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Özet
droso4schools internet sitemizde açıklandığı gibi, meyve sineği Drosophila melanogaster, on yıldan fazla bir süredir biyolojik araştırmaların ön planında yer almıştır. Bugüne kadar bilimde kavramsal açıdan en iyi anlaşılmış organizmadır. Sonuç olarak da temel biyolojik müfredatın aktarılması için mükemmel bir araç sunar. Sineğin birçok öğretici faydası, öğrencilere ilham veren, modern araştırmayı yansıtan, bilimi daha unutulmaz kılan ve öğrencilerin müfredata yönelik içeriği açıkça anlamalarını sağlayan, basit, ucuz ve ilgi çekici sınıf deneylerinin tasarlanmasını sağlar.
[image: ]Ekteki PowerPoint sunusu ve destek içerikler, Biology A Level (Key Stage 5, UK) müfredatına yönelik kavramları pekiştirme ve bütünleme amacı taşıyan, dönem sonu revizyon derslerine uygun, özet niteliğinde bir kaynak teşkil eder. Fermantasyon, metabolizma, enzimler, genetik kod ve protein sentezi, genetik/allelik çeşitlilik ve adaptasyon, doğal seçilim ve evrim konularını ve hatta klasik şartlanmayla birleşmiş farmakolojik konseptleri kavramsal açıdan ilişkilendirmek ve gözden geçirmek için alkol ve alkol toleransı konusundan yararlanır.
Kaynak, kritik düşünmeyi teşvik eden aktif öğrenmeye ve keşfin bilimsel sürecinin bir değerlendirmesine dayanır. Ayrıca bu, hem normal ve enzimi eksik larvaların canlı dokularındaki enzimatik aktiviteyi gösteren bir kimyasal tepkime içeren deney ve etkinlikler ile hem alkol toleransını gösteren davranışsal bir deney ile hem de öğrencilere genetik kodu, mutasyonu ve transkripsiyonla translasyonun ilkelerini hatırlatan bir etkinlik ile hayata getirildi. Tek bir tutarlı hikâye örgüsü etrafında öğretilen konuların büyük çeşitliliği, farklı biyoloji kavramlarının biyolojinin karmaşık doğasını öğrencilere anlaşılır hâle getirerek nasıl bütünleştiğini vurgular. Bu yüzden, bu ders konudaki ilgiye ilham kaynağı olup öğrencileri gelecekteki çalışmaların takibine ve bilimde bir kariyere teşvik eder. Bu ders için ek çevrim içi destek içeriği droso4schools internet sayfamızda sağlanıyor olup öğrenmeyi geliştirmek, içerikleri gözden geçirmek ya da ödev vermek amacıyla kullanılabilir.
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KS5 A Level şartnamesine uygunluk 
 
Kaynak, Eylül 2015’ten itibaren geçerli olacak doğrusal eğitim modeli gereğince WJEC ve AQA şartnameleri çerçevesinde tasarlandı ve uyarlandı.
 
Müfredata özgü içerik 
Metabolizma ve biyolojik tepkimeler 
Enzim kontrollü tepkimeler serisi olarak metabolizma; fermantasyon; enzimlerin protein yapısı; etkin bölge ve katalizin kavranması; kilit-anahtar kuramı; enzim aktivitesinde enzim konsantrasyonunun etkisi; yarışmalı/yarışmasız baskılama ilkesi.
 
Genetik kod ve protein sentezi 
Nükleik asitler ve onların işlevi; transalsyon/transkripsiyon, genetik kodun dejenere doğası; amino asitlerin üçlü kodu; polipeptitlerin translasyon sonrası değişimi; mutasyonun protein ürününe etkisi. 
 
Genetik çeşitlilik, adaptasyon ve doğal seçilim 
Mutasyon ve allelik varyasyon/sıklık; bir tür içindeki biyoçeşitlilik; doğal ortama adaptasyonlar; seçici baskılar ve doğal seçilim.
 
[image: ]Aktarılabilir yetenekler 
Kaynak, öğrencilerin şunları yapmasını sağlayacaktır: 
· Biyolojinin farklı alanlarının nasıl birbirleriyle ilişki içinde olduğunu kavrar; 
· Ders kitabının dış dünyayla olan ilişkisinin farkına varır; 
· Güncel bilimsel araştırmada örnek organizmaların kullanımının değerini bilir;
· Gözlemden hipoteze ve deneysel tasarı ile prosedüre kadar, bilimsel keşif sürecini kavrar;
· Konuya hevesle yaklaşır ve gelecek çalışmaya ve biyolojiyle ilgili bir kariyere ilgi duyar. 
İlave öğrenme sonuçları 
Kaynak, öğrencilerin şunları yapmasını sağlayacaktır: 
· Farmakolojik tedavilerin nasıl biyoloji bilgisi temel alınarak tasarlanabileceğinin değerini anlar.
· Temel kavramları ve (A level Psychology ile ilgili) şartlı öğrenme uygulamasını anlar.
 
Gerekli bilgiler ve ders notları 
Kaynağın bu bölümü öğretmene dersle ilgili ek bilgi sağlamayı amaçlamaktadır ve bu bilgilere ilave notlar Powerpoint sunumunun slaytları altında verilmiştir. Bu tür ek bilgiler, öğretmenin derste öğrenciler tarafından gelen soruları daha kolay cevaplandırmasını sağlayacaktır. Meyve sineğinin araştırmalar için nasıl ve neden bu kadar önemli hale geldiğini ve araştırmalar sırasında nasıl kullanıldığını öğrenmek için size verdiğimiz iki videoyu izleyin: Küçük sinek, büyük etki bölüm 1 ve bölüm 2. Daha fazla bilgiye ve kaynağa Manchester Fly Facility sitesinden ulaşabilirsiniz.
 
Alkol her yerdedir. 
Alkollü içecekler birçok kültürde önemli bir toplumsal rol oynar, ancak alkol hayatımızda düşündüğümüzden daha fazla yer kaplar. Günlük olarak tükettiğimiz birçok gıda meyve, taze pişmiş ekmek ve fermente süt ürünleri dahil olmak üzere eser miktarda alkol içerir. Alkol ayrıca ağız yıkama, kozmetik ve öksürük ilaçlarında bulunur ve kendi vücudumuz sindirim sırasında alkol üretir. Günlük olarak sıklıkla alkolle karşılaştığımız için alkolü metabolize etmenin yollarını geliştirdik. En yaygın olanı, mayalarda fermantasyon işlemi yoluyla şekerin alkole (etanol) ayrılmasıdır ve bu süreç bu derste hatırlatılır. 
 
Alkolle ilgili davranışlar temel biyolojiyi yansıtır 
Alkol doğada her yerde bulunur ve çürüyen meyveler %4’ten fazla oranda alkol içerebilir. Kuşlar ve sincaplar gibi yaban hayvanlarının genellikle fermente meyveleri aradıkları, bu meyveleri yedikleri ve sarhoş oldukları gözlemlenmiştir. Meyve sinekleri (Drosophila melanogaster) filogenetik olarak bizden uzak olsa da insanlarda alkol alımı ile ilişkili birçok temel özelliği paylaşırlar:
· Sinekler, insanlarla benzer kan alkol konsantrasyonlarında hiperaktif ve sarhoş olurlar. (sakinleştirme; " KS5Genes&Alcohol-DrunkFly.wmv" filmine bakın); 
· [image: ]Sinekler alkol bağımlılığı belirtileri gösterir. Yalnızca alkole bağımlı olan sinekler olumsuz sonuçlarına rağmen (kininin acı tadı veya elektrik çarpması) ilacı arar; 
· Sarhoş erkek sinekler hiperseksüel olurlar ve cinsiyet gözetmeksizin çiftleşirler. Örn; diğer erkeklere kur yapmaya başlarlar;
· Cinsel olarak reddedilen erkek sinekler bir kur stratejisi => bir baş etme stratejisi olarak daha fazla alkol alımına başlarlar (bu kısa videoyu izleyin).
Gerçek bilimsel araştırmalardan elde edilen bu bulgular öğrencilerin ilgisini çekmektedir ve bu bulgular (a) alkol sorunuyla başa çıkmanın genetik bir temeli olduğunu ve (b) alkolün parçalanması ihtiyacının hayvanlar âleminin tamamında görüldüğünü vurgulamaktadır. Bu bilimsel bulgular hakkında daha fazla bilgi edinmek için bu siteyi ziyaret edebilirsiniz.  
 
Enzimler biyolojik reaksiyonları katalizlerler 
Dersin bu bölümü; biyolojik katalizörler, aktif bölgeler ve substrat özgünlüğü, anahtar-kilit hipotezi, enzim-substrat kompleksi oluşumu ve katalizini tekrar etmeyi amaçlamaktadır.  Bazı enzimatik reaksiyonlarda koenzimler/kofaktörler gereklidir ve daha yüksek seviyeli öğrenciler apoenzim/holoenzim kavramlarının da tanımlanmasından yararlanabilir. Enzimlerin genler tarafından kodlanan proteinler olduğu kavramını vurgulayın. 
Alkol katabolizması, iki aşamalı bir biyolojik reaksiyonda, önce alkol dehidrogenaz (ADH; etanolü asetaldehite dönüştürür) ve daha sonra aldehit dehidrogenaz (ALDH; asetaldehiti asetik aside dönüştürür) ile kataliz edilir.
Deney 1: ADH boyama 
Öğrencilerden yabanıl tip (YT=normal) ve Adh n1’ den yoksun mutant larvalar arasındaki farkı gözlemlemeleri ve tanımlamaları istenecektir; bu fark için bir açıklama yapmaları da istenebilir. Alkol dehidrogenazın (ADH) kolorimetri ile ölçümü, bir alkolün bir aldehit ve NADH oluşturmak için NAD+ ile reaksiyona girmesine dayanır. Bu durumda, 2-butanol alkol substratı olarak işlev görür. Oluşan NADH, mor/mavi renkli formazan üretmek için hidrojenini nitro mavisi tetrazoliuma (NMT) fenazin metosülfat (FMS) (NMT indirgenir) yoluyla aktarır. 
Adhn1’den yoksun mutant larva ADH aktivitesini ifade etmez, bu nedenle reaksiyonu kataliz edecek bir enzim yoktur ve renk değişimi olmaz. Yalnızca yabanıl tip (YT) larvalar mor/maviye dönmelidir. Bununla birlikte, belirli bir düzeyde kontaminasyon ve diğer faktörler (örneğin, bağırsaktaki bakteriler) reaksiyona müdahale edebilir, bu nedenle Adhn1’den yoksun larvaların da bir miktar renk değişikliği göstermesi muhtemeldir. Öğrenciler yabanıl tip larvalardaki daha güçlü renk değişikliğine dikkat etmelidir.  
 
Deney 2: Alkol toleransı 
Mutant larvaların alkolü parçalayacak ADH enzimine sahip olmadığını açıkladıktan sonra, öğrencileri Adh’tan yoksun sineklerin alkolle nasıl başa çıkacaklarını düşünmeye yönlendirin. Öğrencilere %100 etanole maruz kalan YT ve Adhn1’den yoksun mutantları gösterin (dersten yaklaşık 24 saat önce 30 dakika boyunca etanole maruz kalma). Öğrenciler çoğu YT sineğin kendini bu durumdan kurtardığını, Adhn1’den yoksun sineklerin çoğunun ise öldüğünü gözlemleyecektir. 
Adh yoksunluğu bakımından homozigot olan sinekler %4’ün üzerindeki etanol seviyelerine (fermente edilmiş meyve ya da birada bulunabilecek benzer bir konsantrasyon!) maruz bırakıldıklarında hayatta kalamazlar ve normal ADH aktivitesine sahip sineklere zarar vermeyen alkol konsantrasyonlarında yüksek ölüm oranları gösterirler.
 
[image: ]Alkol toleransında ADH ve ALDH’nin önemi 
ADH ve ALDH’nin alkolü metabolize etme yeteneği sineklerdeki alkol toleransı ile ilişkilidir. Bu enzimler, insanlarda alkol toksisitesine karşı direnci arttırmak için de gereklidir. Ancak bu enzimlerin aktiviteleri bireyler arasında değişebilir. 
· Düşük ADH  etanol kanda daha uzun süre dolaşır (uzun süreli zehirlenme durumu). 
· Kısmen yüksek ADH  asetik aside dönüşümü tetikleyen asetaldehide dönüşüm oranı artar. Bu durumda detoksifikasyonun daha verimli olmasına yol açar. 
· Düşük ALDH  Damarların genişlemesinde güçlü bir etkiye sahip olan ve yüzün kızarmasına (kızarma sendromu) neden olan yüksek derecede toksik bir madde olan asetaldehit birikiminden dolayı alkole karşı yüksek hassasiyet (düşük tolerans). İçki sersemliği (mide bulantısı, baş ağrısı, çarpıntı) ile ilişkili hoş olmayan fizyolojik etkilerden de sorumludur. 
· Yüksek ALDH  Yüksek alkol toleransını destekleyen yüksek asetaldehit temizleme oranı.
Örneğin, kadınların midelerinde erkeklere oranla daha az miktarda ADH enzimi vardır. Bu da alkole olan yüksek hassasiyetlerini açıklar.
 
ALDH enzim aktivitesinin farmakolojik inhibisyonu 
Bazı insanlar tükettikleri alkol miktarını kontrol edemezler. Alkol bağımlılığı bozukluklarının gelişimi ciddi sağlık ve kişiler arası ilişki sorunlarına yol açar, tıbbi ve ekonomik kaynaklar üzerinde bir yük oluşturarak toplumu bir bütün olarak etkiler.  
Disülfiram, alkol bağımlılığı tedavisinde alkolden uzak durmayı desteklemek için kullanılan bir ilaçtır. İlaç, aktif bölgenin önemli bir katalitik bileşenine bağlanır ve ALDH aktivitesini (rekabetli inhibisyon) geri döndürülemez olarak inhibe eder, diğer bir deyişle ALDH yoksunluğundaki genetik koşulları taklit eder.  
Disülfiram ile tedavinin yanı sıra alkol tüketimi, asetaldehit birikmesiyle ilişkili şiddetli bir dizi fizyolojik semptomu tetikler. Dolayısıyla bu da klasik şartlandırma yoluyla öğrenilmiş bir davranışa yol açar. Bu durumu açıklamak için, öğrencilere daha önce bizi hasta eden gıdalardan hoşlanmadığımız örneğini verebilirsiniz -zehirli gıdaları tüketmekten kaçınmak için doğal bir koruma mekanizması. Böylece disülfiram, tedavinin bırakılması aşamasında alkol içilmesini önlemek için caydırıcı bir strateji olarak çalışır. 
 
Enzimler farklı izoformlarda bulunur.
Dersin bu kısmı genetik çeşitlilik ve alleller kavramlarını özetlemelidir.
Sineklerde, ADH-S ve ADH-F, ADH enziminin iki yaygın izoformudur. Sırasıyla düşük/yüksek alkol toleransı ile korelasyon gösterirler ve Adh-F ve Adh-S gen allelleri tarafından kodlanırlar. 
ADH-S ve ADH-F tek bir aminoasite, lizine (pozitif yük) karşı treonin (nötr), göre farklılık gösterir. Bu aminoasit farklılığı, iki enzimin elektroforez ile ayrılmasına izin verir. Bu proteinlerin biri elektroforezde ‘yavaş’ ve diğeri ise ‘hızlı’ olduğundan alel isimleri de ‘S’ ve ‘F’ olarak isimlendirilmiştir. (İngilizce de yavaş-slow, hızlı-fast anlamına geldiği için) 
 
Coğrafi dağılım ve alkol toleransı 
[image: ]Kaynağın bu kısmı doğal seçilim, seçilim baskısı ve adaptasyon kavramlarını özetlemelidir.
Adh-F ve Adh-S allelleri belirgin bir coğrafi dağılım gösterirler. Adh-S ekvatora yakın (türlerin köken aldığı düşünülen Afrika bölgesi dahil) bölgelerde yüksek frekanslarda görülürken, Adh-F ılıman bölgelerde daha baskındır. 
Adh geninin allel varyantları sıcaklığa bağlı olarak diferansiyel seçilim altındadır.
· ADH-S izoenzimi, koenzimi NAD+’ye ADH-F’den daha güçlü bir şekilde bağlanır, böylece holoenzime daha büyük bir kararlılık sunarken ADH-F’den daha düşük bir alkol yıkım hızı oranı gösterir. ADH-S bu yüzden yüksek çevresel ısı kaynaklı kinetik enerjideki artışa ADH-F’den daha dayanıklıdır. Adh-S allelini taşıyan meyve sinekleri de bu yüzden Adh-F allelini taşıyanlarla karşılaştırınca sıcak, tropik bölgelerde seçici avantaja sahiptirler (kararlı ve düşük seviyeli yıkım hızı oranı, enzimatik inhibisyon tehlikesinden daha iyidir.).  
· Adh-F homozigot sinekler Adh-S homozigotlara göre 2,5 ila 3 kat daha yüksek enzim aktivitesine sahiptirler (heterozigotlar ise ortalama seviyede aktiviteye sahiptir). Bundan dolayı da daha yüksek alkol toleransına sahip olurlar (ADH-F daha yüksek substrat verimliliği sağlar). Sinekler sıcak iklimler dışında bu özellikten yararlanabilir. Özellikle üzüm bağlarının ve biracılığın bulunduğu yerlerdeki sineklerin alkole daha dayanıklı olduğu ve sadece kısa bir mesafe uzaktan toplananlara göre daha sık Adh-F alleli taşıdığı gösterilmiştir.
ADH-F’nin bu yüzden alkol toleransı sağlayan bir uyarlanımsal tepki olarak evrilmiş olup böylece de yüksek alkol barındıran çevrelerin kolonileşmesine olanak sağladığı düşünülüyor.
 
 
İnsanlarda ADH ve ALDH allelik varyantları
İnsanlar endotermiktir (sıcakkanlı), yani sabit bir vücut ısısına sahiptirler. Bu sebeple Drosophila’da tanımlanan aynı seçilim baskıları geçerli değildir (sinekler ektotermiktir, soğukkanlıdır). Ancak yine de,alkol toleransında belirgin bir coğrafi ve etnik yayılım olması bakımından insanlarda da benzer bir olgu ortaya çıkar. Asya kökenli insanlar alkolün toksik etkilerine karşı Kafkaslardan sıklıkla daha hassastır.
Bu çeşitliliğin büyük bir kısmı, alkolü metabolize etme kabiliyeti ile ilgilidir. Bu da ADH ve ALDH enzimlerinin aktivitesi ile belirlenir. Asya kökenli insanlar çoğunlukla ADH1B*2 ve/veya ALDH2*2 allellerini taşırlar.
· ADH1B*2: ADH1B genindeki bu nokta mutasyonu, amino asit değişimine (Histidinin Arjininle değişmesine) yol açar. Bu da etanolün asetaldehite daha hızlı çevrilmesine sebep olur (tipik ADH1B*1 allel varyantından 40 kez daha hızlı).  Bu yüksek yıkım hızı oranı nedeniyle, asetaldehit birikir ve (yukarıda açıklanan) hoş olmayan yan etkilerle sonuçlanır.
· ALDH2*2: Bu amino asit değişimi (Glutaminin Lisinle değişmesi) daha zayıf bir NAD+ bağlama bölgesi oluşumuna neden olur. Bu durum da enzimin kinetik özelliklerini etkiler. ALDH2*2 bu yüzden alkol alımını takiben kanda asetaldehit birikimine sebep olur. Asetaldehit birikimi, farmakolojik olarak disülfiramın sebep verdiği biyokimyasal açıdan benzeyen olumsuz fizyolojik etkilerden sorumludur.
ADH1B*2 ve ALDH2*2 [image: ]allelik varyantların her ikisi de dominant (baskın) bir tavır gösterirler. Bu yüzden herhangi iki allelden bir (heterozigot) ya da iki (homozigot) kopya taşıyan insanlar alkol kızarması sendromuna yatkındır ve alkolün tatmin edici etkisini deneyimleyemezler. Alkolün bu yüzden caydırıcı etkisi vardır ve bu alleler de alkol bağımlılığının gelişmesine karşı koruma ile ilişkilidir.
Bu koruyucu allelerin kökeni belirsizdir. Bir hipoteze göre ADH ve ALDH’nin alkol metabolizmasından öte rolleri bulunabilir ve bu bilinmeyen işlevleri asetaldehitin zehirleyici seviyesinin riskinden daha esaslı olabilir. İkinci bir hipotezin ileri sürdüğüne göre de asetaldehitin yüksek konsantrasyonları, Asya’daki endemik hastalık ya da parazitlere karşı koruma sağlamada yardımcı olabilir. Dahası, ADH ve ALDH varyantlarının etnik dağılımı; enzimatik değişimlerin sebebi veya sonucu olabilecek kültürel farklılıklarla ilişkili gibi gözüküyor. Bundan hareketle güvenli içme suyunun erişilebilirliği evrimsel tarihimizde görece yenidir. Bu yüzden, patojenlerden ve hastalıktan kaçınarak susuzluğu gidermek için atalarımız ya su kaynatmış ya çay içmiş (Doğu Dünyası) ya da alkol üretip tüketmişlerdir (Batı Dünyası). Bu allelik varyantların kökeni her ne olursa olsun, Doğulular ve Batılıların alkole maruz kalmaya diferansiyel adaptasyonunda doğal seçilimin rol oynamış olması muhtemeldir.

Deney protokolü ve yönergeler   
Deney 1: ADH enzimini boyama  
     
Standart İşlem Prosedürü:   
Deney, yapanıl tip (YT) ve ADH bulundurmayan farklı Drosophila larvalarının canlı dokularındaki alkol dehidrogenaz enzimatik aktivitesini göstermeyi amaçlar. Enzimatik aktivite renkölçüm (kolorimetri) aracılığıyla hesaplanır. 
 
Bu herhangi bir risk değerlendirmesi içermez. Okullar poliçe, yerel kural ve acil durum prosedürleri doğrultusunda kendi COSHH ve DSEAR risk değerlendirmelerini üstlenmek zorundadırlar. Öğrencilerin doymuş çözeltilerle (yüksek konsantrasyon çözeltilerle) uğraşmaması önemle tavsiye olunur.
 
 
Her bir öğrenci için metot ve araç gereçler 
 
Araç gereç 
· Yabanıltip (YT) ve Adhn1’dan yoksun  mutant sinek  larvaları 
· İki penset
· Petri kabı 
· ADH boyama çözeltisi (aşağıda açıklanmıştır) 
· Bir beherglas su (pensetleri  yıkamak için) 
· İsteğe bağlı: Mikroskop
 
Protokol 
· Her bir öğrenci birer petri kabının iki karşılıklı tarafına pipetle iki damla ADH boyama çözeltisi damlatınız.
· Penset kullanarak bir damlacığa bir YT larvası, diğer damlacığa ise bir mutant larva yerleştiriniz.
· [image: ]Her bir larvayı uçlarından ayırarak ikiye bölünüz. Ayrı diseksiyonlar arasında pensetleri  yıkayınız.
· 5-15 dakika süresince kuluçkada bırakınız. 
[image: ]Öğretmenin ilk olarak öğrencilere prosedürü göstermesi tavsiye edilir; çünkü bu, onun larvaları kuluçkadayken ve öğrenciler kendi numunelerini hazırlarken renk değişimininin gösterilmesini sağlayacaktır. Daha sonralarvaları öğrencilere gösterip derse onlarınkinin kuluçkası sırasında devam edebilir.
Kimyasal reaksiyon
Yabanıl tip (YT = normal) larvalar                      Adhn1 sıfır mutant larvalar 
             
Gerekli kimyasallar:  
 
	Kimyasalın adı 
	Katalog Numarası (Sigma)  
	CAS-No. 

	Fenazin metosülfat (PMS) 
	P9625-500mg 
	299-11-6 

	Nitrotetrazolium mavi klorür (NBT) 
	N6639-50MG 
	298-83-9 

	β-Nikotinamid dinükleotid hidrat adenin (NAD) 
	N1511-250MG 
	53-84-9 

	2-Bütanol 
	294810-100ML 
	78-92-2 

	Sodyum fosfat tampon çözeltisi (pH 7.5) 
	 
	N/A  


 
 
ADH boyama çözeltisi hazırlamak için gereken metot ve araç gereçler (esasen okul teknisyenleri için) (kaynak: O'Donnell et al., 1975, Genetics 79, 73ff. - LINK) 
 
Güvenlik önlemleri: Laboratuvar önlükleri, eldivenler, güvenlik gözlüğü; ADH boyama çözeltisi ve NBT ve PMS çözeltilerini hazırlarken çekerocakta çalışın. 
· 2 ml 0.05M sodyum fosfat tampon çözeltisi (pH 7.5) 
· 0.5 ml nitro mavi tetrazolium (NBT) (suda hazırlanmış 5mg/ml doygun çözelti – buzddolabında 1-2 hafta saklanabilir)  	 
· 0.1 ml nikotinamid dinükleotid hidrat adenin (NAD) (suda hazırlanmış 50mg/ml doygun çözelti) 
· 0.05 ml fenazin metosülfat (PMS) (suda hazırlanmış 2mg/ml doygun çözelti, donmuş ve ışıktan korunmuş halde aylarca stabil) 
· 0.1 ml 2-bütanol 
 Bir hafta içerisinde kullanın (buzdolabında saklayın) ve ışıktan koruyun (tübü alüminyum folyoya sarın). 
 
İmha kılavuzu: Sinek stokları genetiği değiştirilmiş organizmalar değillerdir; larvalar iki gün boyunca -20°C’de donmuş halde olmalıdır ve biyoatık yoluyla uzaklaştırılmalıdır, bormal çöp de kabul edilebilirdir. 
İmha prosedürleri: Son solüsyonların seyreltiklikleri lavabo yoluyla uzaklaştırılabilecekleri kadar yüksektir; etanol içinse, lütfen çözücü imha için yerel prosedürlerinizi takip ediniz.  
 
Doygun (Stok) Kimyasallar için Güvenlik Özeti 
 
[image: ]2-Bütanol:  
İşaret sözcüğü: Uyarı; Tehlike ifadesi: H226 Alevlenebilir sıvı ve gaz, tutuşma sıcaklığı = 27 °C; H319 Ciddi göz irritasyonuna sebep olur, H335 + H336 
Solunum irritasyonuna sebep olabilir, ve sersemleme ya da baş dönmesi; 
Tedbir ifadesi: P261 Buharı solumaktan kaçının, P305 + P351 + P338 GÖZLERDE İSE: Birkaç dakika suyla durulayın, varsa ve kolaysa kontak lensleri çıkarın, durulamaya devam edin.   
UK. EH40 WEL – İşyeri Maruz Kalma Sınırı:  
TWA (i.e. 8 saatten fazla maruz kalma) = 308 mg/m3  
 
Nitrotetrazolium mavi klorür 
 
[image: ]İşaret sözcüğü: Uyarı; Tehlike ifadesi: H302 Yutulursa; Tedbir ifadesi:Yok  
 
 
 
Fenazin metosülfat 
 
İşaret sözcüğü: Uyarı; Tehlike ifadesi: H315 Deri irritasyonuna neden olur, 
[image: ]H319 Ciddi göz irritasyonuna sebep olur, H335 Solunum irritasyonuna sebep olabilir; Tedbir ifadesi: P261 Toz/duman/gaz/sis/buhar/püskürtüyü solumaktan kaçının, P305 + P351 + P338 GÖZLERDE İSE: Birkaç dakika suyla durulayın, varsa ve kolaysa kontak lensleri çıkarın, durulamaya devam edin.  
 
β-Nikotinamid dinükleotid hidrat adenin
 
 “Regulation (EC) No. 1272/2008” tüzüğüne göre tehlikeli bir madde ya da karışım değil.
 
Sodyum fosfat tamponu  (pH 7.5) 
 
“Regulation (EC) No. 1272/2008” tüzüğüne göre tehlikeli bir madde ya da karışım değil.
 
 
 
 
Deney 2: Alkol toleransı  
 
Bu deneyi öğretmenin anlattığı dersten yaklaşık 24 saat önce yapın. 
 
Araç gereç 
· Bir şişe (viyal) YT sinekleri 
· Bir şişe Adhn1 sıfır mutant sinekler 
· İki boş şişe 
· İki gıda şişesi
· Altı top ham pamuk 
· %100 etanol 
 
Protokol 
[image: ]Güvenlik önlemleri: Laboratuvar önlükleri, eldivenler, güvenlik gözlüğü
· İki boş şişenin her birininin tabanına birer top ham pamuk yerleştiriniz. Şişeleri YT ve Adhn1 sıfır/mutant olarak etiketleyiniz.
· 10-15 tane YT sineği YT şişesine ve 10-15 tane Adhn1 ‘den yoksun mutant sineği de Adhn1 ‘den yoksun şişesine geçiriniz. Şişeleri taze ham pamuk ile kapatınız.
· Her şişenin kapatıcı pamuğunun iç tarafı üzerine pipetle 1 ml %100 etanol damlatınız. (Etanolün şişenin kenarlarından akmasına izin vermeyiniz.) 
· Şişeleri dik olarak yerleştiriniz ve 20-30 dakika kuluçkada bekletiniz. (çoğu sineğin alkol gazından sakinleşmesi için yeterli süre) 
· Sakinleşmiş YT ve Adhn1 ‘den yoksun sinekleri ayrı gıda şişelerine aktarınız ve taze ham pamuk ile kapatınız.
· Sinekleri 24 saat boyunca sabit bir sıcaklıkta (18-25°C) tutunuz.
[bookmark: _GoBack]ADH enzimi aktivitesine sahip olmayan mutant sinekler toksik etkilere daha hassastırlar; bu yüzden öğrenciler, çoğu YT sinek iyileşmişken çoğu Adhn1 ‘den yoksun sineğin alkol maruziyetini takiben 24 saat içinde öldüğünü gözlemlemelidir. 
 
Doygun (Stok) Kimyasallar için Güvenlik Özeti 
 
Etanol:  
 
[image: ]İşaret sözcüğü Tehlike; Tehlike İfadesi: H225 Yüksek derecede alevlenebilir sıvı ve gaz, Tutuşma sıcaklığı 14.0 °C; Tedbir ifadesi: P210 Isı/kıvılcım/açık alev/sıcak yüzeylerden uzak tutun. – Sigarayla yaklaşmayın. 
UK. EH40 WEL –  İşyeri Maruz Kalma Sınırı; TWA (i.e. 8 saatten fazla maruz kalma sınırı): 1,920 mg/m3 
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If you find this resource helpful, please, let us know via an informal email to Andreas.Prokop@manchester.ac.uk 
 
If you find this resource helpful, please, let us know via an informal email to Andreas.Prokop@manchester.ac.uk 
 
Eğer bu kaynağı yararlı buluyorsanız lütfen gayriresmî bir e-posta ile bize bildirin: Andreas.Prokop@manchester.ac.uk 
 
Allel varyantları ve ADH enzim aktivitesi 
 
Adh-S ve Adh-F aynı genin, Adh’nin, iki alternatif formudur. Bunlar alleller olarak bilinir ve Drosophila melanogaster’in doğal popülasyonlarında alkol dehidrojenaz (ADH) enzimini kodlarlar. Adh’nin poliformik (çokbiçimli) olduğu söylenir. 
Adh-S ve Adh-F’nin genetik olarak birbirlerinden nerede ayrıldığını tanımlayarak ve bunun protein seviyede ne tür bir etkisi olabileceğini belirterek aşağıdaki soruları cevaplayınız.
 
1. Aşağıdaki kodlayıcı DNA ipliği, Adh geninin Adh-S allelini kodlayan nükleotit dizisinin bir bölümünü göstermektedir.
	 
DNA (kodlayıcı iplik) 
 
DNA (tamamlayıcı iplik) 
 
mRNA ipliği
 
Amino asit dizisi
 
	 
C A C A A G T T C A A C T C C T G G  

	
	 

	
	 

	
	 


 
a. Kodlayıcı DNA ipliğinden mRNA dizisini belirleyin. Yardımcı olması için diziyi üçlü bazlara bölün.
b. [image: ]Genetik kod tablosunu kullanarak mRNA’nın kodladığı amino asit dizisini yazın.
c. Sitoplazmada gerçekleşen ve bir polipeptit zinciri meydana getiren işlemin adını belirtin.
 
 
2. Aşağıdaki kodlayıcı DNA ipliği yukarıdakiyle aynı bölümü göstermekte ancak bu sefer Adh geninin Adh-F allelini kodlamaktadır.
	 
DNA (kodlayıcı iplik) 
 
DNA (tamamlayıcı iplik) 
 
mRNA ipliği
 
Amino asit dizisi
 
	 
C A C A C G T T C A A C T C T T G G  

	
	 

	
	 

	
	 


 
a. ADH-S ve ADH-F’yi kodlayan nükleotit dizileri nasıl bir farklılık gösterir? DNA kodlayıcı ipliğindeki farklılıkların altını çiziniz.
b. Bu baz değişiklikleri okuma çerçevesini etkiler mi? Bu ne tür bir mutasyondur?
c. mRNA’nın kodladığı amino asit dizisini yazın. İlk mutasyonun polipeptit zinciri üzerinde ne tür bir etkisi vardır? Ya ikinci mutasyonun?

     3. Allel varyantlarının (Adh-S ve Adh-F) nihai protein ürününde ne gibi bir etkisi olabileceğini önererek belirtiniz.
 
[image: ]

Genden enzime ve evrime: Ödev sayfası
Aşağıdaki soruları cevaplandırmada yardım amaçlı öğrenci kaynağını kullanınız.
 
1. Kilit-anahtar teori modelini açıklayın (anahtar terimleri kullanmayı unutmayın).


 

                                                                                                                                                
2. Alkolün parçalanmasında iki enzim yer alır. 
 
a. Bu enzimleri ve ilgili substratlarını adlandırın.


 
b. İki enzimin hücre içinde nerede bulunduğunu belirtin.
 

 
 
3. [image: ]Asetaldehit zehirli kabul edilmektedir. Vücutta ne etkileri olduğunu açıklayın.
 

 

 
 
4. Etanole maruz kalma Adh dan yoksun sinekler için neden ölümcüldür? 
 

 

 
 
5. Disülfiramın alkol parçalanmasını nasıl engellediğini ve bunun alkol bağımlılığı tedavisinde nasıl kullanılabileceğini açıklayın. 
 

 

 
 
6. İki izoenzimin de, ADH-S ve ADH-F’nin, seçici avantajlarını belirtin.
 
 

 

 
Deneme yazısı: Soru 1 YA DA Soru 2’yi cevaplayın. 
1. Alkol metabolizması örneğinden yararlanarak genetik çeşitliliğin alkol toleransını nasıl etkilediğini açıklayın. Sinek ve insan modellerinden bahsedin. İpucu: Alleller; genden polipeptit zincirine; protein işlevi.
 
2. Meyve sineklerinde alkol toleransının coğrafı dağılımını tartışın ve Drosophila melanogaster’in insanlarda popülasyon genetiği ve allel frekanslarını anlamakta neden yararlı bir araç olduğunu açıklayın (İpucu: öğretici faydalar). 
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