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ZEBULARIN’IN Galleria mellonella L. (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)'NIN
ANTIOKSIDAN ENZIMLERINE ETKISI

OZET

Sitozin metilasyonu, DNA'daki sitozin kalintisini 5-metilsitozine donustirmek icin bir
metil grubu ekleyen siregtir. Metilasyon sirecine DNA metiltransferazlar tarafindan
aracilik etmektedir. Zebularin (ZEB), ur ve kist timor hlcrelerinde hipermetile edilmis
genleri yeniden aktive eder, ayrica kanser hticreleri Gzerinde tercihli bir etki gosteren
DNA metiltransferazlari ile kovalent bir kompleks olusturan sitidin analogudur. Bal
mumu guvesi Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) son evre larvalarina farkh
dozlarda (0,25-32 mg / ml) verilen ZEB’in antioksidan enzim aktivitesi ve lipid
peroksidasyonu Uzerindeki etkileri incelendi. G. mellonella erginleri 25 £ 5 ° C' de,%
60 + 5 RH' (bagil nem) ve 12: 12 (Aydinlik: Karanlik) saatlik bir fotoperiyod uygulanan
laboratuvar sartlarinda yetistirildi.

SOD, GST, MDA aktivitesi ticari olarak temin edilen deney kitleri kullanilarak
belirlendi. Bir mikroplaka okuyucuda ksantin ve ksantin oksidaz sistemler kullanilarak
450 nm'de SOD absorbansi belirlendi. GST aktivitesi, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen ve
substrat olarak indirgenmis glutatiyon ile 5 dakika boyunca 340 nm'de belirlendi. CAT
aktivitesi ise, 240 nm'de hidrojen peroksit (H.O.) bozunmasina bagli olarak
absorbanstaki azalmanin olgulmesiyle tayin edildi. Malondialdehid (MDA), lipid
peroksidasyonunun bir gostergesidir. MDA-Tiyobarbiturik asit (TBA) katkisi, MDA ve
TBA'nin yuksek sicaklikta reaksiyonuyla olusturuldu ve asidik kosullarda 540 nm'de
absorbansi dlguldid. ZEB enjeksiyonu, son evre G.mellonella larvalarinin antioksidan
enzim aktivitelerinde degisiklige neden olmaz iken tim dozlarda MDA seviyesinde
artisa neden oldu. Sonuglar igin iki olasi sebep 6ngorulmektedir. Birincisi, ZEB’in, G.
mellonella’da DNA metilasyonu Uzerindeki engelleyici etkisinin bir sonucu olabilir, bu
da bdceklerde gen transkripsiyonunun azaltimasina yol agabilmektedir. ikincisi,
yuksek oksidatif stresin enzimlerin azalan aktivitesine neden olmasidir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan Enzimler, DNA Metilasyonu, Galleria mellonella,
Lipid Peroksidasyonu, Zebularin.
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EFFECT OF ZEBULARINE ON ANTIOXIDANT ENZYMES OF Galleria mellonella
L. (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)

ABSTRACT

Cytosine methylation is a process that adds a methyl group to a cytosine residue of
DNA to convert it to 5-methylcytosine. The process of methylation is mediated by DNA
methyl transferases. Zebularine (ZEB) reactivates hypermethylated genes in yeast
and solid tumor cells, with DNA methyltransferases that show a preferential effect on
cancer cells, is a cytidine analog that forms covalent complex. Were investigated the
effects of various doses (0.25-32 mg/ml) of ZEB, on antioxidant enzymes activity and
lipid peroxidation in wax moth Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) in the of
last instars. G. mellonella were grown at 25+ 5 ° C, 60 £ 5 RH (relative humidity) and
12: 12 (light: dark) hours of a photoperiod applied laboratory. SOD, GST, and MDA
activities were determined using commercially available test kits. Absorbance was
read in a microplate reader and SOD activity was determined at 450 nm using
xanthine and xanthine oxidase systems. GST activity was determined with 1-chloro-
2, 4-dinitrobenzene and reduced glutathione as substrates at 340 nm for 5 min. CAT
activity was determined by measuring the decrease in absorbance at 240 nm due to
hydrogen peroxide decomposition. Malondialdehyde (MDA) is an indicator of lipid
peroxidation. The complex of MDA-Thiobarbituric acid (TBA) was determined by high
temperature reaction of MDA and TBA and absorbance was measured at 540 nm
under acidic conditions. Injection of ZEB in last instars G. mellonella resulted in a
considerable increase in MDA level at all doses but not in antioxidant enzyme
activities. Two possible reasons may be to explain of these results. First, this effect
could be a result of the inhibitory effect of ZEB on DNA methylation in G. mellonella,
which leaded to reducing gene transcription in insects. Second, it was likely that high
oxidative stress might cause a decreasing activity of enzymes.

Keywords: Antioxidant Enzymes, DNA Methylation, Galleria mellonella, Lipid
Peroxidation, Zebularine.
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GiRiS

Gunumuzde ksenobiyotiklere maruz kalmadigimiz gin yok denemeyecek kadar
azdir. Ksenobiyotikler; yani cevremizdeki sanayi atiklari, gcevresel kirleticiler, radyoloji
cihazlari, bagimlilik etkisi olan maddeler, agir metaller, besin katki maddeleri, tarim
zararlilari icin kullanilan pestisidler ile psikotropik ilaclar gibi bircok kimyasal ve
biyolojik madde dogrudan veya dolayli olarak canlilar da toksik etkiye sebep
olmaktadir. Bu gibi etkenlere maruz kalmada, zaman, siklik ve doza bagh 6zelliklerin
yaninda, bu etkenlerin toksik etkisinde gorev alan gen ve enzimlerdeki birgok farkl
ozellige bagl olarak canlilarda yluksek veya dusuk seviyede toksik etki olusmaktadir
(Alam, 2014). Kisa bir sire ile diisuk seviyede doza maruz kalinan ksenobiyotikler,
DNA’da kalici etkiye neden olmayabilirler. Fakat kronik olarak maruz kalinan
ksenobiyotikler mutasyonlara veya birgok farkli kansere neden olabilmektedir (Young,
2002).

Kanser genetik veya epigenetik degisikliklerin birikmesi ile sonuglanan, ¢ok yollu
kompleks bir hastaliktir. Kanser olusumu onkogenlerin baslangicina veya tumor
baskilayici genlerin iglevsel kaybi ile hlicrelerin kontrolsliz ¢cojalma ve metastatik
Ozellikler kazanmasi ile ifade edilir. Kanserde epigenetik duzenlenmenin bozulmasi
erken evrelerde meydana gelmektedir. Béylece gen iglevlerinin degismesinde, malign
donusimde ve kanserin ilerlemesinde énemli rolu vardir (Kanwal ve Gupta, 2002).
Tdm genomda 5-metilsitozin iceriginin azalmasi ile tim genom hipermetilasyonu
¢ogunlukla kanser hastalarinda saptanmakta ve kanser ilerleyisini arttirmaktadir
(Matsusaka ve ark, 2014). DNA metilasyonu memelilerde, CpG dintkleotidlerindeki
sitozin halkasinin 5’ karbon molekiline metil (CH3) grubu eklenmesi ile olusan
kovalent bir olaydir. DNA’ya metil grubunun eklenmesi ile transkripsiyon baskilanir ve
gen sessizlestirilir (Choi ve Lee, 2013). DNA metilasyonu memeli genomunda
fizyolojik olarak embriyo gelisimi, yer degistirebilen (transposable) elementlerin
etkisizlestiriimesi, kromatin yapisinin duzenlenmesi, genomik imprinting, gen
ekspresyonunun duzenlenmesi gibi ¢esitli biyolojik gorevlerde rol oynar. Bu kovalent
degisiklik DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri ile katalize olmaktadir (Kanwal ve
Gupta, 2002).



DNA hipermietilasyonu karsinogenezin erken evrelerinde ortaya ¢iktigi icin kanserde
erken teshis amaciyla kullanilabilme potansiyeline elveriglidir. Cesitli doku (taze,
parafine gébmuld) ve vlcut sivilarinda (kan, idrar, tukrik, gaita, brongial sivi, mide
sivisi vs) metilasyon belirlenebilir (Mikeska ve Craig, 2014).

DNA  metilasyonunun inhibitdrleri  susturulmug olan genleri tekrardan
aktiflestirebilirler. Bu tdr ilaglarin iki érnedi 5-azasitidin ve 5-aza-2'-deoksisitidindir
(Egger ve ark, 2004). Bu ilaglar sitozin nukleotidi gibi davranarak ve DNA eglenmesi
sirasinda kendilerini DNA’ya katarak calismaktadirlar. Sonrasinda ise, DNMT
enzimlerinin calismasini engelleyerek DNA metilasyonunu 6nlemede rol oynarlar
(Egger ve ark, 2004). Fakat kanser iyilestirmesinde metile edici ilaclarin klinik
faydalari, toksik etkenleriyle de kisithdir (Juttermann ve ark, 1994). Glinimuzde bu
ajanlardan hematolojik kanserlerin iyilestiriimesinde faydanilmaktadir (Goffin ve
Eisenhauer, 2002).

Organizmanin farkh organlarinda geliserek organizmayi etkileyen kanser,
kardiyovaskuler hastaliklardan sonra ¢ok sik goriulen 6lim sebeplerinden biridir (Onat
ve Emerk, 1997). Kanser hastaliginin %10-15’lik kisminin kalitimsal olarak, %85-
90’lik kisminin da canlilik suresince organizma DNA’sinin, mutajenik etkilere maruz
kalmasi, DNA'da ki ilerleyen degisimler ve replikasyonda olugan hatalar ile
kaynaklandigi bilinmektedir (Williams, 1992; Yokus, 2012).

Yaslanma, kalp hastaliklari ve kanser gibi ilk siralarda yer alan bir¢gok hastalikta lipid
peroksidasyonunun énemli rol Ustlendigi bilinmektedir. Lipid peroksidasyonunun bir
Urind olan Malondialdehit (MDA), doku reaksiyon zincir hizinin bir belirteci olarak
kullaniimaktadir (Ueda, 1985; Ohkawa, 1979). Birgcok calismada timorlerde lipid
peroksidasyonunun arttigi belirlenmigtir. Lipid hidroperoksitler dogrudan DNA zincirini
kirabilir ve lipid peroksil ve alkoksil radikalleri DNA’da oksidasyona yol acabilir
(Cochrane,1991). Okzoaldehidler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve
aralarinda ¢apraz baglar kurabilme 6zelliklerinden dolayi antimitotik etkiye sahiptirler.

Bdylelikle, kanser ve yaslanma olaylarinda islev gosterirler (Oakley ve ark, 1996) .

Katalaz ve GSH-Px enzimleri tarafindan Hidrojen peroksit (H202), su ve molekuler
oksijene cevrilerek metabolize olmaktadir (Portakal ve ark, 2000). Kanser, kalp
hastaliklari, yaslanma ve beslenme yetersizligi gibi bircok hastalik sonucunda olugan
oksidatif strese karsi antioksidan savunma gosteren 6ncelikli enzimdir. GSH-Px,

glutatyonu substrat olarak kullanarak serbest oksijen radikalleri, peroksitler ve



kanserojenlere kargi savunmada onemli bir rol Ustlenir. TUumoér olusumlarinda
hidrojenperoksite kargi savunmada GSH-Px, aktivitesinin artis gésterdigi belirtiimistir
(Kumaraguruparan ve ark, 2002; Serin ve ark, 1998).

Epidemiyolojik ve deneysel ¢alismalar, kanser hastaliginin kaynag: ve gelismesi
sirasinda serbest oksijen radikallerinin rol oynadigini géstermektedir. Ozellikle metal
iyonlarinin varliginda serbest oksijen radikalleri hiicrede protein, lipid ve DNA igceren
makromolekuller ile reaksiyon olugturarak oksidatif hasara sebebiyet vermektedir.
DNA hasarinin artmasinin, kanser olusum mekanizmalarina katkida bulundugu ileri
strtimastir. iyonlastirici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA'ya etki ederek
hicrede mutasyona ve 6lime sebep olurlar. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyon olusturur ve degisikliklere sebep olur. Aktive olmus nétrofillerden
kaynaklanan H.O, membranlardan kolayca girer ve hiicre c¢ekirdegine ulasip DNA
hasarina, hucre islevselliginde anormallik ve bozukluklara, ayrica hicre olimune
sebep olabilir. Farkli molekillerin oksidasyonunu, antioksidan molekdlleri bloke
etmektedir. Oksidasyon kimyasal bir tepkime olup, maddenin sahip oldugu elektron
veya hidrojenleri alarak, okside edici ajana tasimaktadir. Ve bu tepkime sonucunda
serbest radikaller meydana gelmektedir. Bdylelikle serbest radikaller zincirleme
reaksiyon baglatirlar. Canh hicresindeki bu zincirleme reaksiyon, hicre hasarina
veya apoptosise neden olmaktadir. Oksidasyon sonucunda hicre mutasyona
ugrayarak farkli bir sekle doénusir. Antioksidanlar, serbest radikalleri yok ederek,
olusacak olan zincirleme tepkimeleri ve farkli okside edici tepkimeleri bloke eder
(Andreas, 1999). Canl vicudunda okside edici olarak, agir metaller, yaglar, yiyip
ictigimiz ve hatta soludugumuz birgok kimyasal madde bulunmaktadir. Bu maddelere
serbest radikal veya toksinler denilmektedir. Okside edici ajanlari hucreleri hedefi
altina alan bir faktor olarak dugunursek ilk faktor yani serbest radikal hiicre duvarini
hedef alirsa tek ¢esit hasar, hedef protoplazmaya gelirse bagka bir hasar, DNA’ya
kadar ulasirsa, iste o durumda ¢ok daha dnemli bir hasar olusacaktir. DNA hucre
yenilenmesi igin gerekli kodlari tagidigindan, DNA’da meydana gelebilecek hasarin
onemi ¢ok fazladir. DNA’da olusacak olan hasarlar sonucunda kullanisl olamayan
yeni hucre meydana gelebilmektedir (Friedberg, 2003; Andreas, 1999). DNA
onarimindaki hatalar, meme, kolon ve cilt kanseri gibi ¢ok cesitli kanser hastaliina
sebebiyet vermekle birlikte, blyime ve beyin anomalilerine de neden olmaktadir
(Friedberg, 2003; Chu, 2000). Olusan serbest radikaller ile antioksidan savunma
sistemi birlikte fizyolojik denge halindedir. Bu dengenin serbest radikellerin lehine

olmasi durumunda, htcre organelleri ve membrandaki lipid ve protein yapisi hasar



gormekte, enzimler aktivitelerini kaybetmekte ve DNA hasari meydana gelmektedir.
Mitokondrilerdeki oksijenli solunum bozularak, litkk enzimler aktif hale gelmekte,
hicreden K* kaybi fazlalasir, damar gecirgenliginde hasar olusur, doku olusumlari
parcalanir, trombosit agregasyonu ve dokularda fagositlik fazlalagsmaktadir (Berk6z
ve ark, 2009). Cesitli kemoterapdtik ajanlar serbest radikal olusturarak hiicre 6limune
sebep olmakta, antioksidanlar ise serbest radikalleri ve serbest radikal aracilikli
oksidatif reaksiyonlari etkisiz hale getirmektedir (Simone ve ark, 2007; Prasad ve ark,
2002). Kemoterapi uygulanan insanlarda, plazma lipid hidroperoksitleri ve
tiyobarbitlrik asit (TBA)-reaktif bilesik artisi, kemoterapinin oksidatif strese sebep
oldugunu géstermektedir (Sangeetha ve ark, 1990; Clemens ve ark, 1997; Lin, 2002).
Serbest radikaller, hiicrelerde 6zellikle yag asitleri, lipidler ve proteinlere de hiicum
ederek farkli yapi ve biyomembran hasarlarina sebebiyet vermektedir. Memeli
spermatozoonunun lipid kompozisyonu somatik hiicrelerden oldukga farkhdir. Sperm
hicre zari fosfolipidler, steroller, doymus ve doymamis yag asitlerinden ¢okca zengin
olmasi nedeniyle ROS hasarlarina karsida oldukga hassastirlar (Aitken, 2008;
Tremellen, 2008; Agarwal, 2008; Sanocka, 2004; Kothari, 2010). Kemoterapotik
ajanlar lipid, kolesterol ve protein peroksidasyonu ile oksidatif strese sebep olarak
spermatogenik hicrelerde DNA hasari, apoptosis, sperm kalitesinde azalmalara,
hatta kisirlik gibi yan etkilerin erkek Greme sisteminde gorulmesine sebep olmaktadir
(Atessahin,2006; Turk, 2010; Donya, 2010 ve Alam, 2011). Birgok yeni ilag
geligtirilirken ilk olarak hayvanlar (zerinde tolere edilebilecek toksik etkileri
incelenmekte sonrasinda farkl timérlerdeki etkisi ve buna karsi verilen yanitlar
incelenmektedir. Son asamada ise kontrolli ¢alisiimis hastalarda uygulanarak elde
edilen verilerin degerlendirmesi yapilmaktadir (Akyol, 2004). G. mellonella gibi
Lepidoptera Uyesi olan bir bdcek o6nceden virllans ve antimikrobiyal etkinlik
calismalari igin kullanmimigtir (Cook ve ark, 2013). Buyuk balmumu givesi larvalarinin
calismalarda kullaniimasinin birgcok faydasi vardir. Calismalarda farmakokinetik ve
farmakodinamik sonuglarin elde edilmesini kolaylastiran larvalar kullanilabilmektedir.
G.mellonella'dan elde edilen farmakokinetik sonugclar, birgok antibiyotik klirens suresi,
ilacin yarilanma suresi ve azami ilag konsantrasyonu, insan sonuglari ile dogrudan
baglantili olabilmektedir (Thomas ve ark, 2013). Yapilan bircok galisma, mikrobiyal
patojenite ve virllans belirleyicilerinin insanlar, fareler ve balmumu guvelerinde
benzer oldugunu go6stermektedir (Brennan ve ark, 2002; Jander ve ark,
2000). Boceklerin immun sistemi, memeli immun sistemine islevsel ve yapisal olarak
benzerdir (Cytrynska ve ark,2007; Browne ve ark, 2013).



1. GENEL BILGILER

Oncelikli olarak, 1940’larin basinda Condrad Hal Waddington tarafindan ortaya
cikarilan epigenetik, DNA dizi degisikliklerinden (genotip) bagimsiz olarak, gen
ekspresyonundaki (fenotip) kalitimsal degisikler olarak aciklanir (Gallipoli ve ark,
2015). Kalitilabilir olan epigenetik degisimler, DNA dizisinde degisiklik
olusturmamalari ve geri doéndirilebilir olmalari nedeniyle genetik degisimlerden
ayrilirlar. Memelilerde gorulebilen bagslica epigenetik dedisiklikler DNA metilasyonu,
histonlarda translasyon sonrasi degisikliklerin ve kromatin yapi farkliliklarin ve
kodlanmayan RNA’larin etkisiyle meydan gelir. Epigenetik modifikasyonlarin, mayoz
ve mitoz bolinme yoluyla kalitsal olduklarini gésteren calismalar vardir (Hamilton,
2011) .

1.1. Metilasyon

Biyolojik organizmalarda gerceklesen metilasyon, genlerin normal sekilde ifadesini ve
dizenli gelismesini gercgeklestiren, protein calismasini kontrol eden kimyasal bir
reaksiyondur (Mann, 2007). Epigenetik islevin bilinen o&ncusidir. Biyolojik
sistemlerde protein ve DNA metilasyonu olarak iki ayri iglevde gorev almaktadir
(Mann, 2007).

e Protein metilasyonu

Protein metilasyonu proteini olusturan aminoasitlerden arjinin ve lizin aminoasitlerine
metil grubunun aktarilmasi ile olusmaktadir. Protein metilasyonu, histon proteinleri
Uzerinde ¢aligiimis ve bu nedenle histon metilasyonu da denilmektedir. Metil gruplari
histon metiltransferazlar (HDAC) enzimleri tarafindan histonlara eklenmektedir.
Metillenen histonlar, genlerin iglevini acgik veya kapali duruma getirerek gen
olusumunu kontrol eder (Grewal, 2004; Nakayama, 2001). HDAC inhibitorlerinin,
farkli biyolojik islevlerede etki etmeleri sebebiyle epigenetik hastaliklar disinda kalan,
spinal muskduler atrofi, Huntington hastaligi, diyabet ve paraziter enfeksiyonlarin
arastinimasinda da kullanildig1 gértulmektedir (Imamura-Takigawa ve ark, 2003;
Colletti ve ark, 2001).

o DNA metilasyonu



Omurgali organizmalarda, CpG (C;sitozin-P;fosfat-G;Guanin) bolgelerine DNA
metiltransferaz enzimi ile bir metil grubunun eklenmesi sonucunda olusmaktadir. DNA
dizisindeki sitozin nikleotidinin 5 numaral karbonuna metil grubu kovalent olarak
baglanir. Omurgali genomlardaki CpG adaciklari olarak bilinen alanlar genellikle gen
promotoér alanlarinda yani gen baslangi¢ boélgelerinde fazlaca yer almaktadir. Ve bu
bolgeler CpG adaciklar tarafindan belirtiimis ve bagdlanma gergeklestirecek
molekdller i¢cin taninma alani olusturmaktadir (Bird, 2003; Baylin ve ark, 1998). Gen
regulasyonunda dnemli gérevleri olan DNA metilasyonunun seviyesindeki azalis
(hipometilasyon) veya artis (hipermetilasyon) farkli patolojik olaylarla sonuglanir
(Carrio ve Suelves, 2015; Kim ve ark, 2009). DNA metilasyonu epigenetik
diizenlemeyle baglantih dnemli bir mekanizmadir. insan kanser hiicrelerindeki
genetik  bozukluklarin  epigenetik  degdisikliklere  sebep  olabildigi de
gosterilmistir. Ornegin, 16semi-destekleyici PML-RAR flzyon proteini, flizyon proteini
icin hedef genlere DNA metiltransferazlar ekleyip ve bdylece epigenetik susturmayi
baslatabilmektedir (Di Croce, 2002). DNA metiltransferaz inhibitéri 5-azasitidin
(Vidaza), son zamanlarda, Miyelodisplastik sendromun tedavisi i¢in bir antitimor ajan
olarak Gida ve ilag idaresi (FDA) tarafindan onaylanmistir. DNA metiltransferaz
aktivitesi, timoér bulylimesinde 6nemli bir isleve sahiptir ve DNA metiltransferaz

inhibitorlerinin aktivitesi, dogrudan DNA seviyesinde analiz edilebilir (Egger, 2004).

DNA metiltransferaz inhibitorleri; Nikleozid sitidin basit bir tirevi olan DNA
metiltransferaz inhibitori 5-azasitidin (Sekil 2), ilk olarak tanimlanmistir (Sorm,
1964). Demetilasyon aktivitesi, daha sonra hucresel farklilagmayi etkileme
yeteneginin bir sonucu olarak kesfedilmigtir (Jones, 1980). 5-Azasitidin, DNA'ya dahil
edilen bir nikleosit inhibitéridir. DNA metiltatransferazlar hem sitozin kalintilari hem
de DNA'daki 5-azasitozin kalintilaridir. Bununla birlikte, 5-azasitozin kovalent
reaksiyon ara maddesinin ¢ézUnUrliGgunu dnler (Santi, 1984). Sonug olarak, hiicresel
DNA metiltransferaz hizla tikenir ve ayni zamanda surekli DNA replikasyonu sonucu
genomik DNA demetilasyona ugrar. 5-Azasitidin, bir riboz nikleosittir ve bu nedenle
DNA'ya dahil edilecek bir deoksiribonUkleosit trifosfata kimyasal olarak modifiye
edilmelidir. TUm 5-azasitidin, bir deoksiribonukleosit trifosfata dontstirilmeden
once, bunun bir kismi, ribozom biyojenezi (Cihak, 1974) dahil olmak Uzere gesitli RNA
fonksiyonlarini etkileyen ve bu nedenle, demetilasyondan bagimsiz hucresel

sonugclara sahip olan RNA'ya dahil edilir (Momparler, 1984).



1.2. Zebularin

DNA metiltransferaz inhibitorleri grubuna en son eklenmis olan, 5-azasitidinin diger
bir turevi olan Zebularin (ZEB)'dir (Zhou, 2002) (Sekil 1. 1). Cesitli kimyasal
degisimlerden sonra, ZEB bir sitozin analogu olarak DNA'ya dahil olur. ZEB, 5-
azacytidine veya decitabine'den daha stabildir ve ayrica daha da az toksik
olabilmektedir. Agiz yoluyla alinan ZEB, saptanabilir demetilasyona sebep
olmaktadir. Ve ciplak kor farelerde tumor buyumesini inhibe ettigi belirlenmistir
(Cheng ve ark, 2003). Bununla birlikte, maymunlarda ZEB oral biyoyararlanimi diisuk
olarak bilinmektedir. Ve ila¢ hentiz klinik calismalarda degerlendiriimemistir (Holleran,
JL). ZEPB'in kanser hicrelerine karsi belirli bir 6zelligi oldugu disunulse de (Cheng
ve ark, 2004), etki mekanizmasi, aza-nukleosit inhibitorlerininki ile benzerdir. Bu
sebeple, ZEB'in demetilasyon aktivitesinin, kovalent enzim yakalamasindan
kaynaklanan DNA metiltransferaz tikenmesinin toksik etkilerinden ayrilmasi da zor
olabilir (Cheng ve ark, 2004).
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Sekil 1.1. DNA metiltransferaz (DNMT) inhibitorleri ve inhibitor sistemleri (Frank,
2005)
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Bir bagska DNA metiltransferaz inhibitoril, 5-azasitidin deoksiriboz analogu olan 5-aza-
2p-deoksisitidin (desitabin)'dir (Sekil 1.1.). Bu bilesigin bir deoksi formunda modifiye
edilmesi gerekmez ve dogrudan DNA'ya dahil edilebilir. Bu nedenle, desitabin 5-
azasitidin'den daha spesifik ve daha az toksik olabilir; Desitabin, ila¢ deney
modellerinde DNA metilasyonu ve antitumor aktivitesinin daha fazla inhibisyonunu
gostermektedir (Momparler, 1984). Decitabine miyeloid malignitelerde tek ajan
aktivitesine sahiptir (Santini, 2001; Leone, 2003). Miyelodisplastik sendrom, akut
miyelojen6z [6semi ve kronik miyelojendz I6semi de dahildir. Decitabine ayrica, toksik
etkiler, 6zellikle nétropenik ates ile miyelosupresyona sahiptir (Issa, 2005). Bunlarin
sebebi DNA ile yakalanmis DNA metiltransferaz proteinleri arasinda kovalent
aduktlerin olusumuyla baglantili olabilir (Juttermann, 1994). Bu toksik etkiler, DNA
metiltransferaz inhibitérleri igin laboratuvar ve klinik verilerin  ¢odunun

yorumlanmasindaki problemlerden birini olusturmaktadir.

Kronik myelojen6z I6semili hastalarda decitabine ile ilgili yeni bir calismada, periferal
kan hucrelerinde DNA'nin ilaca bagli hipometilasyonunun, cevap vermeyenlere gore

yanit verenlerde daha az belirgin oldugu gorulmustur (Issa, 2005).
1.3. Galleria mellonella L. ’nin Biyolojisi;

BlyUk balmumu glvesi G. mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) larval dénemde
zararli etkileri gorilen kelebek turidir. Yumurtalarin acgilmasiyla ¢ikan larvalar
petegin orta ve Ust bolimde tineller bu bdlimlerde yikinti ve déklntller olusturarak
petege zarar gosterirler. TUrln ergin hale gelen bireyleri ise genelde glinesin battigi
zaman dilimlerinde disi bireyler ari kovanlarina girerek bal arilarinin erisemeyecegi
yarik ve deliklere yumurtalarini birakmaktadirlar. Ergin bireylerin petegin Uzerinde
yumurta birakmasi, petek bali ile beslenmesi, petege verdigi zararin beraberinde bu
canh tarl an yetistiriciliine zarar ve ekonomik agidan blylk kayiplara sebebiyet
vermektedir (Oder, 1983, Altingicek ve ark, 2007). Ergin disi bireylerin petekler
Uzerine biraktiklari yumurtalarin 5-10 gun igerisinde agilmasiyla meydana gelen
larvalar arilarin olusturdugu bal mumu, bal arisi larval gomlekleri ve atiklan ile
beslenmektedirler. Besin ve sicaklik kosullarina bagh larval stre¢ 1- 5 ay icerisinde
tamamlanir. Larvalar, pupa evresine gecinceye denk sekiz defa gémlek degistirirler.
Bu degisim gergeklestiginde larvalar pupalagir. ilk zamanlarda agik sari- turuncu
renkte olan pupalar, ergin doneme yaklastikca koyu renk alirlar. Nem ve sicaklik
kosullarina baglh bu donem yaklasik 8 - 10 gun igerisinde tamamlanir. Boylece larvalar

son evre (ergin) dénemlerine girmis olur.



Genelde ergin bireyler geceleri daha ¢ok hareketlidir. Ergin disi ve erkek bireyler
pupadan ¢iktiktan sonra 24 saat icinde ciftlesebilmektedirler. Disi birey bir defada 100
yumurta birakabilir ve disi bireylerin yasam siresince biraktiklar yumurta sayis1 300
ila 600 arasinda degisir. Ergin evrede besin alimi yapamayan bireyler 3-30 gin
yasayabilirler ve yasamlarini gallik alanlarda gegirirler (Ozer, 1961). Laboratuvar
kosullar altinda yetistiriimesi olanakh ve kuiltird kolay olusturulan bir tir olmasi
sebebiyle, G. mellonella toksikoloji, fizyoloji gibi pek ¢ok c¢alisma alani igin model
organizma haline gelmektedir (Altingicek ve ark, 2007). Bu 6zelliginden dolayi cesitli
fiziksel kosullardaki calismalar icin de uygundur (Cymborowski, 2000). Bu tirtn larval
evreleri, boceklerin hem hicresel hemde humoral savunma sistemlerinde uygun

model olusturur (Altuntas, 2011).

G. mellonella’nin sistematikteki yeri su sekildedir;

Alem : Animalia

Sube : Arthropoda

Sinif . Insecta

Takim : Lepidoptera

Ustfamilya : Pyraloidea

Familya : Pyralidae

Altfamilya : Galleriinae

Cins : Galleria Fabricius, 1798

Tar : Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)

1.4. Serbest Radikaller (Oksidanlar)

Oksijenin insan yasami i¢in ¢ok énemli olmasina ragmen, metabolizma sirasinda
uretilen reaktif oksijen turleri insan viucudana zarar verme egilimindedir (Diplock,
1998). Serbest radikallerin olusmasindaki baslica etkenler arasinda, tarim zararlilari
ile micadelede kullanilan pestisitler, UV-radyasyon, canli hicrelerdeki oksijen
metabolizmasi, cevresel Kkirleticiler, tibbi tedavi yollari ve kirlenmis olan sular
gosterilimektedir. Yasamin elzem elemani oksijenin (O2); sliperoksit radikali (O..-),
hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikaline (HO.) donisimu ile toksik etkilere
sebep olmaktadir (Fridovich, 1998). Tekli oksijen (*O, ), slperoksit anyonu (-O2-),
hidroksi (-OH), peroksi (ROO-) ve alkoksi (RO-) serbest radikallerin baglcalaridir
(Kaur ve Kapoor, 2001). Serbest radikaller, yuksek enerjili, sabit olmayan ve

orbitallerinde ¢ok fazla sayida giftlenmemis elektron igeren bilesiklerdir. Ciftlenmemis



olan elektronlar serbest radikallere yuksek reaktiflik kazandirarak protein, lipid, DNA
ve nikleotid koenzimler gibi mekanizmalarin bozulmasina ve zarar gérmesine sebep
olurlar. Bu bozulmalarin yaslanmayi tesvik ettigi, ayni zamanda kardiovaskuler
hastaliklar, ¢esitli kanser hastaliklari, bagisiklik sistemi ve sinir sistemi bozukluklari

gibi pek ¢ok saglik sorununa neden oldugu belirtiimistir (Diplock, 1998).

1.4.1. Superoksit anyon radikali (O -.)

Biyolojik sistemlerdeki en énemli serbest radikaller, oksijenden tlreyen serbest
oksijen radikalleridir ve sekiz elektron bulundurmaktadir. Huicredeki enerji
metabolizmasinda, stperoksit radikalleri, oksidazlar ya da oksidasyon sirasinda bazi
enzimlerin aktivitesi sonucunda olusurlar. SOD enzimi stiperoksit radikallerini inaktive
edebilmektedir. Oksijen atomu, orbitallerinde iki eslesmemis elektrona sahiptir ve
oksijenin bu nedenle serbest radikallerle hizla reaksiyona gerceklestirmesini
saglarken radikal olmayan maddelerde daha yavas reaksiyon gerceklestirmesine
sebep olmaktadir (Kog, 2007). Molekuler oksijenin (O), bir elektron vermesi ile
kararsiz bir yapidaki, superoksit radikali (O2-) olugur Denklem (1.1). Fe ve Cu gibi

gecis metallerinin etkisiyle olusabilirler (Becker ve ark, 1999).
O, +e-— Oy (1.2)

1.4.2. Hidrojen peroksit (H202)

O2-'ye bir elektron transferi veya O-’ye iki elektronun eklenmesi ile hidrojen peroksit
(H202) radikali olugur Denklem (1.2) (Flora, 2007).

207, + 2H* —» O, + H0» (1.2)

Kendi bagina zayif bir oksidan 6zellige sahip olan Hidrojen peroksit ortaklanmamis bir
elektron bulundurmamaktadir. Reaktif oksijen turleri (ROS) kategorisine giren
hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadidi halde, serbest radikal biyokimyasinda
onemli bir role sahiptir. Gegis metalleri veya Fe?* varliginda Fenton reaksiyonu
sonucu, superoksit radikalinin (O2) varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en
onemli ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH) meydana
getirir (Gutteridge, 1995).

10



1.4.3. Hidroksil radikali (OH)

Hidroksil radikali, Haber-Weiss reaksiyonu ve Fenton reaksiyonu sonucunda hidrojen
peroksitten olugsmaktadir, fazlaca reaktif olan oksidan radikalidir. Biyolojik molekuller
Uzerinde etkili olan ve olustugu alanda buyuk zararl etkilere neden olan aktif bir
oksidandir. Yarilanma omru ¢ok kisadir (Kog, 2007). Reaktif oksijen cesitlerinin en
guclusudur ve lipid peroksidasyonunda rol almaktadir. Yag asitleri ve tiyoller gibi
molekullerden proton kopartarak tiyil radikalleri, karbon merkezli organik radikaller,
organik peroksitler gibi yeni radikallerin meydana gelmesine ve sonugta son derece

fazla hasara sebep olmaktadr.

O2ye, ug¢ elektronun transferi ile hidroksil (OH.) radikalleri olusur. H2O, veya O,-,
gecis metalleri ile reaksiyona girerek, (OH.) radikallerinin ortaya ¢ikmasina neden
olabilir Denklem (1.3) (Lloyd ve ark, 1997).

Fe*®*+ O. - Fe*? + O,
(1.3))
Fe*? + H,0, — Fe*® + OH. + OH"

1.4.4. Nitrik oksit (NO) ve nitrojen dioksit (NO2)

Nitrik oksit ve nitrojen dioksit de eslesmemis elektronlari ile birer radikallerdir. NO
(nitrik oksit) ile oksijen ile reaksiyon gergeklestirmesi ve beraberinde NO: (nitrojen

dioksit) olugsmaktadir. Cok gucli ve zehirli bir oksidandir (Gutteridge, 1995).

1.4.5. Singlet oksijen (105)

e Oksijenin eglesmemis elektronlardan birinin verilen enerji ile beraberinde
bulundugu orbitalden baska bir orbitale gecisi veya kendi orbitalinin ters yoninde
yer degistirmesiyle olusur. Bu durumda Oksijenin fazla enerjili ve mutajenik
formudur (Yanbeyi, 1999). Serbest radikaller organizmada, endojen ve ekzojen
olmak Uzere iki sekilde olusmaktadirlar.

¢ Endojen (elektron transport zinciri, endotelyal hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar,
redoks doénguleri, otooksidasyon reaksiyonlari esnasinda ksantinoksidaz ile
NADPH oksidaz gibi enzimlerinin etkisiyle oluganlar)

o Ekzojen (sigara, ilaclar, endUstriyel kirleticiler, diyet, UV 1sik), (Halliwell, 1989).
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CEVRESEL FAKTORLER ENDOJEN FAKTORLER

NS

SERBEST RADIKAL YAPIMI
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Gegis metalleri (Fe*2, Cu*)

Lipid peroksidasyonu Protein Hasari

DNA Hasari

Sekil 1. 2. Serbest radikallerin olusturdugu hasar sonuglari (Antmen, 2005).

Calismalar sonucunda serbest radikallerin, birgok hastaliga neden oldugu
bildiriimektedir (Freeman ve ark, 1982; Carrole, 1987). Vucuttaki c¢esitli dogal
savunma sistemleri, serbest radikalleri kontrol altina alarak reaktif oksijenlerin zararli
etkilerine karsi koyabilmektedir. Bu sistemler birbirlerini tamamlayici gérevdedir
(Tablo 1. 1.) (Diplock, 1998).
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Tablo 1.1. Serbest radikallerin olusturdugu oksidanlar ve antioksidan enzim
mekanizmalari

OKSIDAN ANTIOKSIDAN
Sigara dumani Superoksit dismutaz
Egzersiz Katalaz

Cevre kirleticileri Glutatiyon peroksidaz

Atesli hastaliklar Glutatiyon, Ubikinon,
Radyasyon Selenyum, Urik asit
Coklu doymamig yag asitleri ile zengin o o

E vitamini, C vitamin
bir diyet

iskemi, Karsinojenler B- karoten ve diger karotenoidler

Serbest radikal reaksiyonlari, omurgalilarda imman sistemi hicrelerinden nétrofil ve
makrofaj gibi hicrelerin savunma sistemleri igin gerekli olsa da, serbest radikallerin
fazla olusumu hucre hasari ve olumunu gerceklestirmektedir. Oksijenli yasamin
normal bir agsamasi olan oksidatif reaksiyonlar sonucunda ortaya ¢ikan ROT’lar DNA,
proteinler, karbonhidratlar ve lipidler hiicre yapilarina kovalent baglanarak yapisal
hasar olugtururlar. Olusan reaktif tirevler hiicre zarinin doymamig yag asitlerine (lipid
peroksidasyonu) ve protein bilesimine (protein oksidasyonu) zararll etki
goOstermektedir (Halliwell, 1994; Heinle ve Betz, 1994). Serbest radikaller zar ile
temas kurdugunda, zar ile islevsel etkilesim icerisinde olan enzimler, hormonlar ve

norotransmitterler olumsuz yonde zarar goérmektedir.
1.5. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkisi

Bircok farkli molekil ve bilesik bulunduran hiicre membrani, serbest radikallerden
zarar gormektedir. Membranda yer alan kolestrol ve yag asitlerinin doymamig olan
baglar, serbest radikaller ile hizlica reaksiyon gergeklestirerek lipid
peroksidasyonunu ve drinlerini meydana getiriler (Delibas ve Ozcankaya, 1995).
Lipid peroksidasyonu (LPO), poliansatire yag asitlerinin alfa-metilen gruplarindan
hidrojen atomunun uzaklastiriimasiyla aktiflesmektedir ve poliansature yag asitlerinin
oksidatif hasari lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Serbest radikallerin neden oldugu
lipid peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid peroksidasyonu" da denmektedir
(Akpoyraz ve Durak, 1995). LPO reaksiyonu, toplayici antioksidan reaksiyonlariyla
engellenir veya otokatalitik yayilma reaksiyonlari ile ilerler (Gutteridge, 1995). Lipid

peroksidasyonu, hilcre zarinda yer alan ¢oklu doymamis yag asitlerinin, serbest
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oksijen radikallerin kontrolinde lipid peroksitler, alkoller, aldehidler, hidroksi yag
asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli Grunlere yikilmasi olayidir (Felton ve Summers,
1995). Lipid hidroperoksitlerinin yikimi sonucunda olusan ve biyolojik olarak aktif olan
aldehidler ya hiicre dizeyinde metabolize edilirler ya da baslangictaki etki yerlerinden
yayllmis olup hucrenin diger kisimlarina hasari yayarlar. MDA yag asidi
oksidasyonunun kantitatif bir indikatorudur ve lipid peroksidasyonunun sevesiyle iyi
uyum igerisindedir. MDA lipid peroksidasyonunun son drinu olan bir aldehid olup
oksidatif stresin seviyesi ile orantili miktarida artmaktadir (Suwalsky ve ark, 2001).
Olusan MDA, hicre zarlarindaki iyon aligverisine etki gdstererek hiicre zarindaki
bilesiklerin capraz baglanmasi, iyon gegcirgenliginin ve enzim aktivitesinin
farkhlasmasi gibi olumsuz sonuglar meydana getirir. Bu nedenle biyolojik materyalde
malondialdehit miktarinin belirlenmesi lipid peroksit seviyelerinin indikatori olarak
kullanilir (Dizglner, 2005). Lipid peroksidasyonuna karsi boceklerin duyarliliklari
oldukga yuksek seviyededir, ¢lnkl lipidler kolesterol ve esansiyel hliicre memran
bilesenlerinin yapi taglarini olusturur ve fizyolojik islevlere sahiptirler (Downer, 1986).
MDA miktarindaki artis bize, boceklerdeki lipid peroksidasyonu dizeyi ile ilgili
sonuglari gostermektedir (Krishnan ve ark, 2009).

1.6. Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkisi

DNA'y! etkileyen serbest radikaller mutasyon olusumuna sebebiyet verir. Hidroksil
gibi serbest radikal bilesiklerinin DNA bazlari Gzerindeki etkisi ¢cok fazladir ve geri
doénisimi olmayan degisikliklere sebep olmaktadir (Marnett, 2002). Calismalarda
vicaittaki lipid peroksidasyonu ve serbest radikallerin mide Ulserine ve kanserine
neden oldugu bulunmustur (Kanter ve ark, 2005). DNA hasari serbest radikallerden
dolay! her daim kag¢inilmazdir. Olusan hasarlar dogal DNA onarici mekanizma ile
onarilmaya calisiimaktadir. Fakat cevresel faktorler, zararli aligkanliklar (sigara, alkol
vb), yanhs ve dizensiz beslenme, stresli yasam kosullari nedeniyle dodal onarim
sistemimiz artan hasarlari onarmada etkisiz kalabilir. Bdylece duzeltiliemeyen hasarlar
cesitli hastaliklar, kanser veya apoptosis ile sonuclanabilmektedir (D6nmez ve ark,
2008)

Serbest oksijen radikalleri, viicutta daimi bir sekilde olusturulurlar ve buna karsi olarak
antioksidan savunma mekanizmalar tarafindan yok edilirler. Bu dizenli iglev
sisteminin bozulmasi sonucunda, serbest oksijen radikallerinde artis ve hiicre hasari

meydana gelir; bu olusuma “ oksidatif stres “ denir (Sekil 1. 3.). Ginumuzde birgok
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farkli hastaliga, zihnin ve vicudun yaglanmasina, oksidatif stresin sebep oldugu ifade
edilmistir (Halliwell,1991; Halliwell, 1994).

Serbest radikal Gretimi Serbest radikal uzaklastinimasi

OKSIDATIF
STRES

Hasarl Lipidler Hasarli Proteinler DNA Hasari

Sekil 1. 3. Oksidatif stres olusumu

Oksijenli solunumda daimi olarak olusabilen ROS; UV-radyasyon, ozon, sigara,
ilaclar, pestisitler gibi kimyasal etkenlere maruz kalinmasindan dolayida hticre ve
dokularda olusur (Davies ve Dean 1997). ROS hucrede oksidatif hasara sebep olup,
bdylece bozulmalara ve yaslanmaya neden olmaktadir (Orr ve Sohal 1994; Hermes
ve Zenteno, 2002). Duslk seviyelerdeki oksidatif DNA hasari en disuk hata payi ile
etkin bir bicimde onarilabilmektedir. Fakat DNA onarim enzimleri ile DNA polimeraz’in
oksidatif stres sonucunda hasara ugramasi, duzgin replikasyon ile transkripsiyon
olusumunu disirmektedir. DNA'daki oksidatif hasar, canhlik sureci ile uyusmayan
yuksek seviyelere vardiginda ise apoptosis ile sonuglanmaktadir (Burgak ve Andican,
2004).

1.7. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin canli viicudunda yol actigi hasari ortadan kaldirmak ve olusacak
hasari 6nlemek igin ¢esitli mekanizmalar bulunur. Canh vicudunun en temel ve
onemli savunma mekanizmasi antioksidanlardir. Vicuda zararli sonuglari olan
serbest radikallere ve oksidatif strese kargl savunma godsteren suda veya yagda
¢dzlunebilen yasamsal biyomolekdllerdir. Bu sisteme ‘antioksidan savunma sistemleri’
sistemin kullandig1 molekdllere ise ‘antioksidanlar’ denmektedir (Nice,1997). Serbest

radikallerin saldirisindan sonra hucreler, DNA‘y1 onarabilen, lipid hidroperoksitleri
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metabolize eden ve hasarli proteinleri yikabilen sistemler igerirler. Bu sistemlerden

biri olan antioksidanlarin genel olarak etkilerine bakildiginda; (Datsenko, 1996)

a)Toplayici etki b) Bastirici etki c) Zincir kirici etki d) Onarici etki (Halliwell ve ark,
1992)

1.7.1 Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak lzere iki kategoriye ayrilmaktadir (Tablo 1.
2.) (Aydemir,2009; Sen, 2011). Endojen ve eksojen antioksidanlar, oksidan-
antioksidan dengesini korumak icin, serbest radikallerden vicudu korumak ve

radikalleri etkisiz hale getirmek icin kullanilirlar.

Tablo 1. 2. Antioksidanlarin Siniflandiriimasi

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR NONENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR
(Birincil) (ikincil)
Siperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit a-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Albumin Seruloplazmin

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

VITAMIN ANTIOKSIDANLAR ILAC OLARAK KULLANILAN EKSOJEN
(ikincil) ANTIOKSIDANLAR

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopurinol,
oksipurinol, pterin aldehit, tungsten)

a-Tokoferol (Vitamin E)

B-karoten (Vitamin A) Rekombinant sliperoksit dismutaz
Askorbik asit (Vitamin C) Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar
Folik asit (Vitamin B9) (GPx aktivitesini artiran ebselen ve

asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar
(mannitol, albiimin)

Demir redoks dongusu inhibitorleri
(desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1), Barbitiratlar,
Demir selatorleri

Birincil ve ikincil gruptaki antioksidanlar, olugmusg olan serbest radikallerle reaksiyon
olusturup, bu radikallerin daha zararli hale déntusmelerini ve yeni olusacak radikallerin
olusmasini engelleyen bilesiklerdir (Diplock, 1998). Birincil enzim sistemleri (sod, cat,

glutatyon peroksidaz gibi) serbest radikalleri yok etme yetenegindedir. Genel anlamda
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serbest radikallerin DNA, proteinler ve lipidler gibi hucresel bilesenlere zarar
vermesini sinirlandirmak sartiyla hicreler arasi gegisini de engelleyebilmektedirler
(Diplock, 1998). C vitamini, E vitamini, trik asit, bilurubin ve polifenoller gibi ikincil
enzimler ise; Genelde radikal zincir reaksiyonlarini pargalayan ve oksijen radikalini
tutan bilesiklerdir (Ou ve ark, 2002).

1.8.Enzimatik Antioksidanlar

1.8.1. Suiperoksit dismutaz (SOD)

Siperoksit dismutaz (SOD), ROT’lara karsi 6ncll antioksidan enzimdir. SOD,
superoksit molekulinin hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene dismustasyonunu
katalizler Denklem (1.4) (Young ve Woodside, 2001).

Oy + 0y +2H'_SOD, H,0; + O (1.4)

Bu enzim ile rediktif detoksifikasyon olustugunda, her O, .- radikali igin bir H.O-
molekllu olugsmakta ve farkh hucresel indirgeyiciler, 6rnegin NADPH tuketilmektedir
(Benov,1998; Fridovich, 1989). Bu dismutasyon tepkimesi superoksit radikalinin
katyon ve anyon formlarinin ayni oranda oldugu pH 4,8de kendiliginden de
olugsabilmektedir. Ancak, fizyolojik sartlarda pH'nin 7,35-7,45 arasinda oldugu
durumda tepkime daha yavas olusacaktir (Memisogullari, 2005). SOD, aeorobik
canhlarda bulunmaktadir ve memelilerde (g tipi vardir. Bunlar sitozolde bulunan
dimerik Cu ve Zn iceren Cu-ZnSOD, extraselular etki gésteren ECSOD ve mitokondri
de tetramerik Mn iceren Mn-SOD izomerlerdir. SOD’un Fe igeren izomeri Fe-SOD ise
yalnizca mikroorganizmalarda ve bazi bitkilerde bulunmaktadir. SOD’un tim cesitleri

superoksitin dismutasyon reaksiyonunu katalizleyebilirler (Buettner ve ark, 2006).

1.8.2. Katalaz

Katalaz (CAT) molekul agirligi yaklasik olarak 248,000 Dalton olup, ¢ogu hicre
formunda cesitli konsantrasyonlarda yer alan, dért tane hem grubu bulunduran bir
hemoproteindir. Bu enzimin en édnemli islevi hidrojen peroksiti, molekiler oksijen ve
suya katalizlemektir Denklem (1.5) (Yanbeyi, 1999; Akkus, 1995).

2H,0 CAT 2H, 0+ 0, (1.5)

Katalaz enzimi daha c¢ok peroksizomlarda sinirlidir ve macromolekdlld lipid
hidroperoksitlerine etki gostermez. CAT’in gdsterdidin indirgeyici aktivite hidrojen

peroksit ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kiicik molekillere karsidir. CAT, kan,

17



mukoz membranlar, karaciger, kemik iligi ve bobreklerde fazla miktarda yer
almaktadir (Scibior ve Czeczot, 2006). H.0. kuvvetli bir oksidandir, bitki dokularinda
yer almasi herbivor canlilarin gelismesinde ve hayatta kalabilmesinde tehlikeli etki
gOstermektedir (Cadenas, 1989; Fridovich, 1989). H,O. ile aminoasitlerin
dekarboksilasyonu tiyollerin oksidasyonuna sebep olarak protein enzim ve
glutatyonlarin islevleri bozulmaktadir (Slump ve Schreuder, 1973; Berlett ve ark,
1990). Bu radikal DNA, membran lipidleri ve esansiyel hiicresel yapitaslari ile tepkime
gerceklestirir (Halliwell ve Gutteridge, 1984; Fridovich, 1989). Katalaz enzimi
hicrelerin savunmasinda SOD enzimi ile beraber 6énemli bir iglev Ustlenmektedir
(Kota ve Misra, 2005).

1.8.3. Glutatyon S-Tranferaz

Glutatyon S-Tranferaz (GST), ¢ok substrath bir enzimdir (Anton ve ark, 1990).
Memelilerde, boceklerde, baliklarda, kuslarda, annelid, mollusk ve birgok
mikroorganizmada GST enzimi, yer almaktadir (Habig ve ark, 1974). Glutatyon S-
transferazlar katalitik ve katalitik olmayan birgok islevde rol oynar. GST’ler hem
detoksifikasyon gergeklestirirler hem de hlcre i¢i baglayici ve tasiyici igleve
sahiptirler. GST'ler, karacigerde sitokrom P450 enzim tarafindan reaktif ara Grtinlere
cevrilen yabanci maddelerin daha az reaktif konjugatlara gevrilmesini
katalizlemektedirler (Ozbey, 2009). GST'ler boceklerde toksiklerden korunmada rol
oynayan detoksifikasyon enzimlerinin byuk bir ailesidir (Yu, 2004). Béceklerin bir¢cok
farkli yabanci bilesiklerle kargilasmasi sonucu, bu bilesiklerin zehirliliginin
uzaklastirimasinda ve bdcegin buna karsi diren¢ gelistirmesinde, ayrica hicresel
membranlarin oksidatif hasarlara kargi korunmasini saglamada GST enzimi énemli
bir role sahiptir (Yorulmaz ve Ay, 2010). Glutatyon S-transferazlarin (GST) indirgeme
islevi, hicre bilesenlerini lipid peroksidasyonundan korumaktadir. Lipid
peroksidasyonunun aldehit yapida trlnleri olan 4-hidroksi alkenaller, GSH ile beraber
calisirlar. GST’ler dogal koruyucu olugsumlardan biri olarak ta bilinen herbisid, pestisid,
antikanser ilaglar, kimyasal kanserojenler ve cevresel Kirlilikler vs. elektrofilik
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda da guUgli bir iglev gerceklestirirler. GST,
E.coliden memelilere kadar pek ¢ok organizmada yer alip insan, sigan, fare, sigir,
gibi hayvanlarin karaciger, eritrosit, akciger, plasenta ve barsak mukozasindan izole

edilerek incelemeler yapiimigtir (Gyamfi ve ark, 2004).
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Laboratuvar

Konak kdltiriin olusturulmasi igin 1,93 x 2,40 x 3,00 m? boyutlarinda yapilmis bir oda
kullanilirken, doz uygulamalari, gerekli élgtimlerin ve deneylerin yapilmasi i¢in ayri bir
oda, laboratuvar olarak kullanildi. Laboratuvardaki bu odalarda béceklerin devamlihigi
ideal ortam olan, 25 + 2°C sicaklik, %60 + 5 bagil nem ve 12: 12 saat A: K (Aydinlik:
Karanlik) fotoperiyot kosullari altinda saglandi. Bu kosullarin olusturulmasi ve takip
ettirilimesinde elektrikli 1sitici, nem cihazi (icerisindeki su iki glinde bir degistirilerek )
kullanildi. Odalarin sicakhdr ve bagil nemi dizenli olarak maksimum-minimum

termometre ve higrometre ile takip edildi.
2.2. Konak Stok Kiultir

Deneylerde kullanilan konak kiiltir Kocaeli Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji BolumU Hayvan Fizyolojisi laboratuvarinda bulunan G. mellonella ile
olusturdu. (Sekil 2.1.) 25 + 2°C sicaklik, %60 + 5 bagil nem ve 12: 12 saat A: K
(Aydinlik: Karanlik) fotoperiyot kosullari altinda en ¢ok 3 disi ve 3 erkek G. mellonella
erginlerinin 1 Itlik kavanozlara konulmasi ve besin ihtiyaclarini karsilamalari igin
kavanoz igerisine 5 g dogal olarak kararmis petek birakilarak stok kaltir olusturuldu.
Bu kavanozlarin agizlarina hava devir daimini saglayacak sekilde bir bez 6rtl koyuldu
ve lastik gegcirildi. Larvalar olustugunda bez drtiiden disariya ¢ikip kagmasini 6nlemek
amaciyla Uzerinde delikler bulunan kavanoz kapaklari ile kapatildi. Olusturulan kalttr
kavanozlarina tarih atildi. Kultdrdn olusturulmasinda yaklasik 10- 15 gin sonra digi
G. mellonella tarafindan birakilan yumurtalarin agilmasindan sonra birey
yogunluguna bagh olarak belirli araklilarla belli bir dlgtimde (bal, saf su, gliserin, kepek
ve petek karisimi) hazirlanmis olan besin kavanozlara eklendi. Kavanozlardaki
bireyler yogunluklarina gore ayri ayri kavanozlara bollnerek, belirlenen gunlerde
onceden hazirlanmis olan besin karigimi ile beslendi. Bu kavanozlardan belirli boyuta
gelmig larvalar, toplanarak birey sayisi cok fazla olmayacak seklide kolay pupa haline
gelebilmeleri igcin kavanozlara alinip igersine merdiven seklinde katlanmis teksir

kagidi konuldu, delinmis olan kapaklar ile kapatildi, kavanozlara tarih atildi.
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Ve bdylelikle gegen sire icerisinde ergin hale gelmis olan kelebekler ile stok kultlrin

devami suksesif kulturan olusturulmasi saglandi.

a

larva ' pupa

olgun erkek olgun digi

Sekil 2. 1. Galleria mellonella’nin larva, pupa, olgun erkek, olgun disi birey formlari

2.3. Konak Suksesif Kultir

3 disi ve 3 erkek G. mellonella ergininin 1 It'lik kavanozlara konulmasi ve besin
ihtiyacglarini karsilamalari icin kavanoz igerisine 5 g dogal olarak kararmis petek
birakildi. Bu kavanozlarin agizlarina hava devir daimini saglayacak sekilde bir bez
ortd koyuldu ve Uzerinde delikler bulunan kavanoz kapaklari ile kapatildi. Konak
suksesif kultlru, konak stok kiltlrd ile ayni kogullar altinda (25 + 2°C sicaklik, %60
1 5 bagil nem ve 12: 12 saat (A: K) fotoperiyot) tutuldu. Beginci gliniin sonunda disi
ve erkek G. mellonella kavanozdan alindi. Béyle hazirlanmig olan konak suksesif
klltir kavanozlarina birey yogunluguna bagh olarak aralikli glinlerde sentetik besin
verildi. Sentetik besin icin (Bronskill, 1961), tarafindan sunulan sentetik besinin, (Sak
ve ark, 2006) tarafindan kepek miktari dedistiriimis 6l¢isi kullanildi (Tablo 2. 1.).
Bdylece olusturulan yumurta, larva, pup ve erginler stiksesif kultirtn strdUrtlmesinde

ve deneylerin yapilmasinda kullanildi.
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Tablo 2.1. Sak ve ark., tarafindan besin modifiyesi

Bronskill Besini Kullanilan Sentetik Besin
Ufalanmis Petek 200 g 2009
Kepek 500 ¢ 860 g
Sizme Bal 150 ml 150 ml
Gliserin 300 ml 300 ml
Saf Su 150 ml 150 ml

2.4. Deney Gruplarinin Hazirlanmasi

ZEB'in, nlkleozid analoglari ailesindeki demetilasyon ajanlari listesine en son
eklenendir. ilk olarak 1961'de sentezlenmis ve antitimér 6zelliklere sahip olan bir

sitidin deaminaz inhibitéri olarak tanimlanmistir.

Sonrasinda ise DNMT inhibitori, DNA metilasyonunu inhibe ederek ve susturulmus

genleri yeniden aktive etmektedir (Christine ve ark, 2010) .

ZEB anti-kanser tedavisinde timaor bluylimesini engelleyen ve epigenetik calismalarda

kullanilan bir ilagtir.

Zebularin’in kimyasal formuli (CoH12N20s) olup, molekul agirh ise 228,20 g’dir (Sekil
2. 2.) (Anica ve ark, 2012).

|
HO D//J“‘rq

.

H OH

Sekil 2. 2. Zebularin’in yapisal formala
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2.4.1. Zebularin uygulamasi

G.mellonella’da ZEB uygulamasi yapilirken, proje bltgesinden yararlanilarak Sigma
Aldrich — Merck firmasindan alinan ZEB, steril saf su i¢erisinde ¢ézdurtlerek (0,25),
1,4, 8, 16, 32 mg/ml farkh doz konsatrasyonlarinda hazirlandi. Laboratuvar ortaminda
yetistiriimis olan G. mellonella larvalarindan 0,20 mg agirhginda secilerek, larvalarin
buz kaseti Uzerinde hareket etme fonksiyonlari yavaslatildi. Sonrasinda bu larvalara
arka (sag veya sol) herhangi bir bacak bdlgesinden hamilton marka siringa yardimi
ile 10 pl ZEB uygulamasi yapildi. ZEB topikal aplikasyon yontemi uygulanarak verildi
(Kaethner, 1992) (Sekil 2. 3.). ZEB uygulamasi yapilan bu larvalardan 24 saat

sonrasinda hemolenf toplamasi yapildi.

Sekil 2. 3. Zebularin’in uygulamasi

2.4.2. Hemolenf alma ve saklama

Farklh doz konsantrasyonlarinda ZEB uygulanmis olan G. mellonella son evre
larvalarina doz uygulamasi yapildiktan, 24 saat sonrasinda ise hemolenf érneklerinin
alimi yapildi. Alinan larvalar birka¢ kez distile suda yikandiktan sonra hareket

yeteneklerinin azalmasi icin kisa bir sure buz kasetler Uzerinde bekletildi.

Hemolenf almak igin larvalar Gglincl 6n bacak boélgesinden ince uglu igne ile delindi.
Her bir birey igin 10 pl hemolenf mikrokapiller tip ile ¢ekildi. Hemolenfler iginde ¢ok
az bir miktar feniltiyoire (N-phenlythiourea (Sigma)) bulunan tlplere aktarilarak,
analizler yapilincaya kadar —20°C bekletildi. TUplerin tarih, doz ve ¢ekilen hemolenf
miktari ile etiketlenmesi yapildi. Bir deney serisinin her tekrarinda 10 birey olacak

sekilde hemolenf alindi.
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2.4.3. Antioksidan enzim aktivitesi ve MDA miktari

Tdm antioksidan enzimlerin aktivitesini 6lgme ve MDA miktarini belirleme iglemleri
laboratuvarda yetistirilen G. mellonella son donem larvalari ile projenin ayirmis oldugu
bitce ile tedarik edilen ((Cayman Chemical, (SOD, 706002), (GST, 703302), (MDA,
(700870)) deney kitlerinin deney prosediri uygulanarak ELISA cihazinda yapildi.

2.4.3.1. Protein tayini

Deneyler de kullanilanilan G. mellonella’nin larva formlarinda ki protein miktarini
belirlemek icin, Bradford yontemi (Boya - Baglama veya Coomasie brilliant blue)
kullanildi (Bradford, 1976). ELISA cihazi ile okuma yapilarak protein miktari belirlendi.
-20°C’de bekletilen hemolenf érnekleri bulundugu ortamdan alinarak ¢ézdurildu ve
deney igin gerekli olan miktarlar alinip ependorf tlpler icerisine aktarildi ve énceden
hazirlanilan homojenizasyon ¢Ozeltisinden 98 pl alinarak, kullanima hazir PMSF’den
2 ul alinip birbiri igerisinde ¢oézdurildu ve bu tampon her zaman deney éncesi taze
hazirlandi. Tapler icerisine alinan o&rneklere gerekli miktarda homojenizasyon
tamponu ((w/v 1.15% KCI, 25 mM (potasyum dibazik) K:HPO4, 5 mM etilen-
diaminetetraasetik asit (EDTA), 2 mM fenil metil silfonilflorid (PMSF)) konularak
sulandirma yapildi. Hazir hale gelen érnekler, 700-1000xg 10 dak. 4°C’de santrifij
edildi. Santriflij edilmis 6rneklerin slipernatantlarindan deneylerde kullanilacak olan
miktarlari, tlplere alinarak +4°C’de bekletildi. Ayni zamanda protein miktarini
belirlemek icin, santrifilj sonrasi deney icin ayrilmis supernatantlardan ayri olarak,
tipler igerisindeki geriye kalan supernatantlarin gerekli kadari alinarak mikroplaka
kuyucuklarina, 1 mcl eklendi ve sadece 6rnek kuyucuklar igin, 4 yl homojenizasyon
buffer ile tamamlandi. Kérin (Blank) bulundugu kuyucuga ise sadece 5 ul
homojenizasyon tamponundan eklendi. Daha sonra her bir kuyucuga ayri ayri 200 pl
coklu pipet yardimiyla Bradford sollisyonu, kuyucuklara duvar kisimlarindan aktarildi
ve kuyucuklarin icerisinde kabarcik kalmamasina dikkat edildi. ELISA cihazinda 595
nm dalga boyunda bekletiimeden érneklerin absorbanslari belirlendi. Belirlenen bu
degerler ve sulandirma katsayilari y = 0,202x + 0,011 denklemine gore hesaplanarak,
proteinlerin miktarlari belirlendi. (x absorbans degeri) Bu protein degerine bagl

kalinarak deneyler yapildi.
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Protein tayini yapilirken stardart egri hazirlamada bagh kalinan ve buna gore standart

egdri hazirlanan absorbans 6rnegi; Sekil (2. 4.)

1.2
y = 0.0098x + 0.0371

11 R? = 0.9865

0.8
0.6 -

0.4

ABS. at 595 nm

0.2
0

0 20 40 60 80 100 120
BSA. conc.

Sekil 2. 4. Sigir serum albuimin (BSA)

2.4.3.2. Katalaz aktivitesi

G. mellonella’daki CAT aktivitesini dlgmek icin, calisma prensibi (Chance ve Maehly,

1955) tarafindan belirlenen yéntem uygulandi. Katalaz aktivitesini dlgimi ELISA

cihazinda 240 nm dalga boyunca belirledi. Deney oncesi 6n hazirlik asagida

belirtildigi gibi yapildi.

Fosfat ¢ozelti (50 Mm KPO,): KH,PO, (Potasyum fosfat monobazik) + K,HPO,
(Potasyum fosfat dibazik). ilk olarak 0,680gr KH,PO, tartildi. Ve bir cam sise
icerisinde 100 ml distile su ile ¢ézdurildi. Ayni sekilde 0,871 gr Ko:HPO, tartilarak,
100 ml distile su tamamlandi. Baska bir cam sise icerisinde, hazirlanilan bu
cozeltiler 1sitici ve manyetik karistirici (RCT basic) Uzerinde birlegtirilip, ph metre
ile okuma yapilarak yapilan fosfat tamponun sicakhgr 25°C, pH:7,0 oluncaya
kadar mono bazik ve dibazik sollisyonlar titre edilerek hazirlandi. Daha sonra
fosfat tamponunu hazirlayacagimiz cam sise aliminyum folyo ile 1sik almayacak
bir sekilde +4°C’de saklandi.

Hidrojen peroksit (H20,): 30 mM H,O; hazirlamak igin, ilk olarak 6,8 pl hidrojen
peroksit ve 1993,2 ul daha 6nce hazirlanan fosfat tamponundan alinip, falkon bir
tup icerisine koyularak hazirlanir. Hazirladigimiz solisyon 1sik almayacak bir

sekilde aliminyum folyo ile kapatilan tipte tutuldu.
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e Deney yapllirken falkon tlp buz kaseti Gzerinde tutuldu ve sadece 1 saat stabil
oldugu icin taze hazirlanarak kullanildi.

Katalaz Deneyi asagida belirtildigi gibi yapildi;

Baslangicta Bradford yontemi ile 700-1000xg 10 dak. 4°C’de deney 6rnekleri santrifij
yapilarak protein degerleri 6l¢ildi. Ve bu degerler deneyler i¢in standart kabul edilip
ona goére bu degerler ile deneye baslandi. Deney; (Chance ve Maehly, 1955)
tarafindan, katalazin hidrojen peroksiti, su ve molekiler oksijene yikim hizinin

hesaplandigi ydntem uygulanarak yapildi.

o Bradford yontemi ile santriflij yapilarak, supernatantlari elde edilmis olan larval
hemolizatlar deney yapilana kadar +4°C’de saklandi. Bu deneyde kuvars kuvet
kullanilarak aktivite dlgimu yapildi.

e cerisinde Kér (blank) ve érnek bulunan iki ayri kuvars kiivet kullanildi. Kor kiivet
icerisine 1800 pl fosfat tamponu ve 100 yl hidrojen peroksit (30 mM), érnek yerine
ise ne kadar ornek kullanicaksak o kadar distile su koyuldu. Hazirlanan kor
okutulup, ardindan 6rnegimizin ((900 ul fosfat tamponu + 100 ul H202 (30 mM) +
ornek hacmi (larval homizatlar)) hazirlandigi kivet okutuldu. Her okumada kor
yeniden hazirlandi.

e Okuma zamani 3 dakika olarak tanimlandi. UV absorbans Spektrofotometre de,
240 nm dalga boyunda kinetik okutma yapildi. Okuma sonrasinda 240 nm’de
azalan substrat (H2O2) pargalanmasini gosteren absorbans &lguldi Denklem
(2.1). Katalaz Aktivitesi ve Spesifik Aktivite;

Aktivite= AOA240 x DF1x DF2 (toplam hacim)
0,00394 (6rnek hacmi )

(2.1)
Spesifik Aktivite: aktivite

1 ml/ dk protein miktari

2.4.3.3. Superoksit dismutaz aktivitesi

G. mellonella‘daki Superoksit Dismutaz (SOD) aktivitesini 6lgmek igin, ¢alisma
prensibi (McCord ve Fridovic, 1969) tarafindan belirlenen yénteme gore belirlenmig
olan ve projenin ayirmis oldugu butce ile tedarik edilen Cayman Chemical,
(SOD,706002) kit araciligiyla ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda okuma yapildi.
Kit iceriginde de bahsedilen deney dncesi 6n hazirlik asagida belirtildigi gibi yapildi.
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Deney tamponu: Deney Kiti icerisinde hazir bulunan deney tamponundan, 3ml
cozelti ile 27 ml HPLC suyu ile seyreltildi. Seyreltiimis deney tamponu radikal
belirleyiciyi hazirlamak icin tekrar kullanildi. Deney c¢dzeltisinin seyreltik hali
+4°C’de tutulmak kosulu ile en c¢ok 2 ay stabildir. Hazir haldeki ¢ozelti
kullaniimadigi sirede -20°C’ye kaldirildi.

Ornek tamponu: Hazir halde bulunan érnek tamponunu 2 ml'si ile 18 ml HPLC
suyu, 96 6rnek kuyucugu belirlemek igin seyreltilerek hazirlandi. Seyreltiimis olan
ornek tamponu +4°C’de en ¢ok 6 ay stabildir. Hazir haldeki ¢ozelti kullaniimadigi
surede -20°C’ye kaldirildi.

Radikal belirleyici: 250 pl tetrazolium tuz iceren solusyon kullaniimadan énce 50
Ml igin 19,95 ml ile daha 6nce seyreltiimis olan deney tamponu ile tekrardan
seyreltilerek hazirlandi. Seyreltik bu radikal belirleyici sadece 2 saat boyunca
stabildir ve 1sik almayacak sekilde aliminyum ile folyo sarilarak -20°C’de tutuldu.
Her deneyde taze olarak hazirlandi.

SOD Standart: 100 pl bovin eritrosit SOD (CU/ Zn) iceren enzim sadece her deney
Oncesi standart egri hazirlamada kullanildi. Bu enzimde -20°C’de tutuldu. Deney
sirasinda enzim mutlaka buz kasedi lizerinde tutuldu. Bu enzim ¢6zildikten sonra
en ¢ok iki kez dondurulabilir.

Ksantil oksidaz (XOD): Kit igerisnde hazir olarak 150 pul ksantil oksidaz
bulunmaktadir. Ksantil oksidazin 50 ul si ile 1,95 ml daha dnce seyreltiimis olarak
hazirlanan 6érnek tamponu ile ¢oézdurilir. Cozdirilen ksantil oksidaz, 1 saat
boyunca dayanikli haldedir.

Sod standartinin hazirlanmasi: 20 pyl SOD standarti 1,98 ml 6rnek tamponu ile
saflastirilarak SOD stok c¢ozeltisi hazirlandi. Steril olmus test tlpleri alinarak,
A'dan G'ye kadar tiplerin Gzerine harflendirme yapildi. Kullanilan miktarlar Tablo
2. 2'de belirtilmistir.

SOD standart kuyucuklar: Diltie olmus 200 ul radikal dedektér ve 10 pl standart
A-G tlplere konuldu.

Tablo 2. 2. SOD standartlari

Tiip SOD STOK pl ORNEK TAMPONU SON SOD AKTIVITESI
A 0 1.000 0

B 20 980 0,005

C 40 960 0,010

D 80 920 0,020

E 120 880 0,030

F 160 840 0,040

G 200 800 0,050
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Standart egri grafigini olusturmak igin Tablo 2. 2.'deki sekilde stok ve standart SOD

¢ozeltilerindeki miktarlar kullanildi.
SOD Deneyi asagida belirtildigi gibi yapildi;

Baslangicta bradford yontemi ile 700-1000xg 10 dak. 4°C’de deney drnekleri santrifij
yapilarak protein degerleri 6l¢ildi. Ve bu degerler deneyler icin standart kabul edilip
ona gbre bu degerler ile deneye baslandi. Deneyde analizlerin belirlenecegi, ELISA
cihazina yerlestirilcek olan mikroplaka kuyucuklarin igerisine hazirlanmis olan 200 pl
seyreltik radikal belirleyici ve érnegimizden 0,5 pg koyuldu. Orneklerimiz, drnek

tamponu ile seyreltildi.

e Deney icin olusturulan bu kuyucuklarin her birine 20 pl ksantil oksidaz koyuldu.
Bu islem hizli bir sekilde, karanlik ortamda yapildi.

e Orneklerimizin bulundugu mikroplaka, kapagi kapatilarak alliminyum folyo ile 1sik
gecirmeyecek bir sekilde kapatildi.

e Mikroplaka 30 dakika slresince shaker da, 25°C’de ¢alkalandi. Daha sonra 440-
460 nm dalga boyunda, ELISA cihazinda okuma yapilarak absorbans belirlendi.

Hesaplama yapilirken; Kontrol ve deney gruplarinin SOD Aktivitelerinin hesaplamasi
y=45,117x+0,9917 R2 =0,9988 formlu ile belirlendi Sekil (2. 5.).

3,5

y =45,117x + 0,99
5 )7/0

2,5

c 2
o
g /
«~ 1,5
)
o}
c /
_I 1

0,5

0 T T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

SOD aktivitesi(U/ml)

Sekil 2. 5. SOD standart egrisi
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Denklem (2.2) kurularak 6rneklere ait enzim aktivite analizleri yapildi.

SOD(U/mI) =[

2.2)

ornek LR-y-kesisim noktasi 0,23
= X
egim 0,01

x 6rnek dilisyonu

2.4.3.4. Glutatyon S-Tranferaz aktivitesi

G. mellonella‘daki GST aktivitesini 6lgmek igin, calisma prensibi (Habig ve ark, 1974)

tarafindan belirlenen ydnteme gdre belirlenmis olan ve projenin ayirmis oldugu bitce
ile tedarik edilen Cayman Chemical, (GST,703302) kit araciligiyla ELISA cihazinda

340 nm dalga boyunda okuma yapildi. Kit igeriginde de bahsedilen deney 6ncesi 6n

hazirlik asagida belirtildigi gibi yapildi.

GST deney tamponu: Deney Kiti icerisinde hazir bulunan deney tamponundan,
10ml ¢ozelti ile 27 ml HPLC suyu, ornek kuyucugu belirlemek igin seyreltilerek
hazirlandi. Deney tamponunun seyreltik hali en ¢ok 2 ay stabildir. Bu yuzden
+4°C’de tutulmak kosuluyla kaldirildi. Hazir haldeki ¢ézelti kullaniimadigi stirede
-20°C’ye kaldirild1.

GST o6rnek tamponu: Ornek tamponundan 5 ml si ile 5 ml HPLC suyu, 6rnek
kuyucugu belirlemek icin seyreltilerek hazirlandi. Seyreltilmis olan érnek tamponu
+4°C’de en ¢ok 1 ay stabildir. Hazir haldeki ¢ozelti kullaniimadigi strede -20°C’ye
kaldirildi.

GST kontrol enzimi: Solusyon kullaniimadan énce 10 pl igin 190 ml ile daha dnce
seyreltilmig olan deney tamponu ile tekrardan seyreltilerek hazirlandi. Seyreltik bu
enzim sadece 4 saat boyunca stabildir ve -20°C’de tutuldu.

GST glutatyon: Direk kullaniimaya hazir halde oldudu i¢in deney igin gerekli kadari
alindi ve tlp icerisine koyuldu, kalan kismi -20°C’de saklandi.

GST CDNB: Direk kullaniimaya hazir halde oldugu igin deney icin gerekli kadari

alindi ve tlp icerisine koyuldu, kalan kismi -20°C’de saklandi.

GST Deneyi asagida belirtildigi gibi yapildi;

Baslangicta bradford yéntemi ile 700-1000xg 10 dak. 4°C’de deney ornekleri
santrifllj yapilarak protein degerleri l¢tildi. Ve bu dederler deneyler icin standart
kabul edilip ona gdre bu degerler ile deneye baslandi.

Deneyde analizlerin belirlenecegi, ELISA cihazina yerlestirilcek olan mikroplaka
kuyucuklari iki tane negatif kontrol, iki tane pozitif kontrol ve iki tane 6rnek

kuyucuklari olarak belirlendi.
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e Belirlenmis olan 6rnek ve pozitif kuyucuklara ilk olarak 150 pl seyreltik deney
¢ozeltisinden, negatif kuyucuklara ise 170 pl eklendi.

e Sonra her bir kuyucuga 20 pl glutatyondan koyuldu.

e Sadece Ornek kuyucuklarina 20 pl 6rnek (hemolenf) koyuldu.

o Sadece pozitif kuyucuklara ise 20 ul seyreltiimis olan GST kontrol enziminde
koyuldu.

e Son olarak her bir kuyucuga c¢ok hizli bir sekilde 10 ul CDNB eklendi.

o Hazirladigimiz érnegimiz 340 nm dalga boyunda 5 dakika suresince ELISA
cihazinda mikroplaka okumasi yapilarak, artan absorbansin izlenmesiyle deney
tamamlandi.

Analiz Hesaplama ve GST Aktivitesi;

o Reaksiyondaki oran dogrusal olarak A340/min de tespit edildi.

e Bu dogrusal oran hesapladi ve egri olarak grafigi olusturuldu, egri Gzerinde iki
nokta belirlendi.

o Asagidaki denklem kullanilarak iki nokta arasindaki zamana bagh absorbans

degisimi belirlendi Denklem (2. 3).

A A340 _A340 (Zaman 2)- A340 (Zaman 1)
dak. ~  Zaman2(dak.)- Zaman1 (dak.)

(2.3)

e Her bir 6rnek igin A340/min’den, kor reaksiyonu A340/min ¢ikarildi.
e CDNB’nin molar yok etme kat sayisi = 0.00503 uM~1! olarak hesaplandi Denklem
(2.4).

AA340 /dak. " 0,2 ml

GST Aktivitesi=
0,00503 uM™ 0,02ml

xdrnek dilusyonu=nmol/dak/ ml (2.4)

2.4.3.5. Malondialdehit Miktari Tayini

G. mellonella’daki, lipid peroksidasyonunun son urini olarak meydana gelen
Malondialdehit (MDA) miktarini lgmek igin, galisma prensibi (Yagi, 1988) tarafindan
belirlenen ydnteme gore belirlenmis olan ve projenin ayirmis oldugu butge ile tedarik
edilen Cayman Chemical, (MDA, 700870) kit araciligiyla ELISA cihazinda 540 nm
dalga boyunda okuma yapildi. Kit iceriginde de bahsedilen deney Ooncesi on hazirhk
asagida belirtildigi gibi yapildi.

e Tiyobarbiturik Asit Deney Tamponu: 1 gr renk gozeltisi hazirlamada kullanildi.
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TBA Asetik Asit: 10 ml TBA Asetik Asit solisyonu, 40 ml HPLC suyu 6rnek
miktarina gore seyreltilerek renk ¢ozeltisi hazirlamada kullanildi. Seyreltilmis hali
oda sicakliginda 3 ay boyunca stabildir.

Sodyum Hidroksit (NaOH) Deney Tamponu: 10 ml NaOH, 40 ml HPLC suyu ile
seyreltilerek renk c¢ozeltisi hazirlamada kullanildi. Seyreltiimis hali oda
sicakliginda 3 ay boyunca stabildir. Ve seyreltiimis hali plastik icerisinde saklandi.
TBA Malondialdehit Standart: 500 yM (MDA) 1 ml kullanima hazir. Standart egri
belirlemede kullanildi.

TCA Deney Cozeltisi (%10): 10 ml kullanima hazir. Kullanilcak kadari alindi.
Renk Cozeltisi: 24 6rnek icin; 106 mg (0,106 g) TBA Uzerine, 10 ml dilie TBA
asetik asit ve 10 ml dilie NaOH eklenir ve iyi bir sekilde karistirilarak ¢dézduralip

hazirlanir. Hazirlanan bu soliisyon sadece 24 saat igin stabil olarak saklanir.

Standart egri deklemi belirlemek icin dncelikle MDA standarttan 250 ul alinarak 750

Ml HPLC ile seyreltiimesi yapilacagindan, gerekli kadarini kullanabilmek igin bu miktar
50 pl te 150 yl HPLC suyu olucak sekilde hazirlandi. Boéylece Tablo 2. 3.'deki gibi

haz

ml)

irlanan stok ve standart MDA Solidsyonlari (0, 5, 10, 20, 40, 80, 200 ve 400 nmol/

kullanildi.

Tablo 2.3. MDA kolorimetrik standartlari

Tiip MDA SU (ul) MDA konsantrasyonu (uM)
A 0 1,000 0

B 5 995 0,625

C 10 990 1,25

D 20 980 2,5

E 40 960 5

F 80 920 10

G 200 800 25

H 400 600 50
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Bu tablo bagli kalinarak standart egri belirlendi. MDA miktarini belirlemek igin standart

egri denklemi belirlendi. Standarta ait absorbans degerleri ile y = 0,0138x + 0,0136

R? = 0,9938 form0llu hesaplandi. Sekilde gosterilen standart egriye goére érneklerdeki
MDA miktari belirlendi. Sekil (2. 6.)

08 y =0,0138x +0,0136
0.7 R?=0,9938 ¢

0,6

0,5

0,4

Dogrusal oran

0,3
0,2
N /
0,1 /
0 T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60
MDA= uM/mg protein

Sekil 2. 6. MDA standart egrisi

MDA Deneyi asagida belirtildigi gibi yapildi;

Baslangigta bradford yontemi ile 700-1000xg 10 dak. 4°C’de deney drnekleri
santrifllj yapilarak protein degerleri dlgtldi. Ve bu dederler deneyler icin standart
kabul edilip ona gdre bu degerler ile deneye bagslandi.

Tdm c¢ozeltiler kullanilmadan 6nce oda sicakhdina getirildi. Deney, oda
sicakliginda yapildi ve hazirlanan tum ornekler ve standartlar kullaniimadan énce
+ 4°C’de sakland..

Santriflij sonrasinda deney igin 25 ul érnek kullanildi. Ornekler 5 ml'lik cam
viallere esit miktarda alindi. Her bir viale kullanilan érnek miktari kadar HPLC suyu
eklendi.

Sonrasinda her bir viale 50 yl TCA deney ¢ozeltisi eklenerek vortekslendi. Son
olarak 400 ul renk ¢bzeltisi her bir viale eklenerek vortekslendi. Hazirlanan cam
vialler, aluminyum folyo ile ¢ok iyi bir sekilde sarilarak, kaynama esnasinda
dismeyecek, kapagi aciimayacak seklide sicaga duyarli tlplik icersine
yerlegtirilerek 1 saat sure ile kaynatma islemi yapildi.

Kaynatma islemi bitmis olan cam vialler i¢indeki érneklerimiz, buz ortaminda 10

dakika inkube edildi ve baslamis olan reaksiyonun durdurulmasi saglandi. Buz
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ortamindan 2 pl lik tiplere koyulan ornekler 1600xg 10 dak. 4°C’de santrifQj
yapildi. Her bir kuyucuga 200 pl gelicek sekilde érnek mikroplaka kuyucuklarina
konuldu. ELISA cihazinda 540 nm’de tek okuma yapildi.

2.5. istatistiksel Analiz

Yapilmis olan deneyler farkli zaman dilimlerinde U¢ kez tekrar edildi. Deneyler
sonucunda zehir dozuna bagli, etkilerin istatistiksel degerlendirimesinde SPSS
programi (SPSS, versiyon 18.0, SPSS Science, Chicago, IL) kullanildi. Yapilan
deneysel analizler sonucunda, ZEB uygulanan ve kontrol gruplarindan elde edilen
ortalamalar tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile karsilastirildi. Bu ortalamalar arasi
farklar, varyanslar arasindaki homojenlik durumuna goére, Tukey gercekten anlamli
farkhlik (Tukey HSD) veya Tamhane T2 testleri kullanilarak belirlendi. Sonuclardaki
anlamlilik degeri olarak P < 0,05 kabul edildi.
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3. BULGULAR

Bir DNA demetilasyon ajani olan ZEB, G. mellonella larvalarina farkh doz
seviyelerinde ((0,25), 1, 4, 8, 16, 32 mg/ml) uygulandi. ZEB'in MDA (malondialdehit)
miktari ile Katalaz aktivitesi (CAT), Stperoksit Dismutaz (SOD) aktivitesi ve Glutatyon
S-transferaz (GST) aktivitesi tablo (3. olarak

uzerine etkileri 1.)de genel

gosterilmektedir.

Tablo 3. 1. Zebularinin CAT, SOD ve GST antioksidan enzimleri ile MDA seviyesi
uzerine etkileri

X + SH

Zebularin  ZEB- ZEB. ZEB. ZEB.
Dozppm  CAT SOD GST MDA
Kontrol 0,032 £ 0,044a  7,635+1,794a 0,372+ 0,014 ab 23,834+5,548a
0,25 0,031+ 0,003a 4,370+1,071ab 0,266 0,052 ab 75,653+7,748a
1,00 0,018 £0,003a 3,157+0,903b 0,361+ 0,016 ab 36,352+1,511a
4,00 0,028 +0,006a 2,588+0,570b 0,156+ 0,032 a 68,253+9,265a
8,00 0,050 +0,016a 1,161+0,253b 0,391+ 0,081b 143,014+19,794a
16,00 0,046 +0,017a 1,031+0,198b 0,302+ 0,036ab 279,124159,691b
32,00 0,019+ 0,006a 0,129+ 0,039b 0,313+ 0,060ab 452,099+18,170c
Sigma 0,21 0,001 0,048 0,00
F 1,636 8,098 2,876 38,92
dfl, df2 6, 14 6, 14 6, 14 6, 14
SPSS ANOVA- ANOVA- ANOVA- ANOVA-

Tukey HSD Tamhane Tamhane Tukey HSD

SH: Standart hata, X ifadesi doz uygulamasi yapilan G. mellonella larvalarindaki 3 tekrarin ortalamasidir. Dozlar arasi farklar a,b,c
harfleri ile belirtildi. Ayni situn ve ayni satirdaki harfleri tagiyan gruplar istatiksel olarak énemsizdir.

3.1. Katalaz Ativitesi Uzerindeki Etkisi

ZEB'in farkh doz 0,25-32,00 ppm konsantrasyonlarindaki uygulama igleminden sonra

sonuglara bakildiginda, kontrol grubu ve en disuk doz 0,25 ppm ZEB'e maruz kalan

deney grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (Tablo 3. 2.).
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Tablo 3. 2. Farkli dozlardaki ZEB’in G. mellonella larva formlari Uzerindeki Katalaz

aktivitesine etkisi

ZEB Doz ppm CAT= mmol/ml/min/mg protein ORT+SH
Kontrol 0,032 £ 0,044a
0,25 0,031+ 0,003a
1,00 0,018 £0,003a
4,00 0,028 +0,006a
8,00 0,050 +0,016a
16,00 0,046 +0,017a
32,00 0,019+ 0,006a

*Deney sonucu, her tekrarda 10 birey kullanilan larva érneklerini ve 3 tekrarin ortalamasini belirtir.* Aralarindaki farklar harfler ile
belirtiimistir. Ayni sutun icin ayni harfi bulunduran degerler icin fark istatistiksel olarak 6nemsizdir. (p>0,05), SH= Standart Hata

istatistiksel analiz sonucundaki farkli doz seviyelerine bakildiginda 0,25 ppm‘lik dozda
belirli bir fark gérilmezken, 32,00 ppm’lik en yuksek doz seviyesinde fark edilir bir
azalma belirlendi. ZEB’in uygulandigi G. mellonella larvalarinda giderek artan doz

miktarlarina karsi ve doza baglh olarak katalaz aktivitesini etkiledigi belirlendi (Sekil 3.

1.).

0,07

mmol/ml/min/mg protein

' [ Seri 1

CAT

32

DOZLAR ppm.

Sekil 3. 1. Farkh dozlardaki ZEB’in G. mellonella larva formlari Uzerindeki Katalaz
aktivitesine etkilerini gostermektedir.
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3.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

ZEB'in farkh doz 0,25-32,00 ppm konsantrasyonlarindaki uygulama isleminden sonra
sonugclara bakildiginda giderek yikselen konsantrasyondaki dozlar SOD aktivitesi igin

kontrol gruplarina gére dogrusal seviyede azalma gdstermistir (Tablo 3. 3.).

Tablo 3.3. Farkl dozlardaki ZEB’in G. mellonella larva formlari Gzerindeki Stperoksit
Dismutaz aktivitesine etkisi

ZEB Doz ppm SOD= (U/mg protein ORT£SH) *
Kontrol 7,635+1,794a

0,25 4,370+1,071ab

1,00 3,157+0,903b

4,00 2,588+0,570b

8,00 1,161+0,253b

16,00 1,031+0,198b

32,00 0,129+ 0,039b

*Deney sonucu, her tekrarda 10 birey kullanilan larva érneklerini ve 3 tekrarin ortalamasini belirtir. *Aralarindaki farklar harfler ile
belirtilmistir. Ayni situn icin ayni harfi bulunduran degerler igin fark istatistiksel olarak 6nemsizdir.(P>0,05),SH: Standart Hata

istatistiksel analiz sonucundaki farkli doz seviyelerine bakildiginda en yiiksek doz
miktarinda (32,00 ppm), kontrol grubuna gére ¢ok ylksek (yaklasik 7 kat) miktarda
azalan SOD aktivitesi goruldu.

Bu 32,00 ppm’lik doz igin azalma diger doz gruplari arasinda da en disik seviyede
g6rildd. Doz gruplari arasindan; 8,00 ve 16,00 ppm‘lik dozlarda kontrol grubu
sonucuna goére yaklasik 6 kat bir azalma goérildi ama kendi aralarinda istatiksel

olarak fazla bir fark géralmedi.

ZEB’in uygulandigi G. mellonella larvalarinda giderek artan doz miktarlarina karsi
dogrusal bir azalma goruldu ve doza bagli olarak sod aktivitesini Gnemli bir dizeyde
etkiledigi belirlendi (Sekil 3. 2).
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Sekil 3. 2. Farkli dozlardaki ZEB’in G. mellonella larva formlari Gzerindeki Stiperoksit
Dismutaz aktivitesine etkilerini géstermektedir.

3.3. Glutatyon S-Tranferaz Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

ZEPB’in farkh doz 0,25-32,00 ppm konsantrasyonlarindaki uygulama igleminden sonra

sonuglarina bakildiginda, dozlarda artma ve azalma belirlendi (Tablo 3. 4.).

Tablo 3. 4. Farkl dozlardaki ZEB'in G. mellonella larva formlari Gzerindeki Glutatyon
S-Tranferaz aktivitesine etkisi.

ZEB Doz ppm GST= ymol/dk/mg protein ORT+SH*
Kontrol 0,372+ 0,014 ab

0,25 0,266 +0,052 ab

1,00 0,361+ 0,016 ab

4,00 0,156+ 0,032 a

8,00 0,391+ 0,081b

16,00 0,302+ 0,036ab

32,00 0,313+ 0,060ab

*Deney sonucu, her tekrarda 10 birey kullanilan larva &rneklerini ve 3 tekrarin ortalamasini belirtir. *Aralarindaki farklar harfler ile
belirtilmistir. Ayni situn icin ayni harfi bulunduran degerler igin fark istatistiksel olarak énemsizdir. (p>0,05), SH: Standart Hata

istatistiksel analiz sonucundaki farkli doz seviyelerine bakildiginda giderek artan
dozlarda kontrol grubuna belirli farklilik gézlemlendi. Sonugclara bakildiginda 0,25 ve

4,00 ppm’lik doz seviyesinde kontrol grubu seviyesine gére yari seviyede bir azalma
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s6z konusudur. Dalgalanmalar gértlmis olsa da disiUk ve ylksek dozlarda kontrol

grubuna yakin ve ustu artig belirlendi. ZEB'in uygulandidi G. mellonella larvalarinda

giderek artan doz miktarlarina karsi ve doza bagl olarak GST aktivitesini etkiledigi

fakat istatistiksel anlamda fark belirlenemedi (Sekil 3. 3).

pmol/dk/mg protein

GST=

0,5

0,45

mSeril

ab ab b
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ab
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Sekil 3. 3. Farkh dozlardaki ZEB'in G. mellonella larva formlari Gzerindeki Glutatyon
S-Tranferaz aktivitesine etkilerini gbstermektedir.

3.4. Malondialdehit Miktari Uzerindeki Etkisi

ZEB’in farkl

doz konsantrasyonlarindaki uygulama

isleminden sonra

larval

hemolenfteki MDA miktarinin, doza bagh belirgin bir artis gdsterdigi belirlendi (Tablo

3.5).
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Tablo 3.5. Farkli dozlardaki ZEB’in G. mellonella larva formlari Uzerindeki
Malondialdehit miktarindaki etkisi

ZEB Doz ppm MDA=(uM/mg protein ORTxSH)*
Kontrol 23,834+5,548a

0,25 75,653 +7,748a

1,00 36,352 +1,511a

4,00 68,253+ 9,265a

8,00 143,014+19,794a

16,00 279,124+59,691b

32,00 452,099+ 18,170c

*Deney sonucu, her tekrarda 10 birey kullanilan larva érneklerini ve 3 tekrarin ortalamasini belirtir. *Aralarindaki farklar harfler ile
belirtilmistir. Ayni situn icin ayni harfi bulunduran degerler igin fark istatistiksel olarak énemsizdir.(p>0,05), SH: Standart Hata

istatistiksel analize gére en yiksek seviyede olan 32,00 ppm’lik ZEB dozun, kontrol
grubuna gore oldukca fazla seviyede (yaklasik 18 kat) MDA birikiminin oldugu
belirlendi. Diger doz gruplarinda da kontrol grubuna gére 16 ppm’lik doz i¢in (yaklasik
11 kat), 8 ppm’lik doz icin (yaklasik 6 kat) belirli seviyede artis belirlendi, istatistiksel
olarak 0, 25, 1, 4 ppm‘lik dozlar kendi aralarinda farkh olmasa da kontrol grubuna gére
MDA miktarinda artma belirlendi. ZEB'in uygulandigi G. mellonella larvalarinda doza

bagl olarak MDA miktarini 6nemli bir diizeyde etkiledigi belirlendi (Sekil 3. 4.).
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Sekil 3. 4. Farkh dozlardaki ZEB'in G. Mellonella larva formlari Uzerindeki
Malondialdehit miktarina etkilerini gostermektedir.
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4. TARTISMA

Serbest radikaller, metabolik vicut islevlerinin (solunum, sindirim gibi) sonucunda
ortaya ¢ikan zehirli artik olusumlardir. insan viicudunun her hiicresinin yaklasik olarak
glinde 10,000 serbest radikal tarafindan hiicuma ugradigi belirtimektedir. S6z konusu
bu serbest radikaller nétr duruma getirilmez ise; hlcre zarindaki proteinleri
parcalayarak hicreleri 6ldirlr, hiicre zarinin lipid ve proteinlerini ortadan kaldirarak
hicre zarinin iglevini engeller, genetik bilgiyi tasiyan DNA'ya etki ederek DNA hasari
ve mutasyonlara sebep olur. Ayrica bagisiklik mekanizmalarini bozup, kanser ve

yaslanmaya sebep olabilir (Akkus, 1995; Diindar ve ark, 2000).

Vicutta daimi bir sekilde olusturulan bu serbest oksijen radikallerine karsi olarak
antioksidan savunma mekanizmalari gérev alir. Bu diizenli islev sisteminin bozulmasi
sonucunda, serbest oksijen radikallerinde artis ve hicre hasari meydana gelir; bu
olusuma “oksidatif stres* denir. Gunimuzde bir¢ok farkli hastaliga, zihnin ve vicudun

yaslanmasina, oksidatif stresin sebep oldugu ifade edilmistir (Halliwel B, 1991).

Prostat kanseriyle iligkili oksidadif stres ve DNA metilasyonu Uzerinde yapilan bir
¢alismada ortaya ¢ikan gevresel faktorler, metabolik faaliyet, diyet veya diger yollarla
oksidatif stres, ROS (reaktif oksijen Urtnleri) Uretiminin artmasina yol agar (Krishna

Vanaja Donkena ve ark, 2010).

Serbest radikallerin, canli vicudunda surekli olarak olugmasini saglayan durumlar
arasinda UV radyasyon iginlari, ilaclar, kimyasal ve toksik maddeler, sigara,

kanserojen maddeler yer almaktadir (Davies ve Dean, 1997).

Bu calismada ise hipometilasyon ajani olan ZEB maddesinin oksidatif stresi olusturup

bunun antioksidan enzimlerle olan etkileri gézlemlendi.

Oksidatif stres ve kanser iliskisi ile ilgili bir galismada; ROS Uretimini arttiracak birgok
etken, enzimlerin artan ve azalan islevleri, kanserli hiicrede onkogen islev, reseptor
sinyallerdeki artis olarak ifade edilmistir. Kanser hicrelerindeki hidrojen peroksit ve

nitrik oksit artigsina, buyime hormonlarinin ve sitokinlerin sebep olmasi,
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iltihaplanma ve enfeksiyon ile pek ¢ok kanserin meydana geldigi ve gittikge artigi ifade
edilmistir (Liou GY, 2010 ve Valko M, 2004).

Bir diger calismada ise; prooksidanlarin ve reaktif oksijen tlrlerinin neden oldugu
oksidatif streste olan boceklerin yasamsal faaliyetlerine (Ureme, gelisme, buyume vb.)
bakildiginda ve omurgalilarla kiyaslandiginda, bu slregten olumsuz etkilendikleri
belirtilmistir (Ahmad,1992).

Yaslanma ile ilgili yapilan bir ¢calismada ise Drosophila melanogaster'in Uzerinde
calisiimis ve oksidatif stresin béceklerde yaslanma ve yasam dénguleri Gzerinde etkili

oldugu kanitlanmigtir (Orr ve Sohal, 1994).

Bocekler Uzerindeki bu calismalardan yola cikilarak calismamiz G. mellonella
larvalarina ZEB uygulamasi yapilarak, DNA metilasyon hasari, ilaglar, immunojik
reaksiyonlar gibi nedenlerle aciga cikan serbest radikallerin yok edilmesini saglayan
antioksidan enzimlerin (SOD, KATALAZ, GST) aktiviteleri ve oksidatif stres olusumu

ile meydana gelen MDA miktarinin belirlenmesi tizerine odaklandi.

Genel olarak G. mellonella tzerinde uygulamasi yapilan cesitli maddelerin neden
oldugu oksidatif strese karsi SOD aktivitesinin hicrelerin ve dokularin korunmasinda

kilit rol oynadigi bilinmektedir (Fridovich ve Freeman, 1986; Tsan, 1997).

Daha 6nce yapilan bir calismada bir bocek ilaci olan ve genellikle tarim zararhlari igin
kullanilan fenthion kimyasalinin G. mellonella larvalarindaki SOD aktivitesine etki
ettigi, dusuk doz seviyelerinde SOD’un arttigi, fakat yuksek doz seviyelerinde azaldigi
g6zlemlenmistir (Yalginkaya, 2013). G. mellonella larvalarindaki antioksidan enzimler
Uzerine Bacillus thuringiensis uygulanarak yapilmis olan bir ¢alismada ise SOD
aktivitesinin artmig oldugu ifade edilmigtir (Dubovskiy ve ark, 2008). G. mellonella
larvalari Uzerinde uygulanan Azadiraktin’in farkli doz seviyelerinde, yirmidort ve
yetmisiki saatlik zaman dilimindeki antioksidan enzimleri (zerine yapilan ¢alismada
ise SOD aktivitesinin azaldigi belirtiimigtir (Dere, 2015). Balmumu guvesi G.
mellonella larvalari, farkli doz seviyelerinde borik asit ilavesi yapilmis olan bir besin
icerisinde yetistiriimis ve SOD aktivitesinin arttigi belirlenmistir (Hyrsl ve ark, 2007).
Bir giberellik asit (GAs) calismasinda ise yuksek dozlardaki uygulamaya maruz kalan
larvalarin SOD aktivitesinin azaldigi belirlenmistir (Altuntas, 2015). G. mellonella
Uzerine ZEB uygulamasi ile yapilan calismamiz sonuglarina gore; AZA, GAsz ve

fenthionun etkisine benzer olarak SOD aktivitesinin artan doza goére belirgin
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bir sekilde azaldigi gértldi. Daha 6nce yapilan galismalarda SOD aktivitesinin
azalmasina sebebiyet veren serbest radikal artisina baglh olarak lipid
peroksidasyonun uzun sureliligi sonucunda hicresel antioksidan savunma sisteminin
asiimasiyla antioksidan enzim aktivitelerinde azalma olabilecedi bildiriimektedir
(Meister ve Anderson, 1983; Akkus,1995). Bu nedenle G. mellonella larvalarinin
hemolenflerine uygulanan ZEB uygulamasindan sonra SOD aktivitesindeki bu
azalmanin, larvalarin fazla miktardaki MDA igerigi ile iligkisi olabilir

Stres olusumuna sebep olan etkenler stperoksit radikallerini olusturdugunda SOD
aktivitesi artmaktadir. Ancak SOD aktivitesi baskilanir ve diiserse olusan radikaller
engellenemez ve hicrelerdeki stres etkenleri altinda lipid perosidasyonu ile beraber
MDA miktari artmaktadir (Ahmad ve Pardini, 1990). Bdylece bu sonuclar bir defa
daha, oksidatif stres kosullarinda zararli ajanlara karsi antioksidatif enzim
aktivitelerinin artmasinin bir kural olmayip, aktivitenin oldukga azalabildigini
dogrulamistir (Cheung ve ark, 2001). Analizlerimiz MDA seviyesi ile SOD enzimi
arasinda negatif bir iliski oldugunu ortaya cikarmistir. Benzer iliski farkli toksik
etkenlere ve ajanlara maruz kalan béceklerde de belirlenmis olup, artan toksisiteye
bagll antioksidan enzim aktivitelerinde digus ve bu azalmaya sebep olarak ZEB’in,
kontrol grubuna kiyasla yiksek dozlarda SOD enzim faaliyetine engel oldugu ya da
tamamen yok ettigi sonucunu verir. Yapilan ¢alismalar bize uygulanan maddeye goére
SOD aktivitesinin artan veya azalan yonde etkilendigini gostermektedir. CAT ve
SOD’un membranin baslica hidrofilik bdlgelerinde etki gosterdigini ve lipid
peroksidasyona kargi birlikte olduklari kosullarda serbest radikal ataklarina karsi
hicre butinliginidn korunmasinda daha etkili olabildikleri belirtiimistir (Michiels ve
ark, 1994).

Katalaz enzimi, hidrojen peroksiti (H202) su ve molekuler oksijene indirgeyerek
hicreleri oksidatif hasarlara kargi koruyan bir enzimdir (Aebi, 1984; Nordberg ve
Arner, 2001). Hidrojen peroksit (H.O2), membran lipidlerinde lipid peroksidasyona,
superoksid dismutazin inaktivasyonuna, DNA hasarina sebebiyet vermektedir
(Akkus, 1995; Joence, 1989; Lunec, 1990). Savunma sistemleri, serbest radikal
uretim hizi karsisinda yetersiz kalinca serbest radikalin zararli etkileri olusur. SOD,
CAT, serbest radikal birikimini engelleyen baglica enzimlerdir. Bu nedenle SOD ve

CAT enzimleri HO2'i metabolize ederler (Basaga,1987).

Bir calismada CAT seviyesindeki azalmanin, superoksit radikallerin artigina bagli
olabilece@i bildiriimigtir (Kono ve Fridovich, 1982). G. mellonella larvalarinda

uygulanan fenthionun maddesinin, CAT aktivitesinde ise tUm doz seviyelerinde artis
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gosterdigi belirlenmistir (Yalginkaya, 2013). G. mellenolla’da uygulanan Bacillus
thuringiensis ¢alismasinda ise CAT aktivitesinde azalma belirlenmistir (Dubovskiy ve
ark, 2008). AZA uygulanan G. mellonella larvalari igin CAT aktivitesinde yirmi dort ve
yetmis iki saatlik zaman diliminde ise farkl doz seviyelerinde artis gézlemlenmigtir
(Dere, 2015). G. mellonella larvalari Uzerinde borik asit uygulamasi yapilan bir
calismada CAT aktivitesinde azalma gozlemlenmistir (Hyrsl ve ark, 2007). Giberrellik
asit ile yapilan ¢alismada ise G. mellonella larval CAT aktivitesinde ylksek dozlarda
dizenli artis belirlendi (Altuntas, 2015). Yaptigimiz calismada ZEB uygulanan G.
mellonella larvalarinda kontrol grubuna gére, CAT aktivitesin de 8 ve 16 ppm’lik
dozlarda artis oldugu belirlense de 32 ppm’lik en ylksek doz seviyesinde azalma
belirlenmistir. ZEB uygulanan calismamizin sonuclari ile borik asit, Bacillus
thuringiensis gibi ¢alismalarin sonuclari benzerlik géstermistir. Calismamizdaki bu
azalmanin sebebi olarak H,O; detoksifikasyonunun engellenememesi ve dolayisiyla
olusan serbest radikallerin enzim aktivitesine karsi savunma gostermis olmasi ile

aciklanabilir.

Dokulan oksidatif streste kargi korumada 6nemli olan GST, bircok ksenobiyotigin
detoksifiye edilmesinde rol oynayan kompleks enzim yapisindadir (Fournier ve ark,
1992; Wessey ve Boyer, 1984).

Toksik maddeye maruz kalmis olan bdcekte GST aktivitesinin arttigr géralmustar
(Vontas ve ark, 2001). GAs ile yapilan bir calismada duguk konsatrasyondaki dozlarda
dahi G. mellonella larval GST seviyelerinde artis belirlenmistir (Altuntas, 2015). G.
mellonella larvalari Uzerinde uygulanan AZA c¢alismasinda GST aktivitesi i¢in artis
belirlenmigtir (Dere, 2015). Bacillus thuringiensis ile yapilan ¢galismada G. mellonella
larval GST aktivitesinde artig belirlenmistir (Dubovskiy ve ark, 2008). G. mellonella
larvarinda borik asit ve maltoz karisiminin etkisine bakildiginda GST aktivitesinde
artis belirlenmistir (Ar1, 2010). ZEB uygulanan calismamizda GST aktivitesinde artis
olup, bu sonu¢ GST aktivitesinin, uyarilmis olan oksidatif stres ile baglantili olarak
arttigini belirledi. G. mellonella Gzerinde uygulanan ZEB'’in etkisi yapilmis olan bu
toksik madde calismalari ile GST aktivitesi icin benzerlik gostermistir. Sonug olarak
GST aktivitesinin, uyariimis olan oksidatif stres ile baglantili olarak ylksek ve dusuk
degerleri belirlenmistir. Bu durum, GST'nin bu stresér i¢in direng mekanizmasinda
bazi dozlarda etkin rol almadigini gostermektedir. Bu durumun nedeninin glutathionun
yer degistirmesiyle olusan oksidatif stresten veya P-450 monooksigenaz, esteraz ve
GST'nin birlikte olusturdugu bir etkiden dolay! olugabilecegi belirtiimigtir (Lietti ve
ark,2005).
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MDA miktari ile orantili olarak ylkselen GST aktifligi, olusmus olan oksidatif stresin
zararh etkilerine karsi bu enzimin koruyucu etki olusturdugunu gosterir. Lipid
peroksitlerin detoksifikasyonu, reaktif oksijen turlerinin ve oksidatif hasarin ortadan
kaldirlmasinda GST enzimi, substrati olan indirgenmig glutatyon (GSH) araciligi ile

onemli bir isleve sahiptir (Singh ve ark, 2001).

Heteropter bir tur olan O. fasciatus'un da kadmiyum uygulanmis ve lipid
peroksidasyonunun trinl olan MDA seviyesi ylukselmis, bazi antioksidan enzimlerin
ise aktiviteleri azalmistir (Cervera ve ark, 2003). Onemli bir detoksifikasyon enzimi
olan GST N. lugens tirinde bazi insektisitlere karsi direng olusturmustur (Vontas ve
ark, 2001). Endosulfanin H. armigera’nin farkli evrelerindeki farkli dokularinda GST
aktivitesine bakilmis ve dokulara gore yuksek ve dusuk sonuglari bulunmustur
(Rajurkar ve ark, 2003).

Yapilan bir calismada sodyum tetraboratin larvalarin hemolenf ve yag dokusunda,
oksidatif hasara baglh degisikliklerin antioksidan savunma sistemini bozmasi ile
bdcegdin yasama ve gelisimi Gzerinde olumsuz etki gosterdigi bulunmustur. Sodyum
tetraboratin denenen en ylksek konsantrasyonlarinda GST enziminin aktivitesindeki
azalma ve MDA miktarindaki yikselme ile birlikte yagsama oraninin diismesi ve gelisim
suresinin uzamasi gibi sonuglara varilmistir (Durmus, 2007). Alman hamam bocegi
B. germenica’nin ortabagirsaginda yapilan calismada borik asit, GST enzim
aktivitesini azaltmistir (Habes ve ark, 2006). M. domestica L'da organofosforlu
insektisitlere direngli mutantlarin ylksek seviyede GST aktivitesine sahip oldugu
bulunmustur (Cakir ve Yamanel 2005). Bdceklerde toksik etkenlerin direngliligini
saglayan GST izoformlari detoksifikasyon enzimlerin énemli bir grubudur (Yu ve ark,
2004). Siddetli toksisiteye maruz kalan boceklerde GST aktivitesinin dnemli dizeyde

arttig1 bulunmustur (Punzo, 1993;Vontas ve ark, 2001).

Calismamiz, dislUk dozlarda veya yuksek dozlarda artan oksidadif hasara bagli
bahsedilen GST aktivitesinin, ayni ve farkli bécek turindeki galismalarini destekler

niteliktedir.

ZEB'nin yuksek doz seviyeleri larval hemolenfteki lipid peroksidasyonunu onemli
derecede arttirmistir. Lipid peroksidayon Griini MDA ile beraber GST enziminin de
ayni oranda arttig1 goruldid. GST enziminin bazi dozlarda artig géstermesi larvalarin
ZEB'nin zararli etkisine kargi diren¢ géstermesine ya da olusan serbest radikalleri yok

etmeye kargi savunma sistemlerinden dolay! olabilir. Bu sekilde bir savunma
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sonucunda enzimler serbest radikallerin ve lipid hidroperoksitlerin toksik etkilerinden
sakinmig olur. ZEB ajani ve bunun olugsan UrUnleri G. mellonela da lipid
peroksidayonunu olusturacak seviyede ylksek olabilir ve bu sebeple ROT'larin ve
hidroperoksitlerin toksik etkilerini ortadan kaldirmak igin GST aktivitesinin islevi artmis
olabilir.

Genelde oksidatif etki sonucunda proteinlerin modifikasyonu, mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu, lipid peroksidayonunun ve DNA hasarinin artmasi seklinde incelenmistir
(Mercan, 2004).

Serbest radikallerin olusturdugu hasara, doymamis yag asitleri olduk¢ca hassastir.
Doymamis yaglar Uzerinde olusan bu hasara ‘lipid peroksidasyonu’ denilmektedir. Bu
hasarin sonucunda hucre zarinin akigkanhgr azalir ve gecirgenlik 6zelliginde

bozulmalara sebep olur (Kavas, 1989).

Serbest radikaller, hiicre savunma mekanizmasinin koruyuculugunu asacak sekilde
¢ogaldiginda ise zararli etkilerini en hassas bilesikler olan doymamis lipidler Gzerinde
gosterirler. Hicre membraninin yapisinda bulunan doymamis fosfolipidler ve
kolesterol, serbest radikallerle hizlica reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu
olusturur (Porter, 1984; Niki, 1987; Moslen, 1994). MDA yag asidi oksidasyonunun
kantitatif bir indikatoradur ve lipid peroksidasyonunun seviyesiyle iyi uyum gosterir.
MDA lipid peroksidasyonunun son Grtnu olan bir aldehid olup oksidatif stresin

seviyesi ile orantili olarak miktar artmaktadir (Suwalsky ve ark, 2001).

Yapilan bir c¢alismada Bacillus thuringiensis i¢in G. mellenolla’daki etkilerine
bakildiginda MDA miktarinin arttigini belirtmistir. Bu ¢alisma ile maddenin larvada
oksidadif stresi arttirdiyi ve oksidadif hasarin hicre 6limine sebep oldugu
belirtiimistir (Dubovskiy ve ark, 2008). AZA'nin farki doz seviyelerinde zamana goére
etki gosterdigini ve buna bagh olarak MDA miktarinda artis oldugu belirlenmigtir
(Dere, 2015). Fenthionun maddesinin, MDA miktarinin ise tim doz seviyelerinde artis
gosterdigi belirlenmistir (Yalginkaya, 2013). G. mellonella’daki borik asit ve maltoz
karigiminin etkisine bakildiginda MDA miktarinda artis belirlenmigtir (Ari, 2010). G.
mellonella’daki belirlenen bu ¢alisma ile ¢gevreye ve tarima zararl olmayan canlilarin
daha az etkilenmisine daha az zararli kimyasallarin belirlenmesine olanak
saglanacag: belirtilmistir (Yalginkaya, 2013). Borik asit etkisine bakildiginda ise MDA
miktarinda artis belirlenmistir (Hyrsl ve ark, 2007). Sodyum tetraboratin, G.

mellonella’daki MDA miktarindaki artma ile birlikte gelisim siUresinin uzamasi ve
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hayatta kalabilme oraninin distigu gézlemlenmis. Bunun sebebi olarak da larvalarin
yag dokularinda olusan oksidatif stres sonucuna bagli antioksidan savunma
mekanizmalarini bozdugu belirlenmistir (Durmus, 2007) . MDA miktarinin ve SOD,
GST ve CAT aktivitesinin belirlendigi calismada ylksek dozlarin larva 6lim oranlarini
arttirdigi, distUk dozlarin ise &lim oranlari azalttigi belirlenmigtir. Lepidoptera
familyasindan Spotoptera eridania' nin dietsel diclonea maruz birakildigi ¢galismada,
dusuk doz (%0,01), kontrol grubu ile karsilas tirildiginda MDA miktarinda anlamli bir
artis gortlmemis, fakat ylksek dozda (%0,25), kontrol grubuna gére MDA miktarinda
belirgin bir yikselme (%29,7) belirlenmigtir (Ahmad ve ark,1995). Calismamizin
sonucunda MDA miktarinda kontrol grubuna gére gittikge artan dozla birlikte belirgin
bir artis gézlemlendi. Ve AZA, Fenthion, Borik asit, Sodyum tetraboratin, Bacillus
thuringiensis‘in MDA miktari tzerindeki etkilerine benzer sonug elde edildi. Yapilan
bu calismalara genel olarak bakildiginda, ZEB’in uygulamasi yapilan G. mellonella
larvalari Uzerindeki, antioksidan enzim aktivitelerinin etkisi ve MDA miktarinin
belirlenmesi, yapilan calismalari destekler nitelik de oldugunu ortaya cikardi.
Antioksidan ezimler ve MDA miktarini belirlemedeki etkiler Gzerine yapilmis olan
c¢alismalara bakildiginda ZEB gibi kematerapdétik ajan olarak kullanilan prokainamid
ratlar Gzerindeki bir ¢calismada, plazma ve karaciger MDA miktarinda %20 ila %30
oraninda bir artis belirlenmigtir (Michal ve ark, 1993). Erkek wistar sicanlarinda
sisplatin ile yapilmis olan ¢alismada kontrol grubuna gére MDA miktarinin %196
oraninda artis gosterdigi belirlenmistir (Rybak ve ark, 1999). Kemoterapdtik ilag
olarak kullanilan 5-Fluorourasil’in tavsanlar Gzerindeki ¢alismaya bakildiginda MDA
seviyelerinde énemli artis belirlenmistir (Akdogan ve ark, 2000). Ratlarin beyninde,
hicre hasari ile ilgili bir calismada valproik asitin etkilerine bakilmig ve MDA miktarini
arttirdigi belirlenmistir (Suda ve ark, 2013). Sigcanlar Uzerindeki Siklofosfamid (CP)
yapilan bir ¢aligmada oksidadif stres sonucu MDA miktarinin arttigi belirlenmistir
(Cetik, 2014). Serbest oksijen radikalleri sonucunda olugsan peroksidasyon, sisplatine
bagl toksisitede sorumlu bir mekanizma olarak belirtiimistir. Ortama salinan serbest
oksijen radikaller lipid peroksidasyonuna neden olarak hicre zari akigkanhgi ve
gecirgenliginde degisikliklere sebep olmaktadir (Schmidley, 1990). Bunun bir belirtisi
olarak lipid peroksidasyon durunleri artmaktadir. Bu nedenle deneylerde MDA
seviyeleri siklikla kullanilmigtir. Sisplatin sonrasi doku MDA duzeylerinin arttigini
gosteren calismalardaki sonuglara gore; (Draper, 1990; Saad, 2007; Sayed-Ahmed,
2004). Calismamizin sonucunda lipid peroksidasyonu ile MDA miktarinda doz artikga

belirgin bir artis belirlendi. Bu artis oksidatif stresin meydana geldigini ve incelenen
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calismalar ile benzerlik oldugunu géstermektedir. Ratlar Gzerindeki prokainamid etkisi
ile yapilan bir calismada, SOD aktivitesinde azalma belirlemigstir (Michal ve ark, 1993).
Kemoterapdtik ila¢ olarak kullanilan 5-Fluorourasilin tavsanlar tGzerindeki ¢alismaya
bakildiginda SOD aktivitesinde énemli disus belirlenmistir (Akdogan ve ark, 2000).
Erkek Wister siganlarinda sisplatin ile yapilan bir calismada ise SOD aktivitesinde
dusus belirlenmigtir (Rybak ve ark, 1999). Bahsedilen bu galismalarda da oldugu gibi
¢alismamizda, doz arttikga dogrusal bir azalma belirlendi ve g¢alismalarla benzer
sonugclar elde edildi. Ratlar tzerindeki prokainamid etkisi ile yapilan bir calismada,
CAT aktivitesinde azalma belirlenmistir (Michal ve ark, 1993).Erkek Wister
sicanlarinda sisplatin ile yapilan bir calismada ise CAT aktivitesinde disus
belirlenmistir (Rybak ve ark, 1999). Bahsedilen bu ¢alismalarda da oldugu gibi
galismamizda kontrol grubuna gore azalma belirlenmis olup, benzer sonugclar
bulundu. Kemoterapétik ilag olarak kullanilan 5-Fluorourasil'in tavsanlar Gzerindeki
calismaya bakildiginda CAT ve GST aktivitesinde dulsls belirlenmistir (Mehmet
Akdogan ve ark, 2000). Kemoterapétik ajan olarak kullanilan tamoksifenin,
hastalardaki MDA dlzeyini arttirdigr belirlenmistir (Wakatsuki ve ark,
2002).Yapilan bu galigmalara bakildiginda, ZEB'in uygulamasi yapilan G.mellonella
larvalari Uzerindeki, antioksidan enzim aktivitelerinin etkisi ve MDA miktarinin
belirlenmesi, yapilan calismalari destekler nitelik de oldudunu ortaya cikardi.
G.mellonella larvalari, Bronksill tarafindan olusturulmus olan besin igerisine fethion
maddesi eklenerek toksik maddeye maruz birakilmis. Bu sekilde beslenen larvalar ile
deneyler yapilmistir (Yalginkaya, 2013). Ayni besin ortamina bu kez I1AA; eklenerek
larvalar maddeye maruz birakilmis ve deneyler yapilmistir (Haftaci, 2010).
G.mellonella larvalari besin ortamina borik asit ve maltoz karisimi eklenerek
yetigtiriimistir (Dere, 2015). Bal mumu guvesi G. mellonella larvalarina farkli doz
seviyelerinde borik asit ilavesi yapilmis olan besin igerisinde yetistiriimis (Buyukguzel,
2010). Calismamizda G. mellonella larvalarini besin ortaminda yetistirmis olup
uyguladigimiz ZEB'’in maddesini literatir taramasi yapilmis olan yontemlerde oldugu
gibi besin ortamina aktarmadan direk olarak larvalara enjeksiyon uygulamasi yapildi.
Genel olarak literatur arastirmalarina bakildiginda gogunlukla G. mellonella’nin besin
ortamina toksik madde uygulamasi yapilarak larvalar bu sekilde maddeye maruz
birakilarak deneyler yapilmigtir. Bu uygulama canlinin dogal beslenmesiyle
uyumludur. Ancak bizim galismamizda zaman kaybinin ve maddenin direkt etkisinin
belirlenebilecedi uygulama tercih edilmigtir. Yapilacak ¢aligmalarda bu iki yontem

karsilastirilarak amaca uygun olanin tercihen kullanilabilecegi énerilmektedir.
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5. SONUGLAR VE ONERILER

Gundmuzde en sik rastlanan ve ¢ok cgesitli tlrlere sahip bir hastalik olan kanser,
vicudumuzun cesitli bdlgelerindeki anormal hicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile
olusmaktadir. Kanseri anlamak i¢in normal hicrelerin nasil kansere dénustigunu
bilmek faydali olacaktir. Kanser, hiicre ve organizmanin genetik bilgisinin saklandigi
DNA’nin hasar gérmesiyle meydana gelmektedir. DNA, canlilar i¢in zararl etkisi olan

bircok ksenobiyotiklerden dolayi hasar goérebilir.

Cestli cevresel etkenlerle DNA lizerinde olusan bu hasarlarla ilgili bircok arastirma
bulunmaktadir. Yapilan bu c¢alismalarda genellikle G. mellonella larvalari
kullanilmigtir. Laboratuvar kosullari altinda yetistiriimesi olanakli ve kultiru kolay
olusturulan bir tir olmasi sebebiyle, G. mellonella toksikoloji, fizyoloji gibi pek ¢ok
calisma alani icin model organizma haline gelmektedir (Altingicek ve ark, 2007). Bu
sebeplerle birlikte dodal bagisiklik sisteminin memeliler ile benzer olmasi sebebiyle

¢alismamizda G. mellonella dncl bir model organizma olmustur.

Cesitli amaglarla kullanilan kimyasal maddelerin bdcek Uzerindeki etkilerinin tespit
edilmesi icin farkli evrelerdeki toplam vucut bilegenlerinin biyokimyasal analizlerinin
yapilmasi ve fizyolojik degisimlerin ortaya konulmasi énemli kriterlerdir (Ferkovich ve
ark, 1999; Wang ve ark, 2002; Zapata ve ark,2005). Boceklerde birgok antioksidan
enzim mekanizmalari tanimlanmistir. Yapilan bir ¢galismada, bakteri ile enfeksiyon
olusturulmus olan G. mellonella Gzerinde reaktif oksijen tdrlerinin ve antioksidan
savunma sistemlerinin arttigi belirtiimistir (Dubovskii ve ark, 2008). Boceklerin serbest
radikallerden ve oksidatif stresten etkilendigi bilinmektedir (Timmermann ve ark,
1999).

Bu calismada kullanilan ZEB’in miktarlari genel olarak larvalarin DNA mekanizmasini,
hemolenf ve yagd doku lipid peroksidasyonu dlzeyi ve enzim aktivitelerini etkilemigtir.
Larvalarin hemolenf MDA miktari ve GST, SOD, CAT enzim aktivitesi (zerine etkileri
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar antikanserojen maddenin canli vicudunda yan
etkilerinin anlasiimasinda énemli bilgiler vermistir. Boylece, bu ¢alisma beraberinde

bilim ve tibbi alandaki ¢calismalara katki saglacaktir.
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Memelilerde DNA metilasyonu ve kanser arasindaki iligkiyi, oksidatif stresi inceleyen
¢alismalar yapilmistir (Franco vd., 2008; Donkena vd., 2010).Yapilan ¢alismalarda
oksidadif DNA hasarl ile birlikte bazi yapilarin olustugu ve bunlarin CpG
dintkleotitlerinde metillenmeyi engelledigi belirlenmistir (Weitzman vd., 1994; Turk
vd., 1995). Ve oksidadif stres, DNA’da hipometilasyona sebep olarak kanserlesmeye
destek olmaktadir (Franco vd., 2008) .

Bu calismada, immin mekanizmasi omurgalilarla hiicresel ve himoral ydnden
benzerlik gosteren G. mellonella larvalarina bir hipometilasyon ajani olan ZEB
uygulanarak DNA metilasyonunun antioksidan enzim sistemleri Uzerindeki etkileri
arastirildi. G. mellonella larvalarinda goérulen yuksek hipometilasyon halinin hiimoral

ve hicresel savunmayi zayiflattigi belirlendi.

Sonug olarak, DNA metilasyonunun boceklerde gen sessizlesmesi yerine
aktivasyonundan sorumlu olabilecegi gosterildi. Bu ¢alisma, bu acgidan literattirde bir
ilk olup, bundan sonraki epigenetik, kanser, immunoloji gibi bircok alandaki
calismalara fayda saglama olasiligi vardir. Ayni zamanda, antioksidan enzimler
Uzerinde nasil bir etki gerceklestirdiginin bilinmesi ile beraber, antioksidanlarin toksik
maddeleri, ilaglari detoksifiye edici 6zelliginden dolayi yeni olusturulacak ilaglar icin

etkisinin arastiriimasi yapilirken ¢ok yardim saglayacaktir.
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