Kaur et al. 2020).

Drosophila melanogaster'in larva evresinde 400 mg/L de
PCO miktarinda gortilen artig ile beraber GST, CAT
ve SOD aktivitelerinde diistiis oldugu gorilmistir. Bu
durum protein karbonillerinin artisina bagli olarak enzim
yapilarinda meydana gelen hasardan dolayr gergeklesmis
olabilir (Keles vd. 2021). Bu ¢alismada elde edilen bulgular:
genel olarak su sekilde agiklayabiliriz: Ksenobiyotikler iki
detoksifikasyon yolu ile metabolize edilebilirler, bocekler
s6z konusu oldugunda bu yolaklar sonunda toksik etki
gosteren madde ya notralize olur ya da elemine edilir. Faz
1 reaksiyonlar: esasinda ksenebiyotikleri faz 2 reaksiyonlar:
i¢in hazirlar. Faz 2 reaksiyonlar: sonucu olugan iriinler daha
¢oziinebilir ve taginabilir hale gelirler. GST aktivitesi faz 2
reaksiyonlarinda gorev alan bir enzim olarak diisiik aktivite
gosterdiginde faz 1 reaksiyonlari sonucunda olugmus ve
halen aktif olan reaktiflerin birikmesi s6z konusu olabilir.
Bir anlamda faz 2 reaksiyon yolaginin tikanmas: lipitler ve
proteinler tizerindeki hasarin sebebi olabilir (Matés, 2000,
Valko et al. 2007, Halliwell and Gutteridge, 2015, Anet et
al. 2019).

boceklerle

getirdikleri ¢6zimlere ragmen baglica ¢evre kirliligi

Zararh miicadelede  kullanilan  pestisitler
olusturmalari, sirdirilebilir olmamalar1 ve hedef olmayan
canlilar tizerinde toksik etki gibi sorunlara neden olmaktadir
(Dey 2016, Catae 2019, He et al. 2021). Pestisit olarak
kullanilma alternatifleri ile beraber bazi kimyasallarin
laboratuvar kosullarinda yetistirilerek model organizma
olarak bilimsel aragtirmalarda kullanilan ve protein
kaynag: olarak tiketilmek tzere yetistirilme potansiyeli
olan boceklerin besiyerlerinde mikrobiyal kontaminasyonu
onlemek amaci ile ¢esitli antimikrobiyal maddeler eklendigi
literatiirde belirtilmektedir (Cohen 2018, van der Fels-
Klerx et al. 2018, Aslan et al. 2019, Ustundag et al. 2019).
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Bu ¢aligmanin yukarida ifade edilen konu bagliklar: i¢in
yapilan c¢aligmalara katki saglayacak nitelikte oldugu
distiniilmektedir. Daha 6ncede belirtildigi gibi Ustiindag
ve arkadaglar1 (2020) tarafindan yapilan ¢aligmada genis
spektrumlu, beta-laktam 6zellikteki penisilinin laboratuvar
kosullarinda yapay besin ortamina ilave edilerek D.
melanogaster:n  tim yasama ve gelisme parametreleri
uzerinde olumsuz etki yaptigi tespit edilmis, bizim
caligmamiz ile de penisilinin bdcek tizerindeki bu olumsuz
etkinin kaynaklar: aragtirilmis; oksidatif stres belirteglerinde
ve antioksidan enzimler tizerinde 6nemli degisimlere sebep
oldugu tespit edilmistir.
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