T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI

FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIiM DALI

Ephestia kuehniella Zell (PYRALIDAE: LEPIDOPTERA)
UZERINE RADYASYON ETKIiSININ TEK HUCRE JEL
ELEKTROFOREZ TEKNIiGi (KOMET TESTI) iLE
IZLENMESI

Hazirlayan
Handan KILICOGLU

Damsman
Prof. Dr. Aydin S. TUNCBILEK

Yiiksek Lisans Tezi

Eyliil 2012
KAYSERI



T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIiM DALI

Yiiksek Lisans Tezi

Ephestia kuehniella Zell (PYRALIDAE: LEPIDOPTERA)
UZERINE RADYASYON ETKISININ TEK HUCRE JEL
ELEKTROFOREZ TEKNIiGi (KOMET TESTI) iLE
IZLENMESI

Hazirlayan
Handan KILICOGLU

Damsman
Prof. Dr. Aydin S. TUNCBILEK

Bu Calisma Erciyes Universitesi Arastirma Projeleri Birimi
Tarafindan FBY-10-3305 Kodlu Proje ile Desteklenistir.

Eyliil 2012
KAYSERI



BIiLIMSEL ETIGE UYGUNLUK

Bu ¢alismadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde
edildigini beyan ederim. Ayni zamanda bu kural ve davranislarin gerektirdigi gibi, bu
calisgmanin 6ziinde olmayan tiim materyal ve sonuglari tam olarak aktardigimi ve

referans gosterdigimi belirtirim.

Handan KILICOGLU

HX



YONERGEYE UYGUNLUK SAYFASI

Ephestia kuehniella Zell (Pyralidae: Lepidoptera) Uzerine Radyasyon Etkisinin Tek
Hiicre Jel Elektroforez Teknigi (Komet Testi) [le Izlenmesi adli Yiksek Lisans tezi,
Erciyes Universitesi Lisansiistii Tez Onerisi ve Tez Yazma Yonergesi’ne uygun olarak

hazirlanmigtir.

h M
; anigmary,

Tezi Hazirlayan

Handan KILICOGLU Prof. Dr. Aydin S. TUNCBILEK

N Aty

Biyoloji ABD Bagkani

Prof. Dr. Nusret AYYILDIZ




iii

Prof. Dr. Aydin S. TUNCBILEK danigmanliginda Handan KILICOGLU tarafindan
hazirlanan “Ephestia kuehniella Zell (Pyralidae: Lepidoptera) Uzerine Radyasyon
Etkisinin Tek Hiicre Jel Elektroforez Teknigi (Komet Testi) Ile izlenmesi” adli bu
caligma, jiirimiz tarafindan Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji

Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

18.09.2012
Bagkan: Prof. Dr. Aydm S. TUNCBILEK 9&%
Uye : Prof. Dr. Coskun TEZ 4 ¢

Uye :Dog. Dr. Abdurrahman AYVAZ
ONAY:

Bu tezin kabulii, Enstitii Yonetim Kurulunun 25.[ F?ﬁ../.Q.:!’Q-tarih ve 42Q/.—’.7.~/ &b~ /5

sayili karart ile onaylanmugtir.

Prof, Dr. Necmettin MARASLI

Enstitii Midiirii




iv

TESEKKUR

Tez caligmamin tiim asamalarinda yardim ve degerli Onerilerini esirgemeyen danigsman
hocam Prof. Dr. Aydin S. TUNCBILEK’e ve saygideger hocam Ars. Gor. Ulkii
CANPOLATa tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Bunun yaninda laboratuar ¢aligmalari asamasinda desteklerini esirgemeyen Uzman
Biyolog Nizamettin YAZICI, Gida Miihendisi Yakup EREL, Yrd. Dog¢. Dr.Servet
OZCAN, Ars. Gor. Sevgi BAKIR, Ars. Gor. Arzu YAY, Sunay TEKIN, Dilek
DABANLI ve Metin KILIC’a cok tesekkiir ederim.

Iki y1llik yiiksek lisans dahil olmak iizere, alt1 yillik iiniversite hayatimda da dualarini

ve desteklerini esirgemeyen sevgili aileme tesekkiirlerimi borg bilirim.

Bu ¢alismay1 FBY-10-3305 kodlu proje ile destekleyen Erciyes Universitesi Arastirma

Projeleri Birimine tesekkiir ederim.

Handan KILICOGLU

Kayseri, Eyliil 2012



Ephestia kuehniella ZELL (PYRALIDAE: LEPIDOPTERA) UZERINE )
RADYASYON ETKIiSiNIN TEK HUCRE JEL ELEKTROFOREZ TEKNIiGi
(KOMET TESTI) iLE iZLENMESI

Handan KILICOGLU
Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek lisans Tezi, Eyliil 2012
Tez Damismani: Prof. Dr. Aydin S. TUNCBILEK

OZET

Bu ¢alismada E. kuehniella Zell (Lepidoptera: Pyralidae) {izerine radyasyon etkisini tek
hiicre jel elektroforez teknigi (komet testi) ile tespit calismasit yapilmistir. E. kuehniella
Zell (Lepidoptera: Pyralidae)’nin ergin, larva ve pupalar 0, 50, 100, 150 ve 200 Gy
dozlarinda 1sinlanmistir. Erginle yaptigimiz calismada kontrol gurubuna gore radyasyon
dozu arttikga DNA’nin kuyruk olusturma yiizdesi de artmig ve DNA’da farkli komet
goriintiileri izlenmistir. Bu dozlarin erginde yiiksek dozlara gerek kalmadan DNA’ya
zarar verdigi tespit edilmistir. Kontrol erginde kuyruk uzunlugu 27.514 um iken 50
Gy’de 94.875 um olarak Ol¢iilmiistiir. DNA komet yontemi DNA kiriklarini ¢abuk,

hassas giivenli ve olduk¢a ucuz dl¢ebilen bir yontemdir.

Anahtar Kelimeler: DNA, komet testi, radyasyon, Ephestia kuehniella
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THE SINGLE CELL GEL ELECTROPHORESIS TECHNIGUE (COMET
ASSAY) FOR MONITORING RADIATION EFFECTS ON Ephestia kuehniella
ZELL (PYRALIDAE: LEPIDOPTERA)
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Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M.Sc. Thesis, September 2012
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Aydin S. TUNCBILEK

ABSTRACT
In this study, the effect of radiation was determined in E. kuehniella Zell ( Lepidoptera:
Pyralidae) with single cell gel electrophoresis (comet test). Adult, larvae and pupae of
E. kuehniella Zell (Lepidoptera: Pyralidae) were radiated with 0, 50, 100, 150 and 200
Gy doses. In our study with adults, as the radiation dose increased, percentage of tail
formation of DNA was also increased and different comet images were observed in
comparison with control group. These dosages were seen to damage DNA without
higher dosage amounts. While the extent of tail was measured 27.514 wm in control
adults, it was 94.875 um in 50 Gy. DNA comet method is a quick, sensitive safe and

reasonably cheap method in measuring DNA breaks.

Keywords: DNA, comet assay, radiation, Ephestia kuehniella
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GIRIS

Ulkemizde tarmmsal iiretimin 6nemli kismini olusturan tahil iiriinleri depolama
doneminde bircok zararhh tarafindan tahrip edilmektedir. Ephestia. kuehniella, E.
cautelle, Lasioderma serricorne, Oryzaephilus surinamensis, Plodia interpunctella,
Rhyzopertha dominica, Sitophilus spp., Tribolium spp. ve Trogoderma granarium

ilkemizde sik rastlanan onemli depo zararhlaridir [1].

Zararlh kontrolii gerek saglik acgisindan, gerekse ekonomik agidan Onemli zararlara
neden oldugundan yapilmasi sarttir. Bu amacla cesitli yontemler uygulanmaktadir.
Uygulanan bu yontemler de bocekler hakkinda elde edilen bilgiler arttikca
degisebilmektedir. En yaygin olarak kullanilan yontem insektisit olarak adlandirilan
kimyasal preparatlarin kullanimidir. Ancak; gerek kimyasal preparatlarin ¢evreye ve
canlilara verdigi zararlarin anlasilmis olmasi ve gerekse de boceklerin bu tiir bilesiklere
kars1 olusturduklar1 diren¢ miicadele yontemlerini temelinden degistirmistir. Yapilan
arastirmalarin sonuglarina paralel olarak c¢evreye ve dogal hayata en az zararl,
boceklerde bagisiklik olusturmayan, sadece hedef alinan bocekleri etkileyip dogal denge
acisindan gereksinim duyulan boceklere zarar vermeyen miicadele yontemlerinin
gelistirilmesi saglanmustir. Zararli boceklerle miicadelede giiniimiize kadar biyolojik
miicadele strateji ve yontemleri degisik sekillerde incelenmis ve uygulanmistir. Bu
yontemlerden birisi olan gama radyasyonu depo zararlilarina kars1 uygulanabilir bir
alternatiftir. Bu uygulama hizli ve etkili bir yontemdir. Ayrica bu uygulama sonucunda
fosfine karsi diren¢ olusturmus zararhnin kontrolii de saglanabilir. Depolanmis
iriinlerdeki zararlilarin gama radyasyonuna karsi toleransinda farkliliklar vardir. Buna
ilaveten belirli bir evrede olan (ergin, larva, vb.) bocek tiiriiniin iyonize radyasyona
kars1 hassasligi da belirlenebilir. Ciinkii bireyin bazi hayat evrelerinde oldiiriicii

seviyenin altindaki 1sinlamada gelismesini devam ettirebilme kabiliyeti vardir [2].



Raporlara gore fiziksel ajanlar (sicak, soguk, basing, ses, elektromanyetik 1sinim ve
elektrik akimi), gama radyasyonu, X 1simnlari, kimyasal bilesikler canli hiicredeki
DNA’ya zarar verebilirler [3]. Diploid (2n kromozom tasiyan hiicre) memeli
hiicrelerinde 1 Gray (Gy) iyonize radyasyon ortalama 1000 tek ve 30 ¢ift zincir kirigina
yol actig1 bilinmektedir. Ilk olarak 1960’larm ortalarinda E. coli’de yapilan ¢ahsmada
radyasyon sonucu olusan DNA zincir kiriklar1t McGrath ve Williams tarafindan tespit

edilmistir [4].

DNA zincir hasarlarin1 belirlemede cesitli metotlar gelistirilmistir. Genotoksik veya
mutajenik etkilere sahip olan fiziksel veya kimyasal maddelerin (pestisitler, gama veya
UV siklar) hedef organizma iizerinde belirli bir periyot ve konsantrasyonda DNA
hasar1 olusturup olusturmadigi komet analiziyle belirlenebilir. DNA iizerinde stres
faktorlerinin hasar olusturup olusturmadigi, eger hasar olusturuyor ise hasar derecesinin
belirlenmesi hedef organizmanin gelecegi acisindan onemlidir. Simdiye kadar DNA
hasarmin belirlenmesi ile ilgili ¢ok sayida teknikler kullanilmistir. Bunlarin bircogunun
pahali ve uzun c¢alisma siiresi gerektirmesi, kimi zaman da beklenen basarinin elde

edilememesi bu alandaki gii¢liikleri ortaya koymaktadir [5].

Son yillarda tip ve biyoloji alanlarinda yukarida belirtilen sorunlara cevap verebilecek
‘tek hiicre jel elektroforez’ veya ‘komet analizi’ molekiiler test sistemi gibi yontemler
gelistirilmistir. Bu metot sayesinde DNA’da hasar olup olmadigi, varsa hasar
seviyelerinin anlasilmasi ile farkli bir boyut kazanmistir [6]. DNA hasarin1 6lgmek ve
analiz etmek amaciyla kullanilan hizli, basit, duyarli ve yaygin kullanim alanina sahip
bir tekniktir. Ilk defa 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan DNA sarmal
kiriklarmmn 6lciilmesi amaciyla kurulan, daha sonra 1984 yilinda Ostling ve Johanson
tarafindan gelistirilen teknik notral pH’daki lysing sartlarinda uygulanarak DNA c¢ift
sarmal kiriklarin1 tayin etmede kullanilmistir. 1988 yilinda Singh ve arkadaslari
tarafindan protokolde birtakim degisiklikler yapilarak yontem alkali lysing kosullarinda
uygulanmustir. Singh ve arkadaslarmin komet yoOntemi protokolii bugiin kiigiik

degisikliklerle diinya genelinde en yaygin kullanilan protokoldiir [7].

Bu teknikte hiicreler, agaroz jelle kapli lamlara gomiiliir. Bu hiicreler yiiksek tuz
tamponu ve deterjanlar tarafindan lizis edilir. Notral kosullar altinda kromatinler
elektroforez yontemiyle serbest kalir (pH: 9.5). DNA; floresan boya ile boyandiktan

sonra (ethidium bromide) “kuyruk” ve “bas” yapilarindan bir komet olusur [8].



Zincir kirilmasiyla olusan bas ve kuyruktaki DN A miktar1 orantilidir. Bu yontem hemen
hemen tiim okaryot hiicrelerinde 6zellikle erken ortaya ¢ikan ya da tamir edilememis,
DNA'’da ortaya c¢ikan hasarlar1 bulmaya yardimci olur. Cesitli amaglara ulasmak i¢in
farkli modifikasyonlu komet teknigi gelistirilmistir. Bu yontemlerden en cok kullanilani

tek ve cift zincir kiriklarmi tespit edebilen alkali komet teknigidir [9].

Hasar parametrelerini 6lgmek i¢in bir¢ok goriintiileme sistemi uygulanmistir. En ¢ok
kullanilan yontem ise c¢ekirdek merkezinden kuyruk sonuna dogru olciilen kuyruk
uzunlugu, kuyruktaki DNA yiizdesi ve kuyruk momentidir (kuyruk momenti= kuyruk

uzunlugu X kuyruktaki DNA yiizdesi) [10].

Bu calismada iilkemizde yaygin olarak bulunan ve depolanmis {iriinlerde 6nemli
zararlara neden olan Ephestia kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae) iizerine radyasyonun
meydana getirdigi degisikliklerin komet yontemiyle izlenmesi amaglanmistir. Farkli
dozlardaki 1sinlamanin bocek popiilasyonunda ve farkli hayat safhalarinda etkisi tespit
edilmistir. Bu yontemde radyasyona maruz kalan bireylerde bir diren¢ olugsmadigi i¢in
sadece hedef organizmay etkilemistir. Boylelikle radyasyonun hiicre {izerindeki olas1

etkileri ortaya konmustur.



1. BOLUM

GENEL BILGILER

Insanlarm, boceklerin dogrudan veya dolayll zararlarindan kurtulma gayretlerinin
baslangici ¢ok eskilere dayanmaktadir. Genel bir deyisle, insanlar yaratildiklar1 giinden
beri, bocekleri yok etmek veya hi¢ olmazsa zararlarindan kurtulabilmek igin,
ugragmalarina ragmen bunda hala tamamen basarili olamamigslardir. Halen, insanlar elde

edecekleri ve ettikleri {iriinlerinin en az onda birini boceklere kaptirmaktadirlar [11].

Biyolojik kontroliin uygulandigi en yaygin organizma grubu bdceklerdir. Diinya
genelinde 543’1 askin bocek tiirline karsi 1200°den fazla biyolojik kontrol programi
uygulanmistir ve c¢ogunun amact dogal diismanlarin korunmasi ve yetistirilmesi
programlarina dayanir. Hedef tiirlerin en Onemlilerini Homoptera, Diptera,

Hymenoptera, Coleoptera ve Lepidoptera takimlarina ait zararhlar olusturmaktadir [12].

Lepidoptera takimimdan 6nemli bir tiir olan un giivesi Ephestia kuehniella’nin erginleri
dumanli gri renkte ve 10-14 mm boyunda olup, 6n kanatlar1 iizerinde enine zikzak
bantlar bulunmaktadir, arka kanatlar1 sarims1 beyaz renkte, genis ve uglar1 sacaklidir ve
kanat a¢iklig1 16-25 mm’dir. Yumurtalar oval ve beyaz renklidir. Larvalar krem renkte
ve killarla kapl, kil diplerinde kahve renkte pigment halkalar1 bulunmakta ve olgun
larvalar 10-19 mm boyunda, pupalar ise sarimsi kahve renkte ve 9 mm boyundadir. Un
giivesinin larvalar1 birinci derecede un ve mamullerinde, ikinci derecede tahillarda zarar
yapmaktadir. Bu tiirlin larvalar1 Ordiikleri aglar ile unlarda topaklanmalara neden
olmakta, beslenmeleri sonucu gida maddelerini kirletmekte, kizisma sonucu bozulma ve
kokusmalarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Disiler ciftlestikten sonra
yumurtalarini un, tahil taneleri ile diger gida maddeleri, depo veya degirmenlerdeki
catlak veya delikler ile makine aksamia yapistirmaktadir. Bir disi yasami boyunca 100-
600 adet yumurta birakmakta ve yumurtalar 4-6 giin i¢inde acilmaktadir. Yumurtalardan



cikan larvalar ilk devrelerde kendine undan veya diger gida pargaciklarindan yapilmis
bir kilif yaparak bunun icerisinde beslenmektedir. Larva bes deri degistirmekte, olgun
larva gida ortamin terk ederek depolardaki yarik, catlak ve girinti gibi yerlerde kokon
orerek pupa olmaktadir. Bocek, gelisme siiresini normal sartlarda 8-9 haftada
tamamlamakta ve yilda 3-4 dol vermektedir. Erginler bir iki hafta kadar yasamaktadir

[13].

E. kuehniella pek cok iirlinde zarar meydana getirmektedir. Un, incir, kuru iiziim,
makarna, misir, sehriye, yulaf, irmik, biskiivi, bugday, pirin¢, kepek, erik kurusu, seftali

kurusu, ay cicegi, pestil, ceviz i¢i, findik ve i¢ badem iizerinde belirlenmistir [14].

Tarimsal {iriin ve gidanin; depolanmus {iriin zararhlarindan korunmas: iiretici, isletme ve
ihracatcilar icin yasamsal oneme sahiptir. Ulkemizde depolarda ve isletmelerde
irtinlerin  zararhlardan korunmasinda en yaygin yontem pestisit kullanimidir.
Depolanmus iiriin zararlilar1 ile miicadele amaci ile diinyada ve iilkemizde yaygin olarak
insektisitler kullanilmaktadir. Bu amacla kullanilan insektisitler zararlilar1 kisa siirede
oldiirmesinin yan1 sira cevreye ve insan sagligina zarar verebilmektedir. Ulkemizde
1998 yilinda hasat sonrasi1 uygulamalarda yaklasik 297 ton pestisit kullanildigi
kayithdir. Kullanilan pestisitlerden, kalict insektisitler (255 ton)’den 20 tonu bos depo
ilagclamalarinda ve 235 tonu ise iiriine uygulama yontemi ile kullanilmistir. Bu donemde
fiimigantlardan metil bromit (Mbr) kullanim1 yaklasik 40 ton olmustur [15]. Depolarda
kullanilan bircok pestisite zararlilarin diren¢ gelistirdigi bilinmektedir. Depolarda
kullanilmakta olan malathion, chlorpyrifos-methyl, fenitrothion, pirimiphos-methyl,
etrimfos ve benzeri bircok etkili maddeye karsi bazi zararhilarin diren¢ gelistirdigi
bildirilmektedir [16]. 1950’den beri pestisit kullanim1 12 kat artmis, buna bagh olarak
da ilaca dayanikl tiir sayis1 1960’da 50 civarinda iken 1990’da 490’a ulagmustir [17].

Bu yiizden arastirmacilar kontrol icin gelismis metotlar bulma ihtiyac1 duymuslardir.
Ulkemizde depolanmus iiriin zararlhlar1 ile savasimda zaman zaman radyasyon ve
mikrodalga uygulamalarinmn da kullanilabilecegi bildirilmekle birlikte, yaygin bir
kullaninmi  s6z konusu degildir [18]. Gama 1smnlar1 gibi iyonize 1sinlarin
mikroorganizmalar lizerindeki etkileri hiicre icerisine giren 1sinlarin atomlardan elektron
uzaklastirarak iyonize molekiiller olusturmasi ile gerceklestirilir. Bunun sonucu hiicre
DNA’s1 ve membraninin fonksiyonlarinda 6nemli dl¢iide degisimler olusur ve serbest

radikaller meydana gelir. Serbest radikallerin reaktiviteleri de ikincil degisimlere yol



acar. Mikroorganizmalarin radyasyona karst olan direncleri radyasyon dozuna,
mikroorganizmanin cinsine, spor veya vejetatif formda olusuna, ortamin bilisimine ve
sicakliga gore degisir. Insan ve hayvanlar 0,005-0,01 kGy, bocekler ise 0,001-0,1 kGy
diizeyindeki 1s51n dozu ile letal etkilenirler [19]. Diisiik dozda 1sinlama (1 kGy’den az)
gidalar1 kemirgenlerden arindirmak ve bu zararhlar1 karantina altina almak i¢in
kullanilabilir. Giderek artan sayida iilke gida i1sinlama teknigini kabul etmistir. Ayni
zamanda, 1smlanmig gida belirleme yontemleri yetkililer tarafindan gerekli kilinmigtir
[20]. Ayrica ozellikle iiglincii diinya iilkelerinde yer ve israf her zaman bir sorun
olusturdugu i¢in gidayr korumak ve gida kaynakli hastaliklarin sikligmi azaltmak i¢in
radyasyon kullanimi biiyiik faydalar saglayabilir. Radyasyonun kullanildig1 bazi

caligmalar asagida verilmistir:

e Buzdolabinda et ve et iiriinlerinin raf Omriini uzatmak,

e Baharatlarda bozulmaya yol acan organizmalarin azaltmak,
e Patates ve soganin ¢cimlenmesinin engellenmesini saglamak,
e Tahillardaki bocek ve parazitlerin yok edilmesi,

e Meyve olgunlagma siirecini geciktirmek,

e Et, kilmes hayvanlari ve su iiriinleri sterilizasyonu [21].

Bir¢cok bocek, radyasyona yiiksek toleransi olan farklilasmis hiicrelerden olusur.
Isinlamaya bagli olarak hasarli hiicreler boliinmiis veya farklilasmamis hiicrelerden tipik
olarak cok daha dayanikhidir. Ancak, gonadlarda (esey bezlerinde) olusan kok hiicreler
1sinlamayla genellikle kolayca oldiirebilen hiicrelerdir. Biyolojik sistemlerde iyonize
radyasyonun ayni zamanda reaktif radikallere yol actigi da bilinmektedir. Reaktif
oksijen tiirleri ve hiicre bilesenlerinin yapisal biitiinliigiinii saglayan antioksidanlar gibi
serbest radikaller arasinda da uygun bir denge saglanmalidir. Eger serbest radikal
diizeyinde bir dengesizlik varsa DNA, yaglar ve proteinler gibi hassas biyolojik yapilar
zarar gorebilir. Bu arastirmalar, bocek gelisim evrelerinde iyonize radyasyona karsi
toleransin oldugunu ortaya koymaktadir. Holometabolik boceklerde (tam baskalasim
geciren bocekler), pupa evresinde doku ve organlar tekrar yapilandig: icin bu fazdaki
bocekler zararh ajanlara karsi daha hassastir. Yapilan ¢aligmalarda, larva ve yetiskinlere
gore pupada komet parametrelerini kapsayan kuyruktaki DNA miktar ii¢ kat daha fazla
oldugu gozlemlenmistir. Pupa fazinda apoptozis olay1 (hiicre 6liimii) larva ve yetiskine

gore daha fazla olmasi bu olay1 aciklamaktadir [22].



Genetik olaylarin molekiiler diizeydeki temeli genetik materyal gorevini listlenen
niikleik asitlerin yap1 ve Ozelliklerine dayanir. Niikleik asitlerin iki tiirii olan
deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA) temelde ayni yapisal
ozelliklere sahiptir. DNA sadece kalitsal bilgiyi tasiyan makro molekiiller olmayip bu
bilgiyi protein sentezine aktarmaktan da sorumludur [23]. DNA kolay zarar gorebilen
bir molekiildiir ve iizerinde siirekli olarak hasar olusmaktadir [24]. DNA iizerinde
kendiliginden degisimler sonucu veya cevresel etmenler sonucu hasar meydana
gelebilmekte, olusan hasar DNA onarim sistemleri tarafindan giderilmekle birlikte,
hasarin cok fazla oldugu veya onarim sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda DNA

izerinde olusan hasar mutasyona veya hiicre dliimiine neden olmaktadir [25].

Kendiliginden degisimler sonucu olusan DNA hasarinin nedenleri arasinda; DNA
sentezi swrasinda bazlarin yanlis eslesmesi, piirin ve pirimidin bazlarin ketoenol
tautomerizm ve deaminasyon (bir aminoasit ya da bagka bir organik bilesikten bir -NH,
(amino) grubunun ayrilmasi) sonucu kimyasal yapisinda gelisen degisimler, DNA
yapisinda bulunan piirin ve pirimidin bazlarinin termal dayanikhiliina bagh olarak
hidrolitik baz kayb1 ve hiicresel metabolizmanin yan {iiriinii olarak iiretilen serbest
radikallerin neden oldugu DNA hasarlar1 onemli yer tutmakta olup cevresel hasar ise
fiziksel ve kimyasal hasar olmak iizere iki grupta incelenmektedir. DNA’nin
biitiinliigiinii bozup ve farklit DNA hasarlarinin olugsmasina neden olan fiziksel etkenler
arasinda ultraviyole ve X-1sinlar1 6nemli yer tutmaktadir. DNA hasarlarinin olugsmasina
neden olan kimyasal ajanlar icinde, ¢cevresel mutajen ve karsenojenlerin en genis grubu
olan ve cesitli gida maddelerinde, antitiimoral ilaglarda ve tiitiinde bulunan alkilleyici
maddeler, foto aktive olmus psoralenler gibi ¢apraz baglayicilar ve ksenobiotikler gibi
elektrofilik reaktanlara metabolize edilebilen kimyasallar yer almaktadir. Hiicre, DNA
hasarlarma farkli metabolik yollar ile cevap verir. Agir DNA hasarlar1 hiicrenin apoptoz
yolunu (kanserlesen hiicrenin programli olarak 6ldiirmesi) aktive ederek hiicreyi 6liime
gotiiriir. DNA hasar1 replikasyon sirasinda tamir edilemezse mutasyona ve sonug olarak

genomik kararsizliga neden olabilmektedir [26].

Fizikokimyasal etkilesim ile hiicresel DNA; tek zincir kiriklar1 (SSBs), cift zincir
kiriklar1 (DSBs), DNA-DNA ve DNA-protein capraz baglari, piirin ve pirimidin
bazlarinda hasar veren cesitli primer lezyonlar iiretir. Memeli hiicreleri bu tiir zararlar

icin etkili bir enzimatik tamir mekanizmasina sahiptir. Fakat radyasyon etkisiyle olusan



cift zincir DNA kariklar1 geri doniisiimsiizdiir. Boylelikle ortaya cikan ¢ift zincir DNA
kiriklar1 6nemli mutajenik ve kanserojen lezyonlarina sebep olur. Bu onarillamayan
DNA, kromozomal delesyon ve diizensiz (translokasyon ve aralarinda delesyon)
birlesmelere yol acarak cesitli kanserleri ortaya cikarir. Her zaman DNA hasarmnin
izlenmesi i¢in hizli ve duyarli yontemler gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur. Yillar
icinde, kromozomal anomaliler, mikronukleus ve kardes kromatit degisimi gibi rutin
sitogenetik bir takim gostergeler, iyonize radyasyonun genotoksik etkilerini tespit etmek
icin uygulanmistir. Son yillarda komet analizi ( tek hiicre jel elektroforezi) iyonize
radyasyon tarafindan olusturulan DNA hasar1 ve DNA hasarina yol acan mutajen ve
kanserojen etkilerini izlemek i¢in kullamilmistir. Molekiiler epidemiyoloji
caligmalarinda, komet analiziyle DNA hasar1 degerlendirilmesi bir belirte¢c olarak
kullanilmaktadir. Komet analiz testi; birincil DNA hasar1 tespitinde ve tek hiicre
diizeyinde tamir ¢alismasina izin verir. Diger genotoksisite testler karsilastirildiginda,
komet analizi en az zaman alicidir. Bu yontem hassas, ¢esitli alanlarda kullanilabilecek
(biyomedikal arastirma, genetik toksikoloji, radyasyon biyolojisi, klinik ve molekiiler

epidemiyoloji, kanser radyoterapi analizi gibi) ¢cok yonlii bir tekniktir [27].

Son 20 yilda DNA hasarlarin1 belirleyebilen yeni metotlarin arastirilmasiyla belli bir
diizeye gelinmistir [28]. DNA’daki hasar diizeyinin Olciilmesinde kullanilan en yaygin
O0lcme yontemlerinden birisi olan “Tek Hiicre Jel Elektroforezi” (Single Cell Gel
Electrophoresis) hassas, basit ve hizli bir gorsel fliioresans teknigidir [29]. Teknik,
hiicrelerde ¢esitli ajanlarin indiikledigi DNA hasar1 ve onarim bozukluklarinin tayini
amaciyla genetik toksikolojiden molekiiler epidemiyolojiye kadar pek c¢ok alanda
kullanilmakta olup “Komet Analiz” ya da “Microgel Electrophoretic Tecnique” olarak

da adlandirilmaktadir [28, 29].

Genel olarak, canli dokulardan izole edilen ¢ekirdek i¢indeki DNA, ince bir agaroz jel
icine fikse edilir ve elektroforetik ortamda yiiriitiilir. Eger cesitli genotoksik ajanlarla
hasarlanan DNA’lar tamir mekanizmalar1 ile tamir edilememis, tek veya cift DNA
zincirlerinde kirilmalar olusmus ise kirilan farkli molekiil agirliklarina ve farklr elektrik
yiikiine sahip kirilmis DNA molekiilleri elektroforetik ortamda farkli hizlarda goc
ederler. DNA molekiilleri ethidium bromide gibi DNA spesifik boyalarla boyanip
floresan mikroskop altinda incelendiginde hasarin derecesine gére DNA’lar dairesel

formdan kuyruklu yildiza benzer forma kadar c¢esitli derecelerde goriintiiler



olusturduklarindan yonteme Ingilizce “kuyruklu yildiz” anlamma gelen “Comet Assay”
ad1 verilmistir. Tek hiicre jel elektroforez veya komet analiz yontemi ilk kez Ostling ve
Johansson (1984) tarafindan temelleri olusturulmus daha sonra cesitli arastirmacilar
tarafindan giiniimiize kadar modifiye edilmis ve yeni teknikler ile birlikte sunulmustur
[30]. Bu uygulamada agarozda siispanse edilen radyasyona maruz kalmis hiicreler lam
izerine yayilarak, yliksek tuz ve deterjanla liz edilmis ve ardindan elektroforeze tabi
tutulduktan sonra DNA baglayici floresan boya olan akridin oranjla boyanmislardir
[31]. Sonucta kirik iceren DNA’larin gevsedigini, kirilmis DNA fragmanlar1 nedeni ile
elektrik yiik kazandigini ve cekirdekten anota dogru go¢ ederek kuyruklu yildiz
goriinimiinii vermesinden dolayr hasarli hiicreleri “komet” olarak adlandirmislardir.
Yine kuyruk uzunlugu DNA hasarin1 saptamak i¢in Olciilmiis ve kuyruk uzunlugunun

radyasyon dozunun bir fonksiyonu oldugu belirlenmistir [32].

DNA cift sarmal kirilmalarinin tespitine izin veren notral sartlar, tek sarmal
kirilmalarinin belirlenmesine izin vermemektedir. Oysa DNA'da hasar olusturan cogu
ajan, DNA cift sarmalindan cok, DNA tek sarmalinda hasar meydana getirmektedir.
Bunun yaninda nétral sartlarda proteinler tam olarak uzaklastirilamamaktadir. Bu
nedenlerden dolayr 1988'de Singh ve arkadaslar1 tarafindan alkali sartlar altinda
(pH>13), DNA tek sarmal kirilmalarinin tespitine izin veren komet teknigi
olusturulmustur. Kullanilan daha giiclii lizis kosullari, proteinlerin %95'inden fazlasini
yok edebilmektedir. Alkali elektroforez uygulamas ile alkali oynak bolgelerin ve tek
zincir kiriklarinin basit ve duyarhi bir sekilde tanminmasi saglanmistir. Pek ¢ok
genotoksik ajanin ¢ift zincir kiriklarindan ¢ok tek zincir kiriklar1 ve/veya alkali oynak
bolgeler olusturmasi nedeniyle metodun bu versiyonu daha cok onerilir hale gelmistir

[33].

Arastirmalar sonucunda notral deney sartlarinin denatiirasyonu hizlandirmadigr ve
bunun sadece ¢ift bag hasarinin taninmasina yol actigi gozlenmistir. Bu ise
genotoksisite hakkinda daha az hassas sonuclar elde edilmesine yol a¢cmistir. Bu
nedenle konu iizerinde caligmalar devam etmis ve yontemin alkali versiyonu Singh
tarafindan 1988 yilinda bulunmustur. Klaude ve Collins kuyruk olusturmanin altinda
yatan nedenin alkali sartlarda iplik¢iklerin gevsemesi oldugunu bulmuslar ve yaptiklari
caligmalarda notral sartlarda kuyruk kisminda sadece gevsek iplikcikler varken DNA

parcaciklarinin alkali ortamda bulundugunu gostermislerdir. Zira alkali ortamda
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baglarm ¢oziilmesi ve DNA molekiillerinin denatiirasyonu daha kolaydir. Bu DNA’da
tek bag hasarina neden olur. Bu nedenle son yillarda tercih edilen yontem alkali ortamda

DNA hasarinit caligmak olmustur [34].

Diger arastirmacilarin da katkist ile komet uzunlugu ve komet kuyruk mesafeleri gibi
goriintll analizi ve ek parametrelerin tanitilmasi yoniinde bir iyilesme saglanmistir.

Genellikle, komet testinin manuel analizi {i¢ boliimden olusur:
i.  Secilmis hiicre ¢ekirdegi Olciilecek,
ii.  Etkilesimli esikler ile goriintii segmentasyonu,
1.  Komet miktar1 [35].

Metot Oncelikle alkali ortamlarda uygulandigi icin alkali komet analizi ya da alkali tek
hiicre jel elektroforez seklinde kullanilmistir. Ancak son yillarda, N/N (Notr
gevseme/Notr elektroforez) ve A/N (Alkali gevseme/Notr elektroforez) seklinde de
uygulanmaya baglanmistir. Metodun alkali versiyonu, A/A (Alkali gevseme/Alkali
elektroforez, pH 13) DNA’nin ¢ift ve tek sarmal yapida olan hasarlarim1 6lgmek ic¢in
kullanilmaktadir. Sadece genotoksik ve mutajenik maddeler degil, ayni zamanda
oksidatif stres de DNA iizerinde hasar olusturdugundan, bu ¢alisma konular1 i¢inde de

yer alabilecek 6nemli bir yontemdir [30].

Elektroforez ve lizis asamalarimin pH’smma bagli olarak teknigin duyarliligi
degisebildiginden notral ve alkalin lizis soliisyonlar1 sirasiyla ¢ift ve tek sarmal

kirilmalarini belirlemek icin kullanilmaktadir (Tablo 1.1.).

Tablo 1.1. Komet yontemiyle farkli pH’larda tayin edilebilen DNA hasar tipleri [22].

pH:7-8 pH: 10-12 pH>13

Cift sarmal kiriklar:

Cift sarmal kiriklar:

Cift sarmal kiriklar

Capraz baglar

Tek sarmal kiriklari

Tek sarmal kiriklari

Eksizyon tamir bolgeleri

Eksizyon tamir bolgeleri

Capraz baglar

Capraz baglar

Alkali ortamda agiga c¢ikan

hasarlar
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1.1. Kullanim Alanlari

Komet teknigi tek bir hiicrede DNA hasarmin direk tayininin yani swra, bir
popiilasyondaki tiim hiicrelerin ayn1 oranda hasara ugrayip ugramadiginin tespitine,
dolayisiyla da bir tedavi sirasinda hiicrelerin cevabinin 0zellikle radyoterapi ve
kemoterapi rejimlerinde tiimor cevabinin saptanmasina yardimci olabilmekte, direncli
hiicre popiilasyonunun tanimlanmasini saglamaktadir. Komet teknigi pek ¢ok deneysel
sartlarda DNA hasar ve onarmmimi incelediginden, son yillarda genotoksisite ve DNA
onarim mekanizmalarinin incelemesinde kullanimi artan bir yontemdir. Yontem tek
hiicre siispansiyonu seklinde elde edilebilen hemen hemen her 6karyot hiicrede DNA
hasar ve onarimimm tespit etmektedir. Oldukca kiiciik hacimde Orneklerle
caligilabilmekte, sonuclar bir giinde elde edilebilmektedir. Yontem alkali eliisyon
(kromatografi iglemi ile bir maddeyi, durgun ve hareketli siv1 fazlar arasindaki dagilma
farkina dayanarak adim adim yiiriiterek baska maddelerden aymrma islemi) gibi diger

uzun DNA analizleri kadar duyarhdir [36].

Giiniimiizde komet teknigi insan popiilasyonlarindan alinan lenfosit orneklerinde
oksidatif hasar, UV ve iyonize radyasyona duyarliklarin incelenmesi yoniinden basarili
bir sekilde uygulanmaktadir. Ozellikle izleme (goriintiileme sistemi) calismalarinda,
meslekleri nedeniyle veya cevresel ya da kazayla cesitli kimyasal maddelere maruz
kalan kisilerde, DNA hasarinin incelemesinde son yillarda ragbet goren bir tekniktir

[36, 37].

Komet oOlctimii insan ¢aligmalarinda kullanilabilecek en uygun testlerdendir. Ciinkii
radyoaktif maddelerle isaretleme gibi zararh islemleri icermez ve kolaylikla goriinebilir

hiicrelere uygulanabilir [37].
1.2 Uygulama Protokolii

Teknigin uygulanmasinda tek tabakali jel ve sandvi¢ jel olmak iizere iki tip jel modeli
vardir. Daha yaygin olarak kullanilan, sandvi¢ modeldir. Gomiilen bu hiicreler, lizis
soliisyonunda bekletilir. En ¢ok tercih edilen yontem, en az bir saat siireyle, pH>10-
12'de, deterjanla ve yiiksek tuz konsantrasyonunda hiicrelerin bekletilmesi seklindedir
(Sekil 1.1). Elektroforezden oOnce lamlar, alkali elektroforez soliisyonunda DNA
sarmalmin  ayrilmas: icin bekletilir. Bu solisyon pH>12 ve diisik tuz
konsantrasyonunda olmalidir. Uygulanacak olan elektroforez siiresi ve voltaji

hiicrelerdeki DNA gociinii etkiledigi icin, her denemede standart secgilen bir tanesi
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kullanilmalidir. Elektroforezi takiben lamlarin yikanmasi i¢in en ¢ok tris tamponu tercih
edilir. En son olarak DNA baglayic1 boyalarla (akridin oranj, ethidium bromide,
propidyum iyodiir, DAPI gibi) fliioresans renk olusturulur [29].

g S HUCRELER
&!,, = \ LAM

KAPLAMA
Lizis
BOYAMA
NOTRALIiZASYON DNA ZiNCiRINiN AYRILMASI
(pH>13, SURE?)

ELEKTROFOREZ /

(Viem?, mA?, pH>13)

Sekil 1.1. Alkali komet tekniginde kritik basamaklarin sematik gosterimi [38].

Teknikte hasarsiz hiicrelerin incelenmesinde yuvarlak, kenarlar1 daha az yogun olmak
tizere ortasi parlak bir 151k goriiniimiidiir. Hiicrelerin bu goriiniimii go¢ etmemis olarak
degerlendirilir. Eger DNA hasar1 olusmaya baslamis ise go¢ uzunlugu fragmentlerin
miktarina, DNA zincir kirilmalarina ve alkali-labil bolgelerin seviyesine bagli olarak
degisiklik gostereceginden, normalde diizgiin kenarli olan goriintii DNA kiriklarinin
cekirdek digina gogmesi nedeniyle diizensiz kenarl bir goriiniim alir. Hasarin siddetine
gore merkezden kenara dogru uzama olusur. Bu goriiniime gerilmis ya da diisiik
dereceli goc ad1 verilmektedir. Hasar arttik¢a hiicreler kuyruklu yildiz (komet), yiiksek
dereceli goc¢ seklini alir. Son asama ise apoptozistir. Bu uzama hasar ile dogru
orantihidir. Ayrica kuyruktaki floresan yogunlugu da hasarin derecesine paraleldir. Fakat
bu yaklasim hasarll hiicreler arasindaki tahribatin biiyiikligi hakkinda bilgi vermekte
yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle hasarh hiicreler, olusan hasarin derecesine gére DNA

goriintiileri ¢esitli alt kategoride smiflandirilarak puanlandirilir. Hasar bulunmayan
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DNA’lar 0, hasar olan DNA’lar hasarin derecesine gore Sekil 1.2.’de goriildiigi gibi 1

den 4’e kadar puanlandirilir ve sonuglar gorsel skorlama (AU) ile degerlendirilir [26].

Sekil 1.2. Gorsel skorlama teknigi (AU) ile hiicrelerin siniflandirilmasi (0:hasarsiz DNA
goriintiisii, 1-4: hasarli DNA’lar1 hasarin derecesine gore puanlanmasi) [26].

Belli bir bolgedeki DNA miktari, o bolgedeki floresan yogunlugu ile dogru orantilidir.
Bu Ozellikten yararlanarak dijital goriintii sistemlerinde ve analiz yazilim
programlarindaki ilerlemeye paralel olarak daha hassas ve dogru sonug¢ veren miktar
tayini yontemleri gelistirilmistir. Hasarli hiicrelerin bas uzunlugu, bas ve kuyruktaki
DNA yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve kuyruk moment gibi cesitli komet parametreleri

Olciilebilmektedir [39].

Kuyruk uzunlugu, kuyruktaki DNA ve DNA dagilimi komet analizinde kullanilan temel
parametrelerdir. Diger tiim Olciimler yukarida bahsedilen 3 veriden elde edilir. Bunlar
arasinda kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu en sik kullanilanlar olmasma ragmen,
onerilen ve kullanimu gittikge artan Slciim parametresi kuyruk DNA yiizdesidir. Ciinkii
bu parametre kometlerin goriiniir kismidir ve DNA kirik frekansi ile dogru orantilidir.
Kuyruk momenti; kuyruk uzunlugu ve kuyruk i¢indeki toplam DNA oranmin ¢arpimi
olarak tanimlanmaktadir. Arastirmaci hangi 6lciim parametresini kullanirsa kullansin,

parametreler caliymalarda acik¢a not edilmelidir [40].
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Gelismis laboratuarlarda ise genellikle goriintiileme analizlerinden yararlanilmaktadir.
Son yillarda ise Olglimler LSM (Laser-scanning microscopy) teknolojisiyle
gelistirilmigtir. Boylece sarmal  kirilmalarindaki ~ farklilbiklar ~ kolaylikla

belirlenebilmektedir [41].

Deney hiicre diizeyindeki DNA zararini 6lcme esasina dayanmaktadir. DNA’s1 zarara
ugramis hiicre, kafa ve kuyruk diye 2 kisimdan meydana gelmistir. Sekil 1.3.’de “Kafa”
bolgesi cekirdek disina goc etmeyen, “kuyruk™ ise parcalanmaya ve yapisal kayba bagli
olarak cekirdek disma goc¢ etmis DNA’y1 belirtir. [34].

Goriintii Analizi ile Veri Toplanmasi

DNA Gégiiniin Uzunlugu
(Tarimlanabilen en kliclik DNA)

Gog Etmis DNA Yiizdesi
(Go¢ Eden DNA Miktar)

kafa kuyruk

Kuyruk Momenti
(GO etmis DNA) x (kuyruk uzunludu)

Cekirdek Kuyruk Momenti

(Gog etmis DNA) x (kuyruktaki DNA
vodunlugunun merkezi ile kafa arasindaki
mesafe) - -

DNA Gociiniin Uzunlugu

Sekil 1.3. Goriintii analizinin sematik sekli [34].

1.3. Komet Teknigini Etkileyen Faktorler

Komet tekniginin farkli uygulanmasi sonuglari etkilemektedir. Ornegin, elektroforez
sartlar1 (stire, uygulanan voltaj), lizis soliisyonu sartlar1 (tuz konsantrasyonu, siire ve
pH), metodun hassasiyetini etkilemektedir. Bu nedenle deneylerde sartlar standart

tutulmalidir [39].
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1.4. Komet Tekniginin Avantajlar

Yontem in vivo (canhi igerisinde) modellerde herhangi bir dokuya da
uyarlanabildiginden, sadece hizli prolifere (cogalan) olan hiicrelerde uygulanabilir olan
diger genotoksisite testlerinden daha iistiindiir. Ayn1 zamanda tek bir doku hasarmni

belirlemek de miimkiindiir. Komet tekniginin avantajlar1 asagida 6zetlenmistir.
v’ Az sayida hiicre gerektirir

Degisik hiicre ve doku gruplarina uygulanabilir

Kolay uygulanabilir

Hassastir

Hizlhidir

Ekonomiktir

Giivenilirdir

Cesitli tiirlerde DNA hasarlarini tespit edebilir

Tek hiicre seviyesinde bilgi edinilebilir

DN N N N Y N N NN

Endiistriyel, cevresel ve genetik toksikoloji alanindaki calismalarda

kullanilabilmektedir [39].

Komet yontemi kolay olmasina ragmen bazi 6nemli dezavantajlar1 da vardir. Deneyimli
bir personele ihtiya¢c vardir. Farkli arastirmacilarin degisken becerileri, zor verileri
dogrudan bir karsilagtirma yapmasini saglarken; arastirmacilarin yorgun olmasi ve
konsantrasyon bozuklugu yanlis verilerin alinmasina sebep olabilir. Goriintii analizi iki

boliime ayrilmistir:
1) Otomatik hiicre tanima ve komet siniflandirma
2) Komet parametrelerin 6l¢iilmesi seklindedir.

Deney asamasi tamamlandiktan sonra ¢ekilen goriintiilerin analizlerinin yapilabilmesi

icin algoritmalara dayali matematiksel hesaplamalar: gelistirilmistir [35].



2.BOLUM

GEREC VE YONTEM

2.1. Bocegin Yetistirilmesi

2.1.1. Ephestia kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae)
Sistematikteki yeri:

Takim: Lepidoptera

Familya: Pyralidae

Cins: Ephestia

Tiir: Ephestia kuehniella Zeller

Sekil 2.1. E. kuehniella ergini
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Sekil 2.2. E. kuehniella larvasi

Sekil 2.3. E. kuehniella pupast

Besin ortaminda istenmeyen zararhlarin elimine edilmesi i¢in sterilizasyon islemi
gereklidir. Bunun i¢in besi yeri hazirlamada kullanilan un 65°C’ye ayarh etiivde 10 saat
siireyle bekletilmis ve steril edilen besi yeri polietilen torbalarda saklanmistir. Sekil
2.3.’de E. kuehniella icin besi yerinin 1 kg un icerisinde %35 bira mayas1 ve 30 gr
bugday tohumu ilave edilerek hazirlanmasi belirtilmekte iken besi yeri modifiye
edilerek 2 kisim bugday unu, 1 kistm misir unu ve 1 kisim kepek karisimi kullanilmastir.
E. kuehniella stok kiiltiirii hazirlanirken sert beyaz kiivetler icerisine besin konulmus ve

icerisine hassas terazide tartilan 100 mg yumurta homojen olarak karigtirilmigtir.
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Sekil 2.4. E. kuehniella’nin yetisme kaplar1

Larvalarin hava almasi ve disar1 ka¢cmalarinin engellenmesi i¢in kiivet kapaginin
ortasinda 5 cm. ¢apinda bir daire kesilerek cikarilmis ve bosluga gergin tiilbent bez
yapistirilmstir. Kiiltiir, 27 + 1°C ve %70 £ 5 nispi neme ve 16: 8 (Aydinlik: Karanlik)

saatlik 1g1nlama siiresine (fotoperyot) ayarlanan yetistirme odasinda iiretilmistir.

Bir litrelik plastik kavanozun alt kismi kesilerek yumurtalarin gegebilecegi genislikte tiil
elek yerlestirilmis; kavanozun kapaginda ise 5 cm ¢apinda bir daire kesilerek ¢ikarilmis
ve gergin bir tiilbent bez yapistirilmistir. Bu sekilde hazirlanan yumurtlatma kaplari
icerisine aspiratorle Sekil 2.4. toplanan erginler konmus ve yumurtlamalar1 saglanmastir.
24 saat sonra elekten asagiya dokiillen yumurtalar beyaz kagida alinmis, kagitlar
arasinda aktarilarak bocek pulu ve diger viicut parcalarindan arindirilmis ve petri

kaplarina konarak 4°C’de saklanmuistir.
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Sekil 2.5. E. kuehniella ergin toplama aspiratorii

2.1.2. Ergin, Larva ve Pupalarin Toplanmasi

Cam tiiplerin her birine 0, 50, 100, 150 ve 200 Gy kalemle yazilmis ve igerisine E.
kuehniella ergin (1 giinliik) ve olgun larva (22 giinliik) ve pupalar (1 giinliik) her tiipiin
icinde 10 birey olacak sekilde konmustur. Sekil 2.5.’deki gibi tiiplerin agz1 pamukla
kapatilmistir.

Sekil 2.6. E. kuehniella erginlerinin tiiplere alinmasi ve 1simlanma i¢in hazirlanmasi
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2.1.3. E. kuehniella Ergin, Larva ve Pupalarin Isinlanmasi

Ergin, larva ve pupalar ismlama merkezinde (*°Co-499 sn) 0, 50, 100, 150 ve 200 Gy
dozlarinda 1sinlanmistir. Tiipler 1sinlamadan sonra deney yapimi asamasina kadar buz

kaliplarin arasinda muhafaza edilmistir.
2.2. Tek Hiicre Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi
2.2.1. Lamlarin Kaplanmasi

0, 50, 100, 150 ve 200 Gy dozlarinda 1ginlanmig ergin ve larvalar beherlere aktarilmis
ve beher icindeki bireyler cam baget yardimiyla hafifce ezilmistir. Beherin icine 1,5 ml
FTT (fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi) pH: 7,4 ilave edilmis ve karistiricida 500
devirde 1 dk siireyle karistirilmistir (Sekil 2.6.). Beher icindeki hiicre siispansiyonu
stiziillerek ependorf tiiplerine aktaridmis ve (+4°C) buzdolabinda 20 dakika

dinlendirilmistir.

Sekil 2.7. Hiicre siispansiyonunun karistirilma asamast

Hiicrelerin lama daha iyi tutunmasini saglamak i¢in lam Onceden ince bir agaroz
(damitik suda %0,5lik agaroz) tabakasiyla kaplanmis ve 50°C’lik etiivde kurumaya
birakilmigtir. 100 ul hiicre siispansiyonu 1 ml dokiim jel c¢ozeltisi (FTT de %0,8’lik
agaroz) ile karistirilmistir. Bu karisimin 100 pl’si 6nceden kaplanmis lam iizerine
aktarilip pipet ucu ile kabaca yayilmistir (Sekil 2.7.). Lamlarin iizeri hava kabarciklar1

Onlenecek sekilde kapama lameli ile kapatilmigtir.
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Sekil 2.8. Hiicre siispansiyonunun lama yayilmasi

Hiicre siispansiyonlarini yaydigimiz lamlar agaroz jelin katilagmasi i¢in 20 dk siire ile
buz iizerinde bekletilmistir. Kapama lameli bistiirii ucu ile kenar1 ¢ekilmis ve alttaki

agaroz kapli lam dikkatlice kaydirilarak kaplama lamelinden ayrilmistir.
2.2.2. Lizis

Lamellerden ayrilan lamlar daldirma sepetine dizilmistir. Sekil 2.8.’deki gibi lizis
cozeltisinde (%1.25’lik) boyama kavanozunun sepeti kapatacak sekilde konulmus ve 2
dakika bekletilmistir. Buradan alinan preparatlar 1 dk elektroforez ¢ozeltisinde ( TBE:
0,045M ve SDS pH: 8,4) bekletilmistir.

Sekil 2.9. Preparatlarin lizis asamasi
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2.2.3 Elektroforez

Alman preparatlar elektroforez tankina dizilmistir (Sekil 2.9.). Lamlar elektroforez
tankina tirash kisimlar katota bakacak sekilde, lamlar arasinda herhangi bir bosluk
birakilmadan dizilmistir. Akim kesildikten sonra lamlar tanktan dikkatlice ¢ikarimistir.
26 V ve 10 dk siireyle akim uygulanmistir. Elektroforezden alinan lamlar sepete alinmis
ve soguk suda 1 dakika bekletilerek nétralizasyonu saglanmustir. Ardindan 50°C’lik

etiivde 1 saat kurumaya birakilmustir.

Sekil 2.10. Elektroforez tanki

2.2.4. Boyama Asamasi

Boyama c¢ozeltisi hazirlarken 100 mg ethidium bromide 100 ml balon jojede suyla
eritilerek stok cozeltisi hazirlanmistir. Buzdolabinda yaklasik 1 hafta kadar 151k almayan
cam kaplarda bekletilmistir. Boyama isleminde stok cozeltisinden 2 ml ethidium
bromide alinmig ve boyama kavanozunda (Sekil 2.10.) boyama islemi yapilmistir.
Preparatlar 2 dk floresan boyaya (ethidium bromide) daldirilmis ve ardindan boyama
kavanozundan ¢ikartilip saf suda 1 dk bekletilmistir. Lamlar kurutulmadan hemen

lamellerle kapatilmis, mikroskop goriintiisii i¢in hazir hale getirilmistir.
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Sekil 2.11. Ethidium bromide ile preparatlarin boyama agamasi
2.3. Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf c¢ekme islemi, Olympus marka BXS51 floresan mikroskobunda 1000

biiylitmede yapilmistir. Cekilen ergin, larva ve pupa goriintiileri kaydedilmistir.

Sekil 2.12. Floresan mikroskobu ve goriintii cekimi
2.4. Veri Analizi

DNA hasarinin 06lgiilmesinde Comet Assay IV programi ile hiicre skorlamalari
yapilmistir. Bu skorlamalarda her bir grup i¢in bas, kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti,

kuyruktaki DNA yiizdeleri hesaplanmistir.
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Sekil 2.13. Numunelerin goriintii analizindeki kafa ve kuyruk goriintiileri



3.BOLUM

BULGULAR

3.1. Isinlanan E. kuehniella Erginlerin Komet Analizi

0, 50 Gy, 100 Gy, 150 Gy, 200 Gy’den alinan goriintiilerin (50 veri analizi) ortalamalar1
almarak degerlendirmeleri yapilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda E. kuehniella erginin
kontrol grubunda kuyruk uzunlugu 27.51 um iken bu deger 50 Gy, 100 Gy, 150 Gy ve
200 Gy dozlarda sirastyla 94.87, 111.05,166.00 ve 183.57 wm bulunmustur (Tablo 3.1.).
Isinlama dozu arttikca kuyruk uzunlugu artarken kuyruk momentinde de artis
goriilmiistiir. Bu artiglar ergin kontrolde kontrol grubunda kuyruk uzunlugu 5.12 um
iken bu deger 50 Gy, 100 Gy, 150 Gy ve 200 Gy dozlarda sirastyla 29.75, 65.82, 91.90

ve 111.92 um bulunmustur.

Tablo 3.1. E. kuehniella erginlerin komet parametlerinin veri analizleri

Komet parametleri

Doz (Gy) Kuyruk uzunlugu (Lm) Kuyruk momenti (lLm)

Ortalama deger Sapma araligi Ortalama deger | Standart sapma

Kontrol 27.51 3-75 5.12 0-32
50 Gy 94.87 4-250 29.75 0-148
100 Gy 111.05 76-169 65.82 24-121
150 Gy 166.00 98-244 91.90 37-177

200 Gy 183.57 131-278 111.92 51-252
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Sekil 3.1. 0 Gy (kontrol) ile 1sinlanmis E. kuehniella erginlerinden elde edilen
komet goriintiileri.

Sekil 3.1.’de sar1 kutu i¢ine alinan ergin kontrol (1)’de komet goriintiisii analiz
edildiginde kuyruk uzunlugu= 26.00 um, kuyruktaki DNA yiizdesi=% 12.04, kafa
uzunlugu= 67.00 um, kuyruk momenti= 3.13 pum olarak ol¢iilmiistiir. Sekil 3.1.”de sar1
kutu icine alinan kontrol (2)’de komet goriintiisii analiz edildiginde kuyruk uzunlugu=
27.00 wm, kuyruktaki DNA yiizdesi=% 19.23, kafa uzunlugu= 61.00 um, kuyruk

momenti= 5.19 um olarak 6l¢iilmiistiir.

Sekil 3.2. 50 Gy ile 1simnlanmis E. kuehniella erginlerinden elde edilen
komet goriintiileri.

Sekil 3.2.’de sar1 kutu i¢gine alinan 50 Gy (1) dozla 1sinlanan ergin hiicresindeki komet
goriintiisii analiz edildiginde kuyruk uzunlugu= 81.00 wm, kuyruktaki DNA yiizdesi=%
30.34, kafa uzunlugu= 95.00 pum, kuyruk momenti= 24.58 um olarak 6l¢iilmiistiir. Sekil

3.2.’de sar1 kutu icine alman 50 Gy (2) dozla 1smlanan ergin hiicresindeki komet
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goriintiisii analiz edildiginde uzunlugu= 41.00 um, kuyruktaki DNA yiizdesi=% 12.13,

kafa uzunlugu= 85.00 pm, kuyruk momenti= 4.97 um olarak ol¢iilmiistiir.

Sekil 3.3. 100 Gy ile 1silanmis E. kuehniella erginlerinden elde edilen
komet goriintiileri.

Sekil 3.3.’te sar1 kutu i¢ine alinan 100 Gy (1) dozla 1sinlanan ergin hiicresindeki komet
goriintiisii  analiz edildiginde kuyruk uzunlugu= 169.00 um, kuyruktaki DNA
yiizdesi=% 51.34, kafa uzunlugu= 99.00 um, kuyruk momenti= 86.77 pum olarak
Olctilmiistiir. Sekil 3.3.’te sar1 kutu icine aliman 100 Gy (2) dozla isinlanan ergin
hiicresindeki komet goriintiisii analiz edildiginde uzunlugu= 100.00 um, kuyruktaki
DNA yiizdesi=% 43.09, kafa uzunlugu= 99.00 um, kuyruk momenti= 43.09 um olarak

Olctilmiistiir.

E

Sekil 3.4. 150 Gy ile 1sinlanmis E. kuehniella erginlerinden elde edilen
komet goriintiileri.
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Sekil 3.4.te sar1 kutu i¢ine alinan 150 Gy (1) dozla 1smlanan ergin hiicresindeki komet
goriintiisti  analiz edildiginde kuyruk wuzunlugu= 156.00 pm, kuyruktaki DNA
yiizdesi=% 44.75, kafa uzunlugu= 127.00 pm, kuyruk momenti= 69.82 um olarak
Olciilmiuistiir. Sekil 3.4.’te sar1 kutu icine alman 150 Gy (2) dozla ismlanan ergin
hiicresindeki komet goriintiisii analiz edildiginde uzunlugu= 156.00 pm, kuyruktaki
DNA yiizdesi=% 49.89, kafa uzunlugu= 111.00 um, kuyruk momenti= 77.82 um olarak

Olciilmiistiir.

[ -]

[ ]

Sekil 3.5. 200 Gy ile 1silanmis E. kuehniella erginlerinden elde edilen
komet goriintiileri.

Sekil 3.5.°te sar1 kutu icine alinan 200 Gy (1) dozla 1sinlanan ergin hiicresindeki komet
goriintiisii  analiz edildiginde kuyruk uzunlugu= 175.00 um, kuyruktaki DNA
yiizdesi=% 46.65, kafa uzunlugu= 97.00 um, kuyruk momenti= 81.64 pm olarak
Olctilmiistiir. Sekil 3.5.’te sar1 kutu icine alinan 200 Gy (2) dozla isinlanan ergin
hiicresindeki komet goriintiisii analiz edildiginde uzunlugu= 170.00 um, kuyruktaki
DNA yiizdesi=% 50.77, kafa uzunlugu= 91.00 um, kuyruk momenti= 86.32 um olarak

Olctilmiistiir.

3.2. Isinlanan E. kuehniella Larvalarin Komet Analizi

Deney sonucunda, larva safthasmndaki kontrol ve isinlanmis gruplarin goriintiileri

cekilmistir. Fakat her denemede farkli sonuclar alindig1 icin analizleri yapilamamaistir.
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Sekil 3.6. E. kuehniella larvasinda tek hiicre jel elektroforez yontemi ile radyasyon
sonucu hasara ugramis hiicrelerin DNA goriintiileri (I:0 Gy (kontrol), II:
50 Gy, III: 100 Gy, IV: 150 Gy, V: 200 Gy).

0 Gy (kontrol), 50 Gy, 100 Gy, 150 Gy ve 200 Gy 1sinlanmis E. kuehniella larvalarinin
floresan mikroskobuyla yukaridaki goriintiileri cekilmistir. Bu goriintiilerin 1smlama
veya deney asamasindan kaynaklanan sebeplerden dolay1 bazi DNA parcalanmalarinin

olabilecegi sonucuna varilmistir.
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3.3. Isinlanan E. kuehniella Pupalarin Komet Analizi

Deney sonucunda pupada goriintiiler ¢cekilmistir. Cekilen goriintiilerde kontrolde kuyruk

olusumu goriilmiis, 1s1nlanmis hiicrelerde ise yuvarlak goriintiiler tespit edilmistir.

Sekil 3.7.  E. kuehniella pupasinda tek hiicre jel elektroforez yontemi ile kontrol grubu
hiicrelerin DNA goriintiileri (I ve IT 0 Gy (kontrol)).

Sekil 3.8. E. kuehniella pupasinda tek hiicre jel elektroforez yontemi ile radyasyon
sonucu (100 Gy) olusan hasara ugramus hiicrelerin DNA goriintiileri
(I ve I1 100 Gy).




4. BOLUM

TARTISMA, SONUC VE ONERILER

4.1. Tartisma

Calismamizda E. kuehniella iizerine radyasyonun tek hiicre jel elektroforez teknigi
(komet teknigi) ile DNA {iizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu calismamizda erginde doz
arttikca DNA kiriklarinin da arttigi komet teknigi ile gosterilmis ve bu bulgularimizin

literatiirle uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Iyonize radyasyon, DNA baz bozukluklari, DNA-DNA capraz baglari, tek ve cift zincir
kirilmalar1 gibi DNA lezyonlarii meydana getirir. Kromatit zincirler ve kromozomlar
icinde bosluk ve kirilmalar en sik gozlenen radyasyona baglhh kromozomal lezyonlardir
[42]. Iyonize radyasyon serbest radikaller vasitasiyla hiicresel DNA’da direkt ya da
indirekt etkiye sahip bir ajandir. Isinlama dozu arttik¢a hiicrede dongii bozukluklari,
anormal mitoz ya da hiicre 6liimlerinde de artis olabilir. Radyasyon hasarinin ilk hedefi
cekirdekten baslayarak DNA’dir. Radyobiyolojide DNA hasarinin degerlendirilmesinde
hizl1 ve daha hassas metotlara her zaman ihtiya¢ vardir [43]. Son on yil i¢erisinde, DNA
hasar seviyesinin tespitinde DNA komet yontemi kullaniminda artis olmustur. Komet
teknigi; kimyasal genotoksititede (bir maddenin, hiicredeki genetik materyal {izerindeki
etkisi), insan goriintilleme sisteminde, molekiiler epidemiyolojide (hastaliklar1
popiilasyon diizeyinde inceleyen bilim dali), temel arastirmalarda kullanilan bir
uygulamadir [44]. DNA komet yontemi serbest radikaller tarafindan meydana gelen

hiicre hasarlarinin bulunmasinda daha fazla destek saglamaktadir [22].

Bhalli ve ark., pestisitlerin insan saghigmdaki etkisini bulmak i¢in pesitisit iireten
Pakistan’daki bir fabrikada calisan benzer yaslarda 35 kisiyle bir deney yapmistir. Bu
deneyde DNA hasarmmi Olgmek icin komet test teknigini kullanmuslardir. Kontrol
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grubuna gore komet kuyruk uzunlugunda (ortalama * standart sapma(pm)) 19.98 + 2.87

vs. 7.38 £ 1.48, P < 0.001) 6nemli bir artis oldugu sonucuna varmislardir [45].

Hasan ve ark., depo zararlis1 olan Rhyzopertha dominica (Coleoptera: Bostrichidae)’da
yaptiklart bir ¢caligmada gama radyasyonunun DNA iizerindeki etkisini komet yontemi
ile analiz etmislerdir. Bu analizlere gore kontrol grubuyla karsilastirdiklarinda, 40 ve
160 Gy dozlar1 arasinda kuyruktaki DNA yiizdesinde %15-30 arasinda artis oldugunu
gozlemlemislerdir. Dayanikli bireylerde kuyruktaki DNA%’si 0 Gy’de (konrol)= %
14.62 = 1.08; 40 Gy’de=% 30.12 £ 5.17; 60 Gy=% 44.57 £ 7.64 olarak Ol¢cmiislerdir.
Kuyruk uzunlugunu ise 0 Gy’de (konrol)= 34.46 + 3.52 um; 40 Gy’de= 54.36 = 7.92
um; 60 Gy= 101.00 £ 14.08 um olarak Ol¢miislerdir [46]. Yapilan arastirmalar
gosteriyor ki her bocegin gelisim asamasindaki radyasyona duyarliligi farklilik
gostermektedir [47]. Bizim ¢alismamizda ise kuyruk uzunlugu ergin 0 Gy’de (konrol)

27.51 um olciiliirken 50 Gy’de 94.87 wm olarak olciilmiistiir.

Todoriki ve ark., kestane bocegi olan Curculio sikkimensis (Heller) (Coleoptera:
Curculionidae) larvasinda radyasyon sonucu olusan DNA hasarin1 komet yontemi
kullanarak bir calisma yapmuslardir. Bu calismalarda 1 ve 4 kGy dozlarini
kullanmiglardir. 1 ve 4 kGy radyasyon araliginda DNA hasarlarin  arttigini
gozlemlemiglerdir. Hiicre Kkarsilagtirilmalart sonucunda C. sikkimensis larvasinda
degisik DNA fragmentleriyle bircok DNA hasar1 tespit etmislerdir. Bu yontemi
kullanarak; kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruktaki DNA yiizdesinde 1sinlama
dozu arttik¢a bu parametlerin de arttigim1 gormiislerdir [48]. Bizim calismamizda ise
larva evresindeki boceklere uygulanan 50, 100, 150 ve 200 Gy dozlarinin DNA’ya

verdigi zararlar gozlemlenememistir.

Yine Hasan ve arkadaglarinin yapmis oldugu baska bir ¢alismada misir bocegi olarak da
bilinen Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae) gelisme
evrelerinde (larva, pupa ve ergin) gama radyasyonu etkisini (0.5 kGy vel kGy
dozlarinda) komet yontemi ile tespit etmislerdir. Komet yontemi ile S. zeamais’in biitiin
gelisme evrelerinde kuyruk uzunlugu ve kuyruktaki DNA yiizde verilerini ortaya
koymuslardir. Gama radyasyonunun (Doz: Varyans oram (F)= 9.74; Olasilik diizeyi
(P)= 50.01; Evre: F= 12.26, p<0.01) biiyiik olciide DNA goclerine sebep oldugunu
gormiislerdir. S. zeamais larva, pupa ve ergininde, kontrol grubuyla karsilastirdiklarinda

0.5 kGy dozda %60-70 hasar olusurken 1 kGy’de %100’liikk bir hasar olustugunu
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gormiislerdir. Erginde kuyruktaki DNA yiizdesini 0 kGy’de (kontrol)=% 8.43 £ 2.20
(ortalama = standart sapma (%)); 0.5 kGy’de=% 16.62 £ 3.66; 1.0 kGy’de=% 32.83 *
3.46 olarak 6lgmiislerdir. Kuyruk uzunlugunu ise ergin 0 kGy’de (kontrol)=19.67 + 4.94
(ortalama * standart sapma (um)); 0.5 kGy’de= 68.28 + 10.14; 1.0 kGy’de= 85.48 +
7.87 um olarak 6lgmiislerdir. Yaptiklar: calismada S. zeamais’in pupa asamasinin larva
ve ergin asamalarmmdan daha hassas oldugunu gozlemlemislerdir. [22]. Bizim
caligmamizda ise pupada yaptigimiz denemelerde goriintiiler alinmis fakat goriintiilerin

analizleri yapilamamustir.

Shahidi ve ark., prostat kanseri hastalarinda yaptiklar1 bir ¢alismada gama 1sininin
(®°Co) kontrol grubuna gore kanserli lokosit hiicrelerinde daha fazla DNA hasar1 oldugu
gozlemlemislerdir. Farkli gruplara ayni1 doz 1s1n uygulamiglardir. 24 saat i¢inde (tamir
mekanizmasindan sonra) prostat kanseri olan hastanin 16kosit hiicrelerinde saglikli

bireye gore %20 daha fazla DNA hasar1 oldugunu goérmiislerdir [49].
4.2. Sonuc ve Oneriler

Deney sonuclarina gore istatiksel veriler ortaya konulmustur. Bu veriler sonuglarina
gore tablo olusturulmus ve goriintii analizleri yapilmistir. E. kuehniella ergin, larva ve
pupa evreleri 1silanarak deneyler yapilmig fakat bu deneylerin sonucunda larva ve pupa

evrelerinden sonu¢ alinamazken erginde sonu¢ alinmistir.

E. kuehniella ergininde yapilan calisma sonucunda elde edilen verilerin analizleri
yapilmistir. Bu analizlerden 1smmlama dozu arttikca DNA’nmin kuyruk olusturma
yiizdesinin de arttig1 sonucuna varilmistir. Ergin kontrolde kuyruk uzunlugu 27.514 um

iken 50 Gy’ de 94.875 um olarak bulunmustur.

Bu deneylerin sadece E. kuehniella populasyonunda degil farkli bocek
populasyonlarinda da denenebilecegi sonucuna varilmistir. Caligsmalarin ilerletilip
boceklere gore doz ayarlamalar1 yapilarak bazi zararli etkilerinin giderilebilecegi
diistiniilmiistiir. Boylelikle bu yontemin, boceklerde yapilan radyasyon calismalarina

alternatif olabilecegi sonucuna varilmistir.

Komet yontemi; kolay uygulanabilen, giivenilir ve ucuz bir metot olarak biyolojik
miicadelede yararli bir ara¢ olacaktir. En kiiciik dozda olusan DNA hasarlarinin

tespitinde bile bu yontem fayda saglayacaktir.
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