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Ozet:

Bu calismada, uzun yillardir agilarda immiin yanit1 arttirmak amactyla katki maddesi olarak kullanilan adjuvanlardan biri
olan potasyum alumun (potasyum aliiminyum siilfat) Drosophila melanogaster’in Oregon R (Meigen) yabanil soyuna ait disi
bireylerde kronik beslenmeye bagli olarak yumurta verimi, yumurtadan-ergine gelisim dénemleri ve F1 nesline ait yavru
birey sayisi lizerine etkileri aragtirilmistir.

Bu amagla, dort farkli konsantrasyonda (0.1; 0.3; 0.5 ve 1.0M) potasyum aliiminyum siilfat [AIK(SOy,),] ¢ozeltisi, igerisinde
Standart Drosophila Besiyeri (SDB) bulunan petri kutularma eklenmistir. Deney gruplarinda kullanilacak olan disi bireyler
Alum+SDB igeren bu besiyerlerinde {i¢ giin kronik olarak beslenmislerdir. Daha sonra, uygulama gruplarina ait bu disi
bireyler ile gelisim dénemlerini yalnizca SDB’de gegiren erkek bireyler arasinda 199 X 33'J ¢aprazi kurulmustur. 24
saatlik periyotlarla petri kutulart icerisindeki sinekler bayiltilarak ayni konsantrasyonlarda Alum+SDB igeren yeni
besiyerlerine alinmisglardir. Kontrol ve uygulama gruplari igin {i¢ giin siiren bu islemlerden sonra, petrilerde yumurta, pupa ve
F| nesline ait ergin yavru birey sayimlar1 yapilmstir.

Calismamizin sonucunda, potasyum alumun 0.1 ve 0.3M uygulama gruplarinda disi basina disen giinliik ortalama yumurta
verimi ve yumurtadan-ergine doniigebilme say1/oranlari iizerine istatistiksel olarak onemli oranda etkili olmadig1 (P>0.05)
ancak son iki uygulama grubunda (0.5 ve 1.0M) bu oranlari oldukga diistirdiigii tespit edilmistir (P<0.05).

Anabhtar kelimeler: Adjuvan, Drosophila melanogaster, Fekundite, Fertilite, Gelisim Evreleri, Potasyum Alum

EFFECTS OF A VARIETY OF ADJUVANTS POTASSIUM ALUM ON
THE EGG PRODUCTION AND THE VARIOUS DEVELOPMENTAL
PROPERTIES OF DROSOPHILA MELANOGASTER (FRUIT FLY)

Abstract:

In this study, the effects of potassium alum (potassium aluminium sulfate) which is one of the adjuvants for many years used
as an additive in order to enhance the immune response to vaccines on the egg production, developmental stages from egg to
adult and the offspring of the number of individuals belonging to F1 progeny developmental stages of female Oregon R
Drosophila melanogaster (Meigen) with chronic feeding were investigated.

For this purpose, at four different concentrations (0.1, 0.3, 0.5, and 1.0M), potassium aluminum sulfate [AIK(SO4)2] solution
was added into the petri dishes with Standard Drosophila Medium (SDM). The female individuals to be used in the
application groups were chronically fed for three days in the medium. Then, the female individual belonging to applications
groups and three male individuals that lived in only SDM during their developmental stages were crossed (12 9X333).
These flies in the petri dishes were put into the new petri dishes that contained the same concentration Alum+SDM with 24-
hour periods by etherization. After this procedure having taken three days for the control and application groups, it was
counted eggs, pupae and adult offspring of the F1 progeny in the petri dishes.

In the result of our study, it was observed that potassium alum has no significant effects by statistically (P>0.05) on the
average daily egg production per female and eggs and the eclosion number/rate in the 0.1 and 0.3M application groups except
the last two (0.5 and 1.0M) application groups (P<0.05).
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Giris

Asilamada son hedef, yasam boyu koruyuculuk, uzun siireli ve giiglii bir immiin yanit olusturmaktir. Var olan
antijenlerin saflastirilmasiyla veya rekombinat DNA teknigiyle elde edilmis antijenlerle iiretilen 6li asilar zayif
immiinojenlerdir ve gii¢lii bir immiin yanit i¢in adjuvana ihtiya¢ duyarlar [1]. Latince “Adjuvare” kelimesinden
tiretilen adjuvan, yardim etmek, arttirmak, cogaltmak anlammma gelmekte ve spesifik bir antijenle beraber
kullanildiginda antijenin tek basmna kullanildigindan ¢ok daha giiclii ve etkili immiin yanit olusturan madde

olarak tanimlanmaktadir [2].

Glenny ve ark. [3] gore, adjuvanlar ilk kez 1925 yilinda Ramon tarafindan tanimlanmistir ve yine ayni
aragtirmacilar aliiminyuma adsorbe edilmis difteri toksoidi ile aliiminyum tuzlarinin adjuvan etkisini
gostermislerdir. O yillardan giinlimiize aliiminyum bilesikleri en sik kullanilan as1 adjuvanlart olmustur [4]. Al
yeryiiziinde en ¢ok bulunan i¢iincii metaldir ve 6zellikle farkli organizmalarda beyin, karaciger, kemik ve
hematopoietik sistem iizerinde toksik etkili oldugu bildirilmistir [5]. 1972 yilina kadar Al’un zararli olmadig:
diistiniilmekteydi. Ancak Al’un diger agir metaller kadar toksik olmasa da kronik alimlarda organizmada c¢esitli
hasarlara yol actig1 bildirilmektedir [6]. Al’un organizmada birikmesi ve proteinlere fazla miktarda baglanmasi
nedeni ile viicuttan atilmasi zordur ve ciddi rahatsizliklara neden olmaktadir [7]. Ozellikle siirekli hemodiyaliz
tedavisi goren hastalarin ¢cogunda ‘diyaliz ensefalopati sendromu’ (DES), ‘diyaliz dementia’ olarak bilinen bir
beyin hastaligi, kemik yumusamasi olarak tanimlanan ‘diyaliz osteomalizisi’ [8-10] ve kansizliga sebep

oldugunun goriilmesiyle [11], Al’un insan saglhigi izerindeki olumsuz etkisi ile ilgili aragtirmalar baglamistir.

Deney hayvanlar {izerinde yapilan bir arastirmada, déllenmis Ross cinsi besi tavuk yumurtalarina kulugkanin
l.giintinde 1000mcg/0.1ml serum fizyolojik i¢inde verilen aluminyum siilfatin, civciv karacigerinde yaygin
inflamatuara [12], sican testislerinde germinatif ve bobrek tiibiiler sisteminde dejeneratif hasara sebep oldugu
gosterilmistir [13, 14]. Al birikimine bagh olarak hem civciv karacigerinde hem de siganlarin bobrek ve beyin
dokusunda oksidatif hasar da gézlenmistir.

Golub ve ark. [15] tarafindan yapilan bir ¢alismada, gebeligin basindan itibaren diyetle verilen Al, farelerde
dalak ve karaciger agirliginda artmaya ve embriyoda gelisme geriliginin bir gostergesi olan tepe-topuk 6l¢iisiinde
kisalmaya yol agtig1 tespit edilmistir. Domingo ve ark. [16] ¢aligmasinda ise gebe siganlara intraperitonal olarak
verilen Al bilesiklerinin nispeten kiigiik dozlarda bile gebelik toksikozu olusturdugu gésterilmistir.

Literatiirde agilarla ilgili pek ¢ok caligmanin mevcut olmasina ragmen, adjuvan olarak kullanilan bilesikler ve
bunlarin gelisim biyolojisi iizerine olumsuz etkileriyle ilgili arastirmalara pek rastlanilmamistir. Bu amagla
calisgmamizda D. melanogaster’in yumurta verimi ve gesitli gelisim evreleri iizerine aliiminyum bilesiklerinden

potasyum aliiminyum siilfatin etkileri arastirilmistir.
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Materyal ve Metod

Bu calismada, uzun yillardan beri kendilestirilerek laboratuar kosullarina uyum saglamig ar1 bir soy olan D.
melanogaster’in Oregon R soyu kullanilmistir. Hem kontrol hem de deney gruplarinda besiyeri olarak Standart
Drosophila Besiyeri (SDB) se¢ilmistir. Tiim deney sistemleri ve stoklar 25+1°C sicaklik ve %40-60 bagil nem
tastyan siirekli karanlik kosullardaki inkiibatorlerde tutulmustur. Deney gruplari igin, potasyum alum dort farkli
konsantrasyonda (0.1; 0.3; 0.5 ve 1.0M) igerisinde SDB bulunan petri kutularina ilave edilmis ve pupadan heniiz
¢ikmig ayn1 yaslh disi bireyler bu besiyerlerinde ii¢ giin yasatilmistir. Daha sonra, uygulama gruplarina ait disiler
ile gelisim dénemlerini yalnizca SDB’de gegiren erkek bireyler arasinda 199 X 383 ¢aprazi kurulmustur. 24
saatlik periyotlarla petri kutular igerisindeki sinekler bayiltilarak ayni konsantrasyonlarda Alum+SDB iceren
petrilere transfer edilmistir. Kontrol ve uygulama gruplarinda ii¢ giin siiren bu islemlerden sonra, petrilerde
yumurta, pupa ve ergin sayimlari yapilmistir. Elde edilen veriler SPSS 13.0 paket programi ile

degerlendirilmistir.

Bulgular

Deneylerimizde, D. melanogaster’in yabanil soyunda disi bireyler igin giinlik ortalama yumurta verimi,
yumurtadan pupaya ve pupadan ergine doniisebilme sayi/oranlarina gore, potasyum alumun etkisi belirlenmistir.
Kontrol grubunda bir disi i¢in giinliikk ortalama yumurta verimi 21.67+3.75 iken bu yumurtalardan ¢ikan larva
sayis1 20.0+3.46, pupa sayist 17.33+£3.28 ve erginlesebilen birey sayisi da 16.67+3.52 olarak bulunmustur (Tablo
D).

0.1M uygulama grubunda bir disi i¢in giinlilk yumurta verimi 19.67+3.18, erginlesebilen birey sayist 14.0+£2.64;
0.3M uygulama grubunda ise giinlik yumurta verimi 17.67+1.45, erginlesebilen yavru sayis1 da 12.67+0.88
olarak bulunmustur. Kontrol ve ilk iki deney grubuna (0.1; 0.3M) ait degerler arasindaki fark istatistiki olarak
(P<0.05) anlamli degildir (Tablo 1). Ancak 0.5M uygulama grubuna ait degerler, kontrol grubu ile
karsilagtirildigi zaman, giinliik yumurta veriminin 21.67+£3.75’den 4.67+£1.20’ye, erginlesebilen birey sayisinin
da 16.67+£3.52’den 3.0+£0.57’ye geriledigi goriilmiistir (P<0.05). En yiiksek konsantrasyona sahip uygulama
grubu olan 1.0M’de ise yumurta verimi 3.0£1.15, erginlesebilen birey sayis1 da 1.33+0.66 olarak saptanmigtir
(Tablo 1). Sekil 1.’de de yumurtadan-ergine geligebilen bireylerin sayist ve konsantrasyon artigi arasindaki

negatif korelasyon acikca goriilebilmektedir.
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Tablo 1. Ergin yasaminin ilk {i¢ giiniinii potasyum alum bulunan ortamda gegiren bireylerde bir disi i¢in giinliik

ortalama yumurta, larva, pupa ve ergin sayisi

Uygulama

Gruplan Y.S.+S.H. L.S.+S.H. P.S.+S.H. E.S.S.H.

(Molar)

Kontrol 21.67 +3.75° 20.0 +3.46° 17.33 £3.28° 16.67 £3.52°
0.1 19.67 +3.18° 1733 +£2.90° 150 +3.21° 140 +2.64°
0.3 17.67 + 1.45° 15.67 £0.88° 140 £057° 12.67 +0.88°
0.5 4.67+1.20° 40 +057° 333 +0.66° 3.0 £057°
1.0 3.0 +1.15° 20 +1.15° 1.67 +£0.88° 1.33+0.66°

Y.S.:Yumurta sayisi, L.S.: Larva sayisi, P.S.:Pupa sayisi, E.S.:Erginlesebilen birey sayisi, S.H.:Standart

hata.
Istatistiksel karsilastirma kontrol ve uygulama gruplar arasinda yapilmistir. Farkli harflerle gosterilen degerler

arasindaki
fark P<0.05 diizeyinde dnemlidir.

¥ Yumurta Sayisi
® Larva Sayisi

® Pupa Sayisi

H Ergin Birey Sayisi

Sekil 1. Farkli konsantrasyonlarda Alum+SDB igeren besiyeri ile beslenen ergin bir disinin giinliik ortalama

yumurta sayisi ve larvadan ergine doniisebilen birey sayilarinin karsilagtiriimasi
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Tartisma ve Sonug:

Calismamizin sonucunda as1 adjuvanlarindan potasyum alumun yiiksek konsantrasyonlarda (0.5 ve 1.0M) D.
melanogaster’ in ¢esitli gelisim evrelerinin siiresini uzatarak negatif korelasyon gosterdigi belirlenmistir (Tablo
1 ve Sekil 1). Ayrica Tablo 1 incelendiginde, 6zellikle son iki uygulama grubuna ait giinliik yumurta veriminin
son derece diistiigli ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu

goriilmiistiir (P<0.05).

D. melanogaster’de potasyum alum uygulamasi sonucu ortaya ¢ikan yumurta verimindeki azalmanin yumurta
saris1 proteinlerinden olan vitellojen sentezinin engellenmesi ile olusabilecegi diigiiniilmektedir [17,18]. Bu
engelleme iki farkli mekanizma ile gergeklesebilir. En sik rastlanilan mekanizma, pozitif yiikli aliminyumun
elektrostatik etki ile proteinlere adsorbe olmasi seklindedir. Tkinci mekanizma ise “ligand exchange” olarak
tanimlanmaktadir. Bu mekanizmada, protein ile aliiminyum tuzlari arasinda hidroksil ve fosfat gruplar
degistirilir. Ornegin, proteinlerin hidroksil grubu ile aliiminyum fosfatin fosfat grubu degistirilerek farkli bir
baglanma saglanmaktadir [19, 20]. Drosophila’nin sephia mutantiyla yapilan bir ¢alismada farkli kimyasal
maddelerle yumurta sarist proteinlerinin yukaridaki mekanizmaya benzer sekilde yanlig baglanmast sonucu
embriyonik mortalitenin arttig1 [21], embriyonik mortalitedeki artisin da D. melanogaster’de yumurta agilim

oranini diislirdiigii belirlenmistir [22].

Aragtirmamizin diger bir boliimiinde, potasyum alum konsantrasyonundaki artiga bagl olarak larvalarin ergine
gelisme oraninin azaldigi gézlenmistir (Tablo 1 ve Sekil 1). Literatiirde bizim bulgularimizi destekler nitelikte
olan ve g¢esitli metallerin D. melanogaster’in gelisim donemleri iizerine etkileriyle ilgili birgok caligma
mevcuttur [23,26]. Bu ¢alismalarda, kadmiyum kloriir, bakir siilfat, demir siilfat ve kursun nitrat gibi baz1 agir
metaller ile ¢esitli kimyasallarin D. melanogaster’de metamorfoz siiresini uzattig1 belirlenmistir. Ayrica 6zellikle
1. ve 2. evre larvalarin ve pupalarin agir metallere karsi olduk¢a duyarli olduklar1 vurgulanarak ergine gelismeyi
inhibe ettigi tespit edilmistir. Massie ve ark. [27] tarafindan yapilan bir ¢alismada, diyetle asir1 miktarda alinan
aliminyum ve aliiminyum tuzlarmin Drosophila’da toksik etkilere neden oldugu ve bunun da yasam siiresini
%20 oraninda azalttig1 tespit edilmistir. Bu nedenle artan aliiminyum konsantrasyonuna bagli olarak bizim

calismamizda da ergin birey sayis1 kontrol grubuna goére 6nemli bir diisiis gdstermistir (P<0.05).

Golub ve ark. [15] disi farelere gebeligin basindan itibaren diyetle verilen aliminyumun embriyoda teratojenik
etkilere sebep oldugunu tespit etmislerdir. Butnaro [28]’ya gore, aluminyumun sebep oldugu teratojenik etki,
Drosophila’da ayrilmama ve kromozom kiriklart gibi kromozom anormalliklerine atfedilmektedir. Teratojenite

sebebiyle de ergin birey sayisinin azalmasit kuvvetle muhtemeldir.

Kiss ve ark. [29] gore, Al hiicre membraninin gegirgenligini ve yapisal biitiinliigiinii bozarak ve 6nemli enzim
faaliyetlerini kisitlayarak hiicrelerin yasamsal faaliyetlerini durdurucu etki gostermektedir. Al’un varliginda iyon
kanallar1 uzun siire acik kalir ve bunun sonucunda hiicre i¢ine Na sizintisi ger¢eklesir. Hiicre icine sizan Na’nin

konsantrasyonunun artistyla Na/H dengesi bozulur ve hiicreler aras1 pH azalarak hiicre 6liimleri gergeklesir [30].
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Diger bir ¢aligmada ise temelde Al’un hiicresel birikimle mitokondriyonlarin fonksiyonunu etkiledigi ifade
edilmektedir. Mitokondri i¢ zar1 ile Al’un etkilesimi, reaktif oksijen tiirlerinin agiga ¢ikmasina neden olmakta ve
oksidatif hasara yol agmaktadir [31]. Oksidatif reaksiyonu gdsteren malondialdehit ve glutatyon diizeyindeki
degisiklikler Ross besi civcivlerinde gosterilmistir [12]. Lai ve ark. (1985) [32]’na gore Al, hexokinaz gibi bazi

mitokondriyal enzimlerin aktivitelerini de kisitlamaktadir.

Hayvanlar stres kosullar1 ile miicadele etmek i¢in yliksek oranda enerjiye ihtiya¢ duyarlar ve gesitli onarim
mekanizmalari i¢in daha ¢ok enerji harcayabilirler [33, 34]. Sonucta, Al uygulamasina bagl olarak ortaya gikan
stres durumunu atlatabilmek i¢in D. melanogaster’in enerji depolarinda mitokondriyel hasara bagli olarak
olusabilecek azalma, gelisim evrelerinin uzamasina yol agarak O6zellikle yliksek dozlarda pupalasma oranini

diistirmiis olabilir. Pupa sayisindaki diisiiste ergin yavru birey sayisini etkileyebilecektir.

Al uygulamasina bagl olarak larvadan ergine doniisebilme oranindaki diisiisle ilgili bir diger mekanizma
hormonal diizensizlik olabilir. SSyle ki; boceklerin lireme potansiyeli, sinir ve endokrin sistemin koordinasyonu
altindadir [35]. Gelisim evrelerinde ortaya ¢ikan hiicre 6liimleri ve enerji diizeyindeki diisiis gibi olumsuz etkiler,
bocekte bulunan ve bdcegin gelisimini kontrol altinda tutan juvenil hormon dengesini degistirebilir. Juvenil
hormonlari degisik inhibitér veya inhibitdr benzeri maddelerle, 6rnegin Al gibi, baskilandig1 zaman [36], bizim
caligsmalarimizin sonucunda da gozlendigi iizere yumurtadan-ergine gelisimin degisik evrelerinde gecikmeler

goriilebilir.

Bu c¢alismayla aliiminyumlu ag1 adjuvanlarindan potasyum alumun kronik alimma bagli olarak
D.melanogaster’de ozellikle yiiksek konsantrasyonlardaki uygulama ile gesitli gelisim donemleri yumurtadan-
ergine inhibe edilmis ve muhtemelen organizmamizda bulunan ksenobiyotik intoksifikasyon mekanizmasinin
[37] yetersiz kalmasindan dolayr gelisim siirecinin uzamasi ile yavru birey sayisinin azalmasi arasinda negatif

korelasyon tespit edilmistir.
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