DAPAGLIFLOZIN’IN GENOTOKSISITESININ
Drosophila melanogaster’de COMET, SMART VE DAVRANIS
TESTLERIYLE ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI
Zebiha YIGIT
Danlsm?n
Dog. Dr. Arzu OZKARA
MOLEKULER BIYOLOJI ve GENETIK
ANABILIM DALI
Haziran 2024



AFYON KOCATEPE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

DAPAGLIFLOZIN’IN GENOTOKSISITESININ
Drosophila melanogaster’de COMET, SMART VE DAVRANIS
TESTLERIYLE ARASTIRILMASI

Zebiha YIGIT

Danisman

Doc. Dr. Arzu OZKARA

MOLEKULER BiYOLOJi ve GENETIK ANABILIM DALI

Haziran 2024



TEZ ONAY SAYFASI

Zebiha YIGIT tarafindan hazirlanan “Dapagliflozin’in Genotoksisitesinin Drosophila
melanogaster’de Comet, Smart ve Davramig Testleriyle Arastirilmasi” adli tez
caligmasi lisansiistii egitim ve 6gretim yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca 01 /08
| 2024 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda
YUKSEK LIiSANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Damsman : Dog. Dr. Arzu OZKARA

Baskan : Prof. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI
Afyon Kocatepe Universitesi,
Fen Edebiyat Fakiiltesi

Uye : Dog. Dr. Arzu OZKARA
Afyon Kocatepe Universitesi,
Fen Edebiyat Fakiiltesi

Uye : Dr. Ogretim Uyesi Nilay ISITEZ
Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi

Afyon Kocatepe Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun
...... [ |......... tarih ve

sayil1 karariyla onaylanmigtir.

Prof. Dr. Bekir YALCIN

Enstiti Mudiira




BIiLIMSEL ETIiK BILDIiRIiM SAYFASI
Afyon Kocatepe Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirladigim bu

tez calismasinda;

Tez igindeki biitlin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi,
Gorsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonuglari bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu,

Baskalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel normlara
uygun olarak atifta bulundugumu,

Atifta bulundugum eserlerin tiimiinii kaynak olarak gosterdigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimu,

Ve bu tezin herhangi bir boliimiinii bu liniversite veya bagka bir liniversitede baska

bir tez ¢caligsmasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

28 /06 /2024

Zebiha YIGIT



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DAPAGLIFLOZIN’IN GENOTOKSISITESININ
Drosophila melanogaster’de COMET, SMART VE DAVRANIS
TESTLERIYLE ARASTIRILMASI

Zebiha YIGIT
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Arzu OZKARA

Bu ¢alismada bir sodyum glikoz kotasiyici inhibitorii olan, tip 2 diyabetes mellitus
(T2DM) tedavisinde kullanilan ve klinik arastirmalarda karaciger hasarinin yani sira ilag
kullanimina bagh bildirilen mesane ve meme kanseri vakalarinin yarattigi endise
nedeniyle Dapagliflozin’in (DAPA) olas1 genotoksik ve sitotoksik etkilerinin Drosophila
melanogaster iizerinde arastirilmasi amaglanmistir. DAPA, Amerika Birlesik Devletleri
Gida ve Ilag Dairesi izleme listesindedir ve iilkemizde de ek izleme listesinde yer alan bir
ilactir. DAPA kullanimina bagl olarak meme ve mesane kanser vakalar1 bildirilmesine
ragmen hayvan deneylerinde kanser bulgusuna rastlanmamustir. Ancak insan tizerindeki
potansiyel etkileri hakkindaki bilgi eksikligi nedeniyle DAPA’nin genotoksik
degerlendirmelerinin yapilmasi ve degerlendirmeler sonucu kullaniminin tekrar gézden

gecirilmesi olduk¢a 6nemlidir.

Bu ¢alisma ile DAPA’nin 0.1, 1, 5 ve 10 mM olmak iizere dort farkli konsantrasyonunun
D. melanogaster iizerinde davranis toksisitesi ve Comet testi ile DNA hasar tespiti
aragtirtlmistir. Bunun yani sira DAPA’nin 0.225, 0.45 ve 0.9 mM olarak belirlenen iig
farkli konsantrasyonu ile genotoksik potansiyeli Drosophila Smart testi ile
degerlendirilmistir. Yapilan davranis toksisitesi deneylerinin sonuglarina gore, larval

agirlikta kontrol grubuna gore azalma tespit edilmis ve 1, 5, 10 mM’lik dozlardaki bu



azalig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Larval siirlinme ve negatif jeotaksis deney
sonucunda ise son doz olan 10 mM’lik uygulama grubundaki azalmalar istatistiksel
olarak anlam ifade etmistir. Ergin birey olusturma basarisinda ise 5 ve 10 mM’lik
uygulama gruplarindaki degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunurken, pupa
olusturma basarisi, pupa pozisyonu ve ergin birey agirlik deneylerinde meydana gelen
degisimler kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak herhangi bir anlam
ifade etmemistir. D. melanogaster’de gergeklestirilen Comet testi sonuglarinda kontrol
grubu degerlerine kiyasla gerceklesen degisimler tiim uygulama gruplarinda anlaml
bulunmustur. Smart test sisteminde ise 0.225, 0.45 ve 0.9 mM’lik uygulama dozlarindan
sadece son doz olan 0.9 mM’lik uygulama grubundaki frekans artiglari istatistiksel olarak

anlamlidir.

Yaygin kullanim alanina sahip olan DAPA’nin daha 6nceki yillarda giivenirlik agisindan
piyasadan bir kez kaldirilmig ve sonrasinda piyasaya tekrar siiriilmiis olmasi, bu
farmasotik ajanin farkli etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi noktasinda degisik test sistemleri
ile degerlendirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. DAPA ile iliskili bu test sistemleri
ile elde edilen verilerin literatiire ilk kez kazandirilmis olmasi bu ¢alismanin 6nemini

artirip, temel bir calisma niteligi tagimaktadir.

2024, xiii + 89 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

INVESTIGATION of GENOTOXICITY of DAPAGLIFLOZIN in Drosophila
melanogaster using COMET, SMART and BEHAVIORAL TESTS

Zebiha YIGIT
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assoc. Prof. Arzu OZKARA

This study aimed to investigate the possible genotoxic and cytotoxic effects of
Dapagliflozin (DAPA), a sodium glucose cotransporter inhibitor used in the treatment of
type 2 diabetes mellitus (T2DM), on Drosophila melanogaster due to the concern raised
by liver damage as well as bladder and breast cancer cases reported due to drug use in
clinical studies. DAPA is on the United States Food and Drug Administration watch list
and is a drug on the additional watch list in our country. Although breast and bladder
cancer cases have been reported due to dapagliflozin use, no cancer findings have been
found in animal experiments. However, due to the lack of information about its potential
effects on humans, it is very important to conduct genotoxic evaluations of DAPA and to
reconsider its use as a result of these evaluations.

This study investigated the behavioral toxicity of four different concentrations of DAPA,
0.1, 1, 5 and 10 mM, on D. melanogaster and DNA damage detection with the Comet
assay. In addition, the genotoxic potential of DAPA with three different concentrations
determined as 0.225, 0.45 and 0.9 mM was evaluated with the Drosophila Smart test.
According to the results of the behavioral toxicity experiments, a decrease in larval weight
was detected compared to the control group and this decrease at doses of 1, 5 and 10 mM
was found to be statistically significant. In the results of the larval crawling and negative
geotaxis experiments, the decreases in the last dose of 10 mM were found to be
statistically significant. While the changes in the exit success in the 5 and 10 mM



application groups were found to be statistically significant, the changes in the pupa
formation success, pupal position and adult weight experiments were not statistically
significant when compared to the control group. In the results of the Comet test performed
on D. melanogaster, the changes compared to the control group values were found to be
significant in all application groups. In the smart test system, only the frequency increases
in the last dose of 0.9 mM, out of the 0.225, 0.45 and 0.9 mM application doses, are

statistically significant.

DAPA, which has a widespread use, was removed from the market once in previous years
for reliability reasons and then re-entered the market, which reveals the need for this
pharmaceutical agent to be evaluated with different test systems in order to reveal its
different effects. The fact that the data obtained with these test systems related to DAPA
have been brought to the literature for the first time increases the importance of this study

and has the nature of a fundamental study.

2024, xiii + 89 pages

Keywords: Behavioral toxicity, Comet, Dapagliflozin, Drosophila melanogaster,

Genotoxicity, Smart.
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1.GIRIS

Dapagliflozin (DAPA) bir sodyum glikoz kotasiyict (SGLT) inhibit6rii olup tip 2
diyabetes mellitus tedavisinde kullanilir, biyoyararlanimi %78, yar1 6mrii 12.9 saat ve
emilimi hizlidir. DAPA 5 mg ve 10 mg tabletler seklinde bulunmaktadir ve anlamli bir
ilag etkilesimi bilinmemektedir. DAPA’nin glikoz atiliminin artisi neticesinde olusan
kalori kayb1 nedeniyle ilaci kullanan hastalarda kilo vermeye neden oldugu bilinmektedir
(Rosenstock vd. 2012, Zambrowicz vd. 2012).

Bobreklerin glikoz dengesindeki rollerinden birinin glikozun tiibliler geri emilimi
(reabsorbsiyonu) oldugu bilinmektedir. Saglikli bireylerde, kanda glikoz degeri yaklasik
90 mg/dl olarak kabul edilmekte olup bobreklerden giinde yaklasik 180 g glikoz
reabsorbe olmaktadir (Wright vd. 2004, Wright vd. 2007, Ferrannini 2010). Protein
yapisindaki SGLT ve glikoz tasiyicilar (GLUT), glikozun tiibiillerdeki epitel hiicrelerine
girip ¢ikmasinda rol almaktadirlar (Marsenic 2009). Ozelliklerine ve viicutta dagilimima
gore farkli SGLT’ler bulunmakta olup (Wright vd. 2007), en ¢ok bilinenleri SGLT1 ve
SGLT2’dir (Lee ve Han 2007). SGLT2; viicutta beyin, bobrek, karaciger, kalp, kas, tiroit
icinde yer almakta (Wright vd. 2007) ve glikozun biiyiik kismi, daha yiiksek tagima
kapasitesi olan SGLT2 yardimiyla, bobrekteki proksimal tiibiillerde reabsorbe
edilmektedir (Duran ve Kutlu 2014).

Drosophila melanogaster, Dipteriyoloji’nin babasi olarak bilinen Johann Wilhem
Meigen tarafindan 1830 yilinda tanimlanmistir. D. melanogaster 1910 yilinda Amerikali
Zooloji ve Genetik uzman1 Thomas Hunt Morgan tarafindan ilk kez kullanilmis ve
Morgan D. melanogaster kromozomlarinin haritalama potansiyelini fark eden ilk bilim
insani olmustur. 2001 yilinda D. melanogaster’in tiim DNA dizilimi tamamlanmis olup,
bu organizmanin 14.000 gen ve 165 milyon baz ¢iftine sahip oldugu agiklanmistir (Keller

2007).

D. melanogaster %60 bagil nem ve 25+1 °C sartlarinda kiiltiir odasinda kolay
yetistirebilen bir model organizma olup, déllenmis bir D. melanogaster yumurtasindan 1.
evre larva olusumu yaklasik 22-24 saat sonra ger¢ceklesmektedir. Organizmanin yasam

dongiisii 2. evre larva, 3. evre larva, prepupa, pupa ve 9. giinlin sonunda ergin birey olarak



devam etmektedir. Ancak sicaklik, beslenme, nem, 151k, radyasyon ve kontaminasyon
gibi ¢evresel faktorler gelisim silirecinde degisiklige neden olabilmektedir (Clark ve
Rockstein 1964).

Mutasyon, delesyon veya amplifikasyon sonucu dizilimi degisiklige ugrayan ve insan
hastaliklariyla iliskilendirilen 287 genin %62’sinin yani 178’inin ortolog geni D.
melanogaster’de bulunmaktadir. Bu genler; insan hayati i¢in 6nemli olan kanser,
norodejeneratif hastaliklar, sindirim sistemi rahatsizliklari, diyabet gibi bircok kalitsal
veya kalitsal olmayan hastaliklarda ve bu hastaliklarin ¢ogunun ilag kesfinde
kullanilabilmektedir. D. melanogaster’in genomunun insana yakin olmasi, genetik
caligmalarda kullanimi i¢in etik kurul iznine ihtiya¢ duyulmamasi ve deneysel
modellemeler i¢in oldukga elverisli olmasi model organizma olarak tercih edilme

nedenleri arasinda sayilmaktadir (Rudrapatna vd. 2012, Liu ve Xun 2013).

Davranigsal test yontemleri cesitli kimyasal ajanlarin ve ksenobiyotiklerin toksikolojik
bakimdan degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan test yontemleri arasindadir
(Truong vd. 2012, Chen vd. 2014). Davranis testlerinden elde edilen veriler, bu
maddelerin farkl etkilerinin belirlenmesinde spesifik, hassas ve giivenilir olmasinin yani
sira, aragtirmalarda temel olusturacak bilgilerin elde edilip degerlendirilmesinde yararl
bilgiler saglamaktadir ve davranmis testleri toksisite degerlendirmelerinde kullanilan
onemli aragtirma alanlarindan biridir. Bu ajanlara maruziyet sonucunda ortaya ¢ikan
klinik belirtiler veya yapisal lezyonlarin goriilmesinden daha 6nce canlida davranigsal
tepkiler goriilebilmekte ve bu davranigsal degisimler, kimyasal maruziyetin ilk 6lgtilebilir
parametresi olarak kullanilmaktadir. D. melanogaster davranis deneyleri larval agirlik ve
larval hareketi, pupa olusturma basarisi, pupa pozisyonu, pupadan ¢ikis basarisi, negatif
jeotaksis ve dmiir uzunlugu, ergin birey agirligi deneylerini kapsar (Philbert 2010, Kursun
vd. 2021).

Comet [Tek Hiicre Alkali Jel Elektroforez (SCGE)] testi, kimyasal ve fiziksel faktorlerin
canlilarda neden oldugu sitotoksik ve genotoksik etkilerin gostergesi olan DNA hasar
seviyelerinin tespit edilmesini saglayan ve yaygin olarak kullanilan bir test sistemidir.

Comet testi ilk kez, hiicrelerde gama radyasyonundan sonra nétral kosullarda DNA



hasarin1 ¢aligmak amaciyla gelismis mikroelektroforetik bir yontem olarak, Ostling ve
Johanson (1984) tarafindan uygulanmistir. Comet teknigi bugiin in vivo ve in vitro
genotoksisite ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Comet testi; basit, hizli, ucuz,
hassas olmasi, tek veya ¢ift bag DNA hasarinin ayri ayr1 goriilebilmesi ve verilerin hizl
ve etkili olarak elde edilebilmesi bakimindan halen tercih edilen énemli bir yontemdir
(Fairbairna vd. 1995).

Insan periferal lenfositlerinde meydana gelmis DNA hasari, kuyruklu yildiz
gdriiniimiinde oldugundan bu ydntem ¢ogunlukla ingilizce kuyruklu yildiz anlamindaki
“comet” ismiyle anilmaktadir (Klaude vd. 1996, Collins vd. 1997). Comet testi, pek ¢ok
DNA hasarin1 gen diizeyinde DNA kiriklarinin tespiti ilkesiyle belirlemektedir ve genetik
toksikoloji ile biyolojik gozlem arastirmalarinda genis bir kullanim alanina sahiptir (Park

ve Kang 2004, Sardas vd. 2006).

Somatik rekombinasyon ve mutasyon testi (SMART), Graf vdadaslar tarafindan uygun
gen isaretlerinin heterozigotluk kaybimin taninmasi ile 1984’te gelistirilmis olup, hedef
genleri kolay tespit edilebilen, tek bir kusakta sonug¢ alinabilen, sonuglar1 kolaylikla
degerlendirilebilen, tek bir sinekle ¢cok sayida hiicrenin analizini saglayan, giivenilirligi
kanitlanmis, ekonomik ve hizli in vivo bir test sistemidir (Graf ve Wiirgler 1996,
Zimmering vd. 1997). Smart testi ile kromozom bozukluklari, delesyon ve nokta
mutasyonlari tespit edilebilmektedir ve bu yontem embriyonik gelisim esnasinda D.
melanogaster’in farkli imajinal disk hiicrelerine ¢esitli kKimyasal ajanlarin uygulanmasi
esasina dayanmaktadir (Garcia-Bellido ve Merriam 1971). Smart yontemi; glinimiizde
kimyasal, fiziksel ve biyolojik maddelerin rekombinojenik ve mutajenik etkilerini yani
bu gibi maddelerin indiikledigi delesyon, kromozom kaybi, mutasyon, mitotik
rekombinasyon, kararsiz translokasyon ve ayrilmama gibi kromozomal aberasyonlari
tespit etme amagli kullanilmaktadir (Graf vd. 1984). Bu test sistemi ayni zamanda
maddelerin genotoksik etkilerinin belirlenmesinin yaninda, genotoksik etkileri bilinen
maddelere farkli maddelerin antigenotoksik etkilerinin tespitini de saglamaktadir (Graf
vd. 1998).

DAPA, Kasim 2012°de onay aldiktan sonra Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag



Dairesi (FDA)’nin Endokrinoloji ve Metabolik ila¢ Danisma Komitesi (EMDAC)
tarafindan bildirilen mesane ve meme kanseri vakalari ile klinik arastirmalarda ilacin
karaciger hasarina neden olduguna dair endiseler sebebiyle piyasadan geri ¢ekilmis ve
bu endiselerin giderilmesi sonrasinda kullanimi tekrar onaylanmistir. Bu baglamda
DAPA’nin D. melanogaster larvalarina uygulanip davranis toksisitesi, Smart ve Comet
test yontemleriyle genotoksik ve sitotoksik etkisinin gézden gegirilmesi saglanarak elde
edilen bilimsel sonuglarla ilacin neden olabilecegi hasarlarin bir kez daha ortaya
koyulmasi amaglanmis olup, bu ¢alisma ile literatiire bu ilag ile ilgili bu konudaki ilk

veriler kazandirilacaktir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Dapagliflozin

2.1.1 Sodyum Glukoz Kotransport 2 (SGLT2) inhibitérleri (Glukoretikler,
Gliflozinler)

Glikozun tiibiiler reabsorbsiyonu bobreklerin glikoz dengesini saglamadaki rollerinden
biri olarak bilinmektedir. Kan glikozunun saglikli normal bireylerdeki yaklasik degeri 90
mg/dl olarak kabul edilmektedir ve bobreklerden reabsorbe edilen glikoz giinliik orani
yaklagik 180 gramdir (Wright vd. 2004, Wright vd. 2007, Ferrannini 2010). Glikoz,
protein yapisinda farkli tasiyicilar ile tiibtillerdeki epitel hiicrelerine girip ¢ikmaktadir ve
bu tasiyici proteinler glikoz tasiyict ve sodyum glikoz kotasiyici olarak bilinmektedir
(Marsenic vd. 2009). Ozelliklerine ve viicutta dagilimma gore farkli SGLTler
bulunmaktadir (Wright vd. 2007).

Viicutta bulunan 6 adet sodyum glukoz yardimei tasiyicisindan en ¢ok bilinen iki sodyum
glikoz kotastyicisi:

SGLT 1: Galaktoz, sodyum ve glukozun bagirsagin ¢izgili kenarindan ve bobrekte
proksimal tiibiilden eszamanli olarak tasinmasini gergeklestirmektedir.

SLGT 2: Glikoz ve sodyumun bobrekte bulunan proksimal tiibiiliin S1 segmentinde,
eszamanli olarak taginmasini ve proksimal tiibiilde glikozun %90’min geri emilimini

saglamaktadir (Sekil 2.1) (Lee ve Han 2007, Triplitt 2012).

NORxE S

Glukoz filtrasyonu

Sekil 2.1 Bobregin glikoz metabolizmasindaki etkisi (Wright 2001).



SGLT2; viicutta beyin, bobrek, kalp, tiroid, karaciger ve kas icinde bulunmaktadir
(Wright vd. 2007). SGLT2 bobreklerde proksimal tiibiillerde yiiksek tasima kapasitesine
sahiptir ve burada glikozun biiyiik bir kisminin reabsorbe edilmesine yardimei olmaktadir
(Duran ve Kutlu 2014). Diyetle giinliik glikoz emilimi 180 g iken, karaciger glikojenoliz
ve glukoneogenez ile 70 g glukoz {iiretimi saglamaktadir. Giinlik toplam glikoz
miktarmin 125 gramimi beyin, kalan kismini diger dokular kullanmaktadir. Glikozun
giinliik 180 gramin1 bobrekler filtre ederken, tamamina yakini bobrek tiibiilleri ile geri
emilerek dolasima yeniden katilmaktadir (Sekil 2.2). Diyabet hastaliginda ise giinliik 280
grami asan glikoz girisi gerceklestigi i¢in geri emilim esik degerini asan glikoz diizeyi

glikoziiriye neden olmaktadir (Zinman vd. 2015, Neal vd. 2017).

Glukoz kullanimu
yaklagik 250 g/gin'#
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- g gun®

Sekil 2.2 Viicutta normal glikoz homeostazi (Gerich 2010).

SGLT inhibitoérleri grubunda 1835°te Fransizlar tarafindan kesfedilen ilk ila¢ Filorizin
(Phlorizin)’dir ve elma agacinin kok kabugundan elde edilmistir. Baslangicta ates
diisiiriicti olarak kullanilan Filorizin’in renal glikoz transport sistemini inhibe ettigi ve
glikoziiriye neden oldugu tespit edilmistir (Idris ve Donelly 2009, White 2010).
SGLT’lerin kesfedilmesi sonucu diyabet tedavisinde bu ajanlarin  kullanimi

kararlagtirllmistir (Perez vd. 2010). Etkilerini insiilinden bagimsiz gdsteren ve



‘glukoretikler’ veya ‘gliflozinler’ olarak da isimlendirilen SGLT?2 inhibitorleri diyabetin
herhangi bir evresinde kullanim alani bulmustur. Kullanim avantajlar1 arasinda; kan
basincini, albuminiiriyi (idrarda albiimin ¢ikmast), serum iirik asit degerini diisiirmeleri,
kilo kaybina sebep olmalari ve hipoglisemi riskini azaltmalari sayilabilir. Dezantavantaji
ise cogunlukla kullanilan diger oral antidiyabetik ilaglara gore fiyatlarinin yiiksek

olmasidir (TEMD 2016).

2.1.2 SGLT?2 inhibitorlerinin Yan Etkileri

SGLT?2 inhibitdrlerinin en ¢ok goriilen yan etkileri; ortostatik hipotansiyon, hipoglisemi,
dehidratasyon, idrarla glikoz atiminin neden oldugu tedavisi kolay orta dereceli genital
enfeksiyon ve glikoziirinin neden oldugu iiriner sistem enfeksiyonudur. idrar yolu
enfeksiyonlarinin kdtiiye gitmesi sonucu iirosepsis, mesane kanseri, akut bobrek hasari,
pyelonefrit rahatsizliklarinin goriilebilecegi tespit edilmistir (Int. Kyn. 1, Desouza vd.
2015, Faillie 2017, Jabbour vd. 2018). Kan sekeri seviyesini insiilin salgilanmasindan
bagimsiz olarak diigiirmeleri, hipoglisemi riskini olduk¢a azaltmaktadir. Hipoglisemiye
neden olan Insiilin, Tiazolidindion ya da Siilfoniliire gibi ilaglar ile kombinasyon seklinde
uygulanan tedavilerde hipoglisemi artigina rastlanmamistir (Halimi ve Verges 2014).
SGLT2’lerin kullanimi sonucu deri toksisitesiyle birlikte ¢esitli dokiintiilerin goriildiigii
vakalarin yanisira kasinti, 1s18a duyarlilik, irtiker gibi bir¢ok vaka da bildirilmistir. EK
olarak bu ilaglarda aromatik halkanin bulunmasmin hipersensitivite reaksiyonlarini
tetikledigi de distiniilmektedir (Raschi vd. 2017). SGLT2 inhibisyonu serum fosfat
seviyelerini artirma potansiyeline sahiptir ve serum fosfat seviyesi artiginin kemikte
olumsuz etkilere neden oldugu varsayilmaktadir (Taylor vd. 2015); fakat Kanagliflozin
(Qiu vd. 2017), DAPA (Fioretto vd. 2018) ve Empagliflozin kullaniminda kemik kirilma
riskinin artmadig1 belirtilmistir. Ayrica DAPA kullanim1 sonucu kemik minerallerinden
inorganik fosfor, kalsiyum ve 25-hidroksivitamin D seviyelerinde anlamli bir degisim

bildirilmemistir (Ljunggren vd. 2012).

Son yillarda SGLT2 kullanimi sonucu en ciddi yan etkinin fourneir gangreni (FG) oldugu
bildirilmistir (Bersoff-Matcha vd. 2019). FG; hizli ilerleyen, akut ve mortalite potansiyeli
olan infektif nekrotizan fasiit (NF)’tir (Smith vd. 1998). FG gelisiminde diabetes mellitus
(diyabet) bir risk faktorii olsa da raporlarda bildirilen vakalarin bir kisminin SGLT2



kullanimu ile iligkili olmast olasidir. Saglik otoriteleri SGLT2 kullanan hastalara ve

hekimlere bu konuda dikkat uyarilarinda bulunmustur (Int. Kyn. 2).

2.1.3 DAPA ve Onemi

DAPA Kimyasal Formiilii: Co1H25ClOs (Sekil 2.3)

MAbara: 408,875 g/mol

IUPAC : (2S,3R,4R,5S,6R)-2-[4-kloro-3-[(4-etoksifenil)metil]fenil]-6-
(hidroksimetil)oksan-3,4,5-triol.
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Sekil 2.3 DAPA’nin kimyasal yapisi (Int. Kyn.3).

DAPA bir SGLT inhibitoriidiir ve biyoyararlanimi %78, yar1 omrii 12.9 saat (yaklasik 13
saat) ve emilimi oldukca hizlidir. DAPA, giiglii, geri dontigiimlii ve dogrudan etkili,
antidiyabetik olan ve oral yolla kullanilan bir SGLT2 inhibitoriidiir. DAPA bobrekte renal
proksimal tiibiiliin S1 boliimiinde eksprese edilen, glikozun %90’nin geri emilimini
saglayan tasiyici protein olup, SGLT2’yi inhibe ederek glikozun idrarla atilmasini saglar
(Akahane vd. 2015, Hamouda vd. 2015).

DAPA, hemoglobin Alc (HbA1c) degerini diisiirmesi ve insiilinden bagimsiz olarak
hiperglisemiyi azaltmasi yoniiyle diger antidiyabetik ajanlardan farklidir. Kan basincini
diisiiriicii etkisinin nedeni ise diiirezistir. Uriner glikoz atilimi sayesinde kilo kaybi
saglamasi 6zellikle T2DM ile goriilen obezite ve obeziteyle iligkili hastaliklar bakimidan
onemli bir avantajdir (Int. Kyn. 4, Reilly vd. 2014). DAPA’nin glikozun fazlasini

viicuttan uzaklastirmasi glikoz toksisitesi ile goriilen insiilin direncini azaltmaya,



solunum yollarindaki glikozu azaltarak patojenlerin neden oldugu akciger
rahatsizliklarinin ~ onlenmesine ve [-hiicre adaciklarinda olusabilecek hasarin
engellenmesine katki saglamaktadir (Macdonald vd. 2010, Astrand vd. 2017, Joannides
vd. 2017).

Diinyada kullanimi ilk defa Amerika’da Kasim 2012’de onaylanan SGLT2 inhibitorii
DAPA’dir. Ancak, klinik aragtirmalarda ajanin karaciger hasarina neden oldugu ile ilgili
endiselerin yani sira mesane ve meme kanseri vakalarinin bildirilmesi nedeniyle FDA’ya
bagli Endokrinoloji ve Metabolik Ilag Danisma Komitesi (EMDAC) tarafindan piyasadan
cekilmigtir. 8 Ocak 2014 tarihinde, ilacla ilgili endiseler giderildikten sonra, glisemik
kontrol amaciyla T2DM’li yetiskinler icin ‘Farxiga/ Forxiga’ markasi ile FDA tarafindan
tekrar onaylanmistir. FDA, 29 Ekim 2014’te, DAPA’nin uzun salinimli tabletinin
(Xigduo XR) metformin hidrokloriir ile kullanimini onaylamistir. Bu kombinasyon

ABD’de kullanimi onaylanan ilk metformin-SGLT?2 inhibitorii kombinasyonudur.

DAPA piyasada 5 mg ve 10 mg’lik tabletler seklinde bulunmakta ve baslangi¢ dozu, ag
veya tok olarak giinde tek doz 5 mg alinmasi seklinde 6nerilmektedir. 5 mg dozun yetersiz
olmast durumunda, giinliik doz 10 mg’a yiikseltilebilmektedir. Dagilim hacmi ytiiksek
olan DAPA’nin, giinde bir kez (10 mg) oral uygulama sonras1 absorbsiyonu hizli bir
sekilde gergeklesir ve 6nemli bir kismi, karaciger ve bobrekte CYP1A9 enzimi ile DAPA
3-O-glukuronid metabolitine doniisiir. Bu metabolit stabildir, farmakolojik aktivitesi
bulunmaz ve reaktif degildir. 330’dan fazla enzim, reseptor, tastyici protein ve iyon kanali
iceren genis kapsamli bir panel iizerinde DAPA ile metabolitinin organizmadaki
etkilesimi test edilmistir ve hedef dis1 higbir etki goriillmemistir (Reilly vd. 2014). Bunun
yani sira DAPA’nin anlaml bir ilag etkilesimi bildirilmemistir. DAPA baslica iiridin
difosfat glukuronil transferaz (UGTL1A9) tarafindan, az oranda da sitokrom 450 ile
metabolize edilmektedir. Tek basina Metformin kadar etkili bulunan DAPA, 52-102
haftalik periyotlarda bu etkisini korumustur. DAPA’nmin Sitagliptin, Pioglitazon,
Metformin ve Glimeprid ile kombine kullanimi degerlendirildiginde kullanimi esnasinda
DAPA’nin ve bu ilaglarin metabolizmasinin ayrica farmakokinetik profilinin
etkilenmedigi belirtilmistir. T2DM hastalarinda DAPA tedavisi ile kan glikoz seviyesinin

azalmasina bagl insiilin duyarliligi ve endojen glikoz iiretimi artar, Silfoniliire’lere



kiyasla hipoglisemi riski daha az goriiliir. Normal veya ilimli bobrek fonksiyon
bozuklugu bulunan hastalarda akut renal toksisiteye rastlanmamistir (Rosenstock vd.

2012, Zambrowicz vd. 2012).

2.1.4 DAPA’nin Yan Etkileri

DAPA; metabolik kemik hastalig1, ekstremite amputasyonu, fournier gangreni, diyabetik
ketoasidoz ve artmis hematopoez ile iliskilendirilmistir (McCullough vd. 2018). DAPA
kullanimina bagli olarak meme kanseri (Lin ve Tseng 2014) ve mesane kanseri
(Ptaszynska vd. 2015) vakalari bildirilmistir (Faillie 2017); fakat hayvan deneylerinde
kanser bulgusuna rastlanmamistir. Ayrica, DAPA’nin preklinik caligmalarda kanseri
tetiklememesi ve kanser vakasinin az sayida goriilmesi (Billger vd. 2019), DAPA’ya
bagli mesane kanseri artig1 olasiligini desteklememektedir. Bunun yaninda, insanlarda
DAPA kullanimina bagli kanser iliskisinin daha 6nceden var olan kanserin erken teshisini

sagladig1 da diistiniilmektedir (Lin ve Tseng 2014).

Gliflozinlerin olas1 ve istenmeyen yan etkileri Sekil 2.4’te sematize edilmistir (Faillie
2017). FDA’nin diyabetik ketoasidoz olusturmasi sebebiyle 2015°te, bobrek tasi
olusturmasi sebebiyle 2017°de ve Fournier gangreni olusturmasi sebebiyle 2018’de uyar1
yayinladigit DAPA, FDA’nin izleme listesindedir ve iilkemizde de ek izleme listesinde
yer alan ilaglardandir (Int. Kyn. 5, Karaca 2020). DAPA Forziga (Astra Zeneca) ticari
adiyla 2015 yilinda ruhsat almistir ve siklikla monoterapi halinde ya da diger
antidiyabetik ilaclarla kombinasyon seklinde Tip 2 diabetes mellitus tedavisi i¢in tercih

edilmektedir (int. Kyn. 5, Int. Kyn. 6).
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Sekil 2.4 Gliflozinlerin muhtemel yan etkileri (Faillie 2017).

2.2 Drosophila melanogaster

Sirke veya meyve sinegi olarak da bilinen ve diploid bir organizma olan Drosophila
melanogaster bir ¢ifti cinsiyet kromozomu, ii¢ ¢ifti otomozal kromozom olmak tizere dort
cift kromozom bulundurmaktadir. Kromozomlarin numaralandirilmas: sirasiyla
telosentrik X kromozomu, submetasentrik Y kromozomu, metasentrik 2. ve 3.
kromozomlar, nokta kromozom olarak goriilen en kiigiik 4. kromozomdur. 4. kromozom
ciftinin sentromeri bir uca ¢ok daha yakindir (Graf ve Singer 1992, Rothwell vd. 1993,
Yamaguchi ve Yoshida 2018).

Drosophila, Latince’de nem seven anlamindadir ve taksonomik olarak hayvanlar
aleminin, Insecta (bocekler) smifi, Diptera (¢ift kanatlilar) ordosunun, Drosophilidae
ailesine aittir (Cizelge 2.1). “Meyve sinegi” olarak adlandirilma nedeni dogada ¢iirliyen
ve olgunlasmis meyvelerle beslenirken meyveler tizerinde tiremesidir (Fortini ve Bonini

2000).
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Cizelge 2.1 Drosophila melanogaster’in sistematigi.

Regnum (Alem) Animalia

Phylum (Sube) Arthropoda (Eklembacaklilar)

Subphylum (Altsube) Mandibulata-Antennata

Superclassis (Ustsinif) Hexapoda- Insecta (Altibacaklilar- Bocekler)

Classis (Sinif) Pterygota (Kanatli bocekler)

Superordo (Usttakim) Mecopteroidea (Uzunkanatlilar)

Ordo (Takim) Diptera (Cift kanatlilar)

Subordo (Alttakim) Brachycera (Kisa antenliler)

Familia (Aile) Drosophilidae

Subfamily (Altaile) Drosophilinae

Genus (Cins) Drosophila

Species(Tiir) Drosophila melanogaster (Sirke sinegi, Meyve sinegi)

Holometabol (tam baskalasim gegiren) bir organizma olan D. melanogaster’ in deneysel
ilk tlirlerini, 19. yiizyilda, 1830 yilinda Dipteriyoloji’nin babasi olarak da bilinen Johann
Wilhelm Meigen tanimlamustir. Drosophila’y: laboratuvar ortaminda kiiltiire ederek ilk
kez Charles William Woodworth c¢ogaltmistir. Woodworth c¢alismalar1 esnasinda

Drosophila’nin kisa yasam dongiisiinii ve kiiltiire edilebilmesinin kolayligini farketmistir.

Bu organizmanin genetik laboratuvarlarinda kullanilmasint 1909 yilinda ilk Oneren
Amerikalt Zooloji ve Genetik uzmani Thomas Hunt Morgan’dir. “Kalitsal kromozomun
oynadigi rol” ile ilgili calismasiyla 1933 yilinda Nobel Tip (Fizyoloji) Odiilii’nii almigtir
ve Drosophila kromozomlarinin haritalanma potansiyelini kesfeden ilk kisidir. (Roberts
2006, Markow 2015, Vecchio 2015). 19. yiizyilda kesfedilmesi ile baglayan ve yiiz y1li
askin siiredir sayisiz ¢aligmada kullanilmis olan Drosophila’nin 20. ve 21. yiizyilda da
model organizma olarak klasik ve modern genetik ¢calismalardaki 6nemi giderek artmis
ve yapilan c¢aligma sayis1 da halen artarak devam etmektedir. 2001 yilinda genomu
tamamen sekanslanip tanimlanmistir ve genlerin % 95'inin ii¢ kromozomda kodlandig:
14.000 gen ile 165 milyon baz gifti tespit edilmistir (Keller 2007). D. melanogaster’in
calismalarda kullaniminin avantajli olmasimi saglayan nedenler arasinda tiim DNA
dizilimi agiklanan ilk 6karyot organizma olmasi ve dort ¢ift kromozomlu basit genetik

yapist sayilabilir (Lyod ve Taylor 2010).

2.2.1 Drosophila Tiirlerinin Biyokimyasal ve Genetik Cahsmalardaki Onemi
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Meyve sineginin kromozom sayisinin az olmasi ve insanlardan daha az gen
icermesi genel genetik fazlaligin daha az oldugunu gostermektedir. Bu durum
genlerin biyolojik siirecler lizerindeki etkilerini incelerken daha basit bir analiz
yapilmasina olanak tanimaktadir (Dimova ve Dyson 2005, Zhang vd. 2007).

D. melanogaster dogal ve yapay pek ¢ok varyasyon gosteren bir organizma
oldugu icin genetik calismalarda siklikla tercih edilmektedir. Ornegin Smart’ta
Drosophila’ya ait farkli kanat, kil ve goz tipleri incelenmektedir.

Arastirilan 6zelliklerin yavrulara aktarimini inceleyebilmek bakimindan genetik
caligmalarda yasam dongiisii kisa canlilar tercih edilmektedir. D. melanogaster 25
OC +1 sicaklik ve %60 bagil neme sahip ortamda yaklasik olarak 9-10 giinde
erginleserek liremeye baslar.

Drosohila kontrollii ¢aprazlamanin optimum gerceklestirildigi
organizmalardandir. Arastirilmak istenen oOzellikleri tasiyan organizmalarin
secilerek arastirmacinin gozetiminde g¢aprazlanmasi, kontrollii ¢aprazlamadir.
Uygulamalar sirasinda degiskenler ile deney ve kontrol gruplari belirlenir,
incelenecek Ozelliklerin sonraki nesillere aktarimi gozlenir.

D. melanogaster’in yetistirilmesi, bakim1 ve gerekli besin, kimyasal ve sarf
malzeme temini kolay ve ekonomiktir.

Rekombinasyon, eseyli lireme yoluyla olusan sperm ve yumurtanin doéllenmesi
sonucu gergeklesir. Eseyli iireme geciren Drosophila, incelenen ozelliklerin
kalitimimi gozlemlemek agisindan uygun bir model organizmadir.

Kalitim ¢aligmalarinda daha giivenilir sonuclara ulagsmak i¢in kullanilan
organizmanin bir dolde verdigi yavru sayisi fazla olmalidir. D. melanogaster’in
disi bireyleri yaklagik olarak giinde 50 yumurta birakmaktadir (Bahgeci 2010).
D. melanogaster okaryotik bir organizmadir. Omurgali canlilarla calisirken
alinmasi gereken etik kurul izninin Drosophila ile galisirken alinmasina gerek
yoktur.

Drosophila’nin ve memelilerin biyoaktivitede gorevli enzim sistemleri yiiksek
oranda benzerdir. Insan proteinleri ile benzerlik gdsteren, metabolizma ve gen
ifadesinin diizenlenmesinden sorumlu D. melanogaster proteinleri kesfedilmistir.
Bunun yaninda Drosophila zaman igerisinde, insana 0zgii obezite, kalp

hastaliklari, kanser, nérolojik ve sinir sitemi hastaliklar1 gibi hastaliklara iligkin
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biyolojik siirecleri gézlemlemek agisindan ideal bir organizma haline gelmistir
(Sekil 2.5). Ayrica ilaglarin denenmesi siirecinde oldukca dnemli bir alternatiftir
(Pandey ve Nichols 2011, Markow 2015).

e Drosophilidae familyasindan Drosophila cinsinin D. yakuba, D. santomea, D.
melanogaster, D. simulans, D. erecta gibi 1500’iin iizerinde tiire sahip oldugu
tespit edilmistir. Tiir ¢esitliliginin fazlaligina ragmen hastalik ¢alismalarinda D.
melanogaster’in 6ne ¢ikmasinin ve en ¢ok tercih edilmesinin temel nedenleri
arasinda; kolaylikla ulasilabilir olmasi, diinyanin her yerinde bulunabilmesi ve
endemik olmamasi sayilabilir (Gonzalez 2013, McGurk vd. 2015, Bachli 2017).

e Drosophila, uygulanacak islem 6ncesi eterle kolayca bayiltilabilmektedir. Bunun
yanisira memeliler ile arasindaki pek ¢ok temel fizyolojik, nérolojik ve biyolojik
ozellikler korunmakta olup, insandaki viral genlerin yaklasik %77 sinin D.
melanogaster’de islevsel bir homologu bulunmaktadir ve insanla yiiksek oranda
homoloji gostermektedir (bu benzerlik korunmus bolgelerde %80-%90’a kadar
¢ikmaktadir). D. melanogaster'in viral proteinlerin molekiiler fonksiyonunu
anlamak i¢in giiglii bir ara¢ oldugu kamitlanmistir. Sinek ve insan arasindaki
korunmus genetik yollar, gen fonksiyonunu incelemek i¢in ¢ok sayida genetik
kaynagin mevcudiyeti ve insan biyolojisiyle 1ilgili mekanizmalar D.

melanogaster'i molekiiler g¢alismalar i¢in dogal bir model sistem haline

getirmektedir (Reiter vd. 2001, Pandey ve Nichols 2011, Alaraby vd. 2015, Alloca

vd. 2018, Baenas ve Wagner 2019).

Thomas H.Morgan
Sinek odas1

Hermann J Muller Hermann J Muller

William E Castle
Deri Rengi Genetigi

Nobel sdulu:
Ivonize edici
rad yasyon uyvarici
mutasyonlar

Nobel sdulu:
Ivonize edici
radvasyon uvarici
mutasyonlar

Alzhemmer hastalig:
Parkinson hastali

1 | | |

1901 1903 19206 1915 1946 1960s-1970s 1970s 1980 Bugiin
William J Centik volu Benzer sitkadiven SCA3 modeli
Moenkhaus ritimleri

Sekil 2.5 Tibbi arastirmalarda Drosophila melanogaster kullaniminin tarihgesi (Stephenson ve
Metcalfe 2013).
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2.2.2 Drosophila melanogaster’in Yasam Dongiisii

D. melanogaster, yumurta, larva, pupa ve ergin seklinde gegirmis oldugu dort farkli
gelisim asamasindan olusan yasam dongiisli nedeniyle holometabol canli olarak kabul
edilmektedir. D. melanogaster yumurtalarinin ergin birey haline gelmesi optimum
kosullarda (25 +1 °C sicaklik ve %60-70 bagil nem) 8-11 giin arasinda olmakla beraber
ortam sicaklig1 degisikliklerinde bu siire farklilik gosterebilmektedir. Gelisim siirecini,
sicakligin yani sira laboratuvar kosullar1 ve beslenme sekilleri de etkilemektedir (Flagg
1988, Moreno vd. 2007, Markow 2015, Allocca vd. 2018). Drosophila’da gelisimin ilk
evresi embriyonik evredir ve bu evre yumurtanin déllenmesiyle baslayip yumurtadan
birinci evre larvanin c¢ikmasina kadardir. Embriyonik gelismeler yumurta zarlari
icerisinde gerceklesir. Post emriyonik donem olan gelisimin ikinci evresi; geng larvalarin
yumurtadan ¢ikmasiyla ergin olana kadar gegirdigi tim degisimleri igerir (Kumar 2020).
D. melanogaster’in hayat siklusu detayli olarak incelendiginde bu siklusun birinci (L1),
ikinci (L2) ve tclincii larval evre (L3), erken pupa, ge¢ pupa ve ergin evre olmak iizere
birbirini takip eden bir¢ok asamadan meydana geldigi goriilmektedir (Flagg 1988). D.

melanogaster’in yasam dongiisii Sekil 2.6’da gosterilmistir.

D. melanogaster’in yumurtalari, beyaz renkte, oval ve lateral agidan hafif basik sekilli ve
0.5 mm uzunlugunda 0.2 mm ¢apindadir, dorsal yan bolgenin 6n ucunda mikropil adli
spermin yumurtaya gecmesini saglayan bir aciklik ve iki adet flament bulunmaktadir.
Flamentler yumurtalarin oksijen ithtiyacini gidermek ve 1slak besin ortaminda batmalarini

engellemekle gorevlidir.
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Sekil 2.6 D. melanogaster'm yasam dongiisii. 25 °C’de dollenmis yumurtadan yetiskin sinege
(imago) kadar gelisimsel zihinsel dongili devam eder. 10 giin siiren, ii¢ larva donemi
ve bir pupa evresinden geger (Stocker ve Gallant 2008).

Yumurtanin koruyucu kismi koryon zar1 ve vitellin membranidir (Markow 2015). D.
melanogaster disisi ¢iftlesmeden hemen sonra yaklagik 400 yumurta birakabilir (Sekil
2.7). Disi Drosophila’nin yumurta iiretimi altinci ve onuncu giinlerde maksimum diizeye
ulagir ve yasam boyu sabit degildir. D. melanogaster’de hayat siklusu boyunca; disinin
yas1 ve yaslanma hizi, giinliik en yliksek yumurta verimi, yumurta birakabildigi giin
sayisi, ergin Omiir uzunlugu gibi parametreler yumurta veriminde farklilia neden

olmaktadir (Kumar 2020).

Sekil 2.7 D. melanogaster’in yumurtas1 (Margaritis vd. 2014).
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Yumurtalar optimum kosullarda (25+1 °C sicaklik, %60-70 bagil nem) 22-24 saat i¢cinde
acilarak birinci larval evreye geger. Larvalar yogun bir sekilde beslenerek biiyiir ve 4 giin
stiren biiylime periyodunda pupa evresine kadar iki kez deri degisimi gegirerek ii¢ asamali
larval evreyi olusturur. Larvalar viicutlarina besin alabilmek i¢in hareketli siyah ¢ene
kancalari ile besi ortaminda hareket ederler (Sekil 2.8). Bu evrede larvalar baglangigtaki

agirliklariin 3-5 kati kadar besin alabilir (Markow 2015).

3. LARVAL EVRE 2 LARVAL EVRE GONADLAR

. A
n Kancalan

P
rachea —

Sekil 2.8 Drosophila melanogaster larval evre (Chyb ve Gompel 2013).

Larvalar, bas 3, goglis 3 ve karinda 8 olmak {izere toplam 12 segmentten olusur.
Ekzokutikula, endokutikula, epidermis tabakalarindan olusan larvalar beyaz renklidir.
Larval evrede larvalarin agiz agiklik degeri 50-200 pm arasinda degisebilmektedir.
Drosophila larvalarinda bulunan ve devamli olarak mitotik boliinme gegiren 6zellesmis
hiicre gruplari, pupasyon siirecinde metamorfozla ergin bireylerdeki organlari ve uzuvlari
olusturmaktadir. Embriyonik evreden koken alarak iigiincii larval evrede farklilagip viicut
planini meydana getiren bu hiicre gruplari “imajinal disk hiicreleri” olarak
adlandirilmaktadir (Yamaguchi ve Yoshida 2018). Drosophila larvalarinin sahip oldugu
imajinal diskler kanat, halter, protoraks, bacak ve genital diskler olmak iizere toplamda
19 adettir (Sekil 3.2). Genital disk disindaki tiim imajinal diskler giftler halinde bulunur.
Kafayr meydana getiren imajinal diskler, g6z ve anteni olusturan imajinal disklerle
birlikte ag1z yapilarini olusturan 4 imajinal disktir. Yaklasik dort giin siiren larval evrede
imajinal diskler ortalama 10 saatte bir boliinme gegirmektedir. Kanat imajinal diskleri en

bliyiik imajinal disklerdir ve 50.000’e yakin hiicreden olusmaktadir.
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Larval evrede larvalarin oral olarak herhangi bir ajana maruz birakilmasi imajinal disk
hiicrelerinde genetik farklilasmaya neden olarak fenotipi etkilemektedir (Liu vd. 2009,
Aldaz vd. 2010, Markow 2015).

Besin tizerindeki larvalarin pupalagmaya gegebilmek icin ulasmasi gereken esik agirlik
yaklasik 0.3 mg’dir ve larvalar ti¢iincii larval siirecin sonunda bu agirliga ulastiktan sonra
beslenmeyi durdurur, besiyerini terk ederek kiiltiir sisesinde temiz kuru bir alana yerlesir.
Hareketsiz ve dig tabakasini sertlestirmis bir sekilde ortalama dort saat siiren prepupa
evresine yani pupa dénemi oncesi evreye girer (Markow 2015). Sarimsi bir renk halini
alir ve larval kiitikul sertleserek “puparium” adli kilifi olusturur. Acik saridan
kahverengiye dogru renk alir ve puparium daha da sertlesir. Meyve sinegi larvadan ergin
hale gecis slirecinde metamorfoz adli degisimlere ugrar. Doniisiim siirecince en belirgin
farklilasma pupa evresinde meydana gelir. Pupa evresinde beslenme gergeklesmez.
Larvanin tam baskalasim gegirdigi bu siirecte, larval doku ve organlar pargalanir. Imajinal
disk ve histoblastlardan ergin bireyin viicut yapilart meydana gelir (Sekil 2.9). Evrenin
sonuna dogru kanat, gbz ve ayaklar fark edilebilir, pupa daha koyu kahverengi renkte
goriiniir. Pupa evresi 25+1 °C’de optimum kosullarda 4-4.5 giin siirmektedir (Kumar
2020). Pupa evresinde gergeklesen metamorfoz sonucu gelismis bir bocek (imago)
olusarak siire¢ tamamlanir (Graf vd. 1992, St Johnston ve Volhard 1992, Stocker ve
Gallant 2008).

Genital

Sekil 2.9 Drosophila melanogaster imajinal diskleri ve ergin bireyde olusturdugu yapilar (Aldaz
vd. 2010).
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Ergin D. melanogaster bireylerinin olusumu igin pupa evresinde gerekli doniisiimler yani
metamorfoz gerceklestikten sonra bireyler pupa kilifinin anteriorunu deler ve pupadan
cikar. Pupadan yeni ¢ikan bireyler yumusak ve ag¢ik renklidir, kanatlar agcilmamistir ve
pupadan ciktiktan bir saat sonra acilir. Erkek bireyler pupadan c¢iktiginda eseysel
olgunluga erigmistir, disi bireyler pupadan ¢iktiktan sonra ¢iftlesmez, yaklasik 10 ila 12
saat sonra eseysel olgunluga erisip ¢iftlesebilirler. Disiler eseysel olgunluga ulastiktan
48-72 saat sonra yumurta birakmaya baslar ve yumurta birakmasi ciftlesmeye baglh
degildir (Alaraby vd. 2016).

Bas, toraks ve abdomen Drosophila’nin ergin bireylerini olusturan ti¢ kisimdir. Erkek
sineklerde son segmentler birlestigi icin 5 abdominal segment, disi bireylerde 7
abdominal segment bulunur. Erkek sineklerin abdomenleri son segmentler birlestigi icin
disi sineklerin abdomeninden daha kisadir ve abdomenin posterior ucu kiittiir ve koyu
siyahtir. D. melanogaster disilerinin abdomen ucu, anal plakadan kaynakli ¢ikinti
nedeniyle sivridir. Ergin bireylerin esey belirlemesinde erkek sineklerin 6zellikleri
disilerden kolaylikla ayirt edilmesini saglamaktadir. Abdomen erkek ve disi bireylerin
ayriminda kullanilan 6nemli bir kisimdir. Esey taragi, abdomen sekli ve rengi esey ayrimi

yapmay1 saglayan en 6nemli 6zelliklerdir (Sekil 2.10).

D. melanogaster’in ergin émiir uzunlugu 25+1 °C’de 40-60 giin arasinda degismektedir
(Allocca vd. 2018). Bu sineklerin hayat dongiisii ve ergin omiir uzunlugu sicaklik,
beslenme, genetik faktorler ve birey sayist gibi faktorlerden etkilenebilmektedir. Larva
yogunlugunun gelisim tizerine etkisinin arastirildigi calismalarda birey sayisindaki
fazlaligin rekabeti artirdigl ve gelisimi yavaslattigi tespit edilmistir. Bununla birlikte
popiilasyondaki yogunluk ergin bireylerin ge¢ ¢ikmasina, viicut biiyiikliiklerinin kii¢iik
olmasina ve kiiciik bireylerin daha uzun yasamasina neden olmaktadir. Popiilasyon
yogunlugu, larval evrede pupalagma i¢in gerekli besin depo edilemedigi i¢in pupal

oliimlere de neden olmaktadir (Mcintyre ve Gooding 2000, Foley ve Luckinbill 2001).
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Sekil 2.10 Drosophila melanogaster’de disi erkek birey farki (Chyb ve Gompel 2013).

Sinekler poikilotermal canli olduklart i¢in metobolik hizlari g¢evresel sicakliklardan
etkilenmektedir. Normal gelisim siiresi 25°C’de yaklagik olarak 8-10 giin siiren D.
melanogaster’in daha yiiksek sicaklikta gelisim siiresi kisalir (Lints ve Lints 1971,
Ashburner 1989). Cevresel sicakligin artmasi poikilotermik canlilarin dmiir uzunlugunun

kisalmasina neden olur (Bagci vd. 1990, Sestini vd. 1991).

D. melanogaster’in kullanildig1 aragtirmalarda standart Lewis besin ortami ve etkisi
arastirilan ajan madde ile islatilmig Drosophila hazir instant medium besin de
kullanilmaktadir (Graf ve Vanschaik 1992, Marcos ve Carmona 2013). “Lewis mediumu”
olarak da bilinen standart Drosophila besininin igerigi Cizelge 2.2°de gosterilmistir
(Lewis 1960).

Cizelge 2.2 Lewis besininin igerigi (Yurtsever ve Olgun 2003).

Madde Miktar
Misir unu 104 g
Seker 99
Maya 19¢g
Agar agar 50
dH20 1020 mL
Asit karigimi 6 mL
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Cizelge 2.3 Lewis besininde kullanilan asit karisiminin icerigi (Yurtsever ve Olgun 2003).

Madde Miktar (mL)
Orthophosforik asit 83

Propionik asit 836

dH20 1081

Drosophila calisilan farkli arastirma laboratuvarlarinda kullanilan besin ortamlari da
farkli olabilmektedir. Genellikle misir unu, toz seker, toz maya, agar, distile su (dH20)

ve asit karisimini igeren Lewis besini tercih edilmektedir (Graf vd. 1992).

Calisma da kullanilan Drosophila besini hazirlanirken asit karisimi harig tiim malzemeler
hassas terazide tartilip distile su meziir ile dl¢tilerek eklenir. Tiim malzemeler homojenize
bir sekilde karistirilir, kisik ates iizerine alinir iyice kaynayana ve yogunlagana kadar
stirekli karistirmaya devam edilir. Kaynama sonrasi karistirilarak pisirme islemine 1-2
dakika daha devam edilir. Pisirme islemi tamamlanip pisirme kab1 ates iizerinden alinir.
Hazirlanan pismis karisima, besinin kontamine olmasini 6nlemek amaciyla dnceden
hazirlanmis propionik asit karistmindan mikropipetle 6 mL eklenir ve besin igerisinde
homojen bir sekilde dagilana kadar karistirilir. Hazirlanan Drosophila besini sicak bir
halde katilagsmadan daha 6nce steril edilen 200 mL’lik kiiltiir siselerine her birinde diizgiin
olarak 1-1.5 cm kalinlikta besin olacak sekilde dokiiliir. Besin dokiildiikten sonra kiiltiir
siseleri filtre kagidi ile kapatilir ve sisede olusan buhar uzaklastirilir. Siselerin agzi steril

stinger ile kapatilir ve kullanim igin hazir hale getirilir.

Drosophila hazir besini de D. melanogaster arastirmalarinda sineklerin larval evrede
uygulanacak kimyasalin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilmasi seklinde kullanilan
farkl1 bir besindir. 4.5 gr hazir Drosophila besini (Drosophila Instant Medium) [Fromula
4-24 ® (Carolina Biological Supply Co. Burlington, NC, ABD)] falkon igerisinde,

derisimleri hazirlanmis kimyasal maddenin 9 mL’si 1slatilir.

2.2.3 Kullamlan Hatlarin Genetik Yapis1

Comet ve davranis deneyleri i¢in D. melanogaster’in Oregon-R+ hatti (yabanil soyu),
Smart igin de flare (flr®) ve multiple wing hair (mwh) mutant soylar1 kullanilmustur.

Smart’da kullanilan mutant soylar;
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-Disi bireyler (9): fir® / In (3LR) TMS3, ri p” sep | (3) 89Aa bx34S e5 BdS; Bu soy flare
(flr¥) mutasyonunu tasimaktadir. flr® marker (belirleyici) geni, ii¢iincii kromozomda
sentromere (3-38.8) yakin bir lokusta yer almaktadir ve kanat killarinin seklini etkileyen

resesif bir mutasyondur (Sekil 2.11).

flr® geni homozigot resesif durumda embriyonik letaliteye neden olur ve ergin sinek
olusamaz. Embriyonik evrede letal etkinin ortadan kalkmasr i¢in flr® mutant bireylerde
beaded-serrat (Bd®) genini tasiyan ve ¢oklu inversiyonlar gecirmis TM3 dengeleyici
kromozomu kullanilmaktadir. Yani bu kromozomda dominant bir mutasyon olan Bd®
geni heterozigot tutularak bireylerin hayatta kalmasi saglanir. TM3 dengeleyici
kromozomunun rekombinasyonu baskilamasi olasi rekombinojenik ve/veya mutajenik
etkinin birbirinden ayirt edilmesini de saglamaktadir (Graf vd. 1998). fIr¥’iin bilinen ii¢
mutant aleli de homozigot ve zigotik letaldir. Ancak kanat imaginal disklerdeki
homozigot hiicreler yasayip geliserek mutant kanat hiicrelerini olusturur ve kanatlarinin
uc kisimlari testere disi seklinde olan serrat kanatli bireyler meydana gelir. Bd® genini
bulunduran TM3 dengeleyici kromozomuna sahip ergin bireyler normal kanath
bireylerden kanatlarinin kenarlarinin kesikli ve testere goriiniimlii olmasiyla ayirt edilir
(Sekil 2.12). D. melanogaster flr® bireylerin fenotipinde kanat uclar1 oval bir yapidadir
kanat trikomlar1 ise normal, uzun ve diiz iken, mutasyon halinde killar kisalmis kalin ve
diizgiin olmayan, koyu renkli balon seklinde veya nokta goriiniimliidiir (Graf vd. 1984,

Graf ve Vanschaik 1992, Rincon ve Graf 1995, Kaya 2000, Marcos ve Carmona 2013).

Normal kanatlar hem rekombinasyon hem de mutasyon sonucu olusan mutant klonlar
ierir, serrat kanatlar (mwh/TM3, Bd®) dengeleyici kromozomun rekombinasyonu
baskilamasiyla gerceklesen mutasyon sonucu olusan klonlari igerir. Bu nedenle kanat
Smart testi degerlendirme asamasinda, kanatlar morfolojilerine gore normal (diizgiin)
kanatl ve serrat kanatlilar olmak iizere gruplandirilarak kanat preparatlari hazirlanir ve

inceleme yapilir.

-Erkek bireyler (£): mwh/mwh; Bu mutant soyun tasidig1 ¢oklu kanat kili geni (mwh)

mutasyonu resesiftir ve belirleyici diger bir gendir. 3. kromozom {izerinde kromozomun
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sol kolunun ucunda telomere (3-0.3) yakin lokasyonda taginir (Sekil 2.11). mwh mutant

genini homozigot olarak bulunduran sinekler yasatilabilir ve bu durumda kanat

hiicrelerinde hiicre basina bir trikom (kanat kil1) olmas1 gerekirken ¢oklu kanat kil1 olusur,

normal Drosophila bireylerinde ise bir kanat hiicresinde bir tane trikom ¢iktigi goriiliir

(Rubin ve Lewis 2000). mwh genini tagiyan soyun fenotipte kanat uglart yaban tip

goriiniimiindedir (Sekil 2.12), normal uzun kanatlidir (Lindsley ve Zimm 1992).

Calismada kullanilan yabanil soy (Oregon-R+) ile mutant soylar (flr ve mwh), Afyon

Kocatepe Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii,

Genetik Arastirma Laboratuvari’nda saf soylar olarak ¢ogaltilmaktadir.
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Sekil 2.11 Drosophila melanogaster kanat Smart testinde kullanilan belirleyici genlerin tiglincii
kromozom {iizerindeki lokasyonlar1 (Kaya 2000).
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Sekil 2.12 Drosophila flr* ve mwh mutantlarinin kanat ve viicut yapilar1 (Kursun 2022).
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2.3 Lokomotor Aktivite ve Davramislarin Biyolojik Onemi

Lokomotor davranis, bir tiiriin evrimsel siiregte kazandigi adaptasyonlar sonucu farkl
cevresel faktorler icin gosterdigi hareket tepkileri olarak tanimlanmaktadir. D.
melanogaster’de lokomotor aktivite ¢iftlesme, iireme, dispersal yetenek, strese karsi
yanit, besin bulma, alan savunmasi, predatérlerden ka¢inma ve hayatta kalma gibi
organizmanin evrimsel anlamda varligi i¢in 6nemli birgok hayvansal davranisi
kapsamaktadir. Ornegin; Drosophila disilerinde kanat sallama siiresi eslesme uyariminda
etkilidir ve lokomotor aktivite varyasyonlarindandir. Canlinin varligini devam
ettirebilmesi i¢in lokomotor davranistaki varyasyonlar olduk¢a onemlidir. Bireysel
farkliliklar lokomotor aktivite ve reaktivitede, eseysel secilim sonuglari meydana
getirmektedir. Aktivitenin bireysel farkliliklar1 genetik kontrol altindadir. Lokomotor
reaktivite ise yapay secilime olduk¢a giiglii bir yanit olarak Drosophila’da kendini
gostermektedir. Reaktivite, bireyin stabil bir ¢evreye transferi sonrasi dlgiilen aktivite
diizeyinin zaman igerisindeki degisimi olarak tanimlanabilir. Davranigsal 6zellikler icin
lokomotor reaktivite kalitsallig1 olabildigince yiiksektir. Lokomotor davranis, evrimsel
onemi yaninda bir¢cok hastalikla iligskilendirilmis, sosyal etkilesimlerden ve g¢evreden
etkilenen olduk¢a kompleks bir karakterdir (Burnet vd. 1988, Gilchrist vd.1997, Jordan
vd. 2006, Jordan vd. 2007).

D. melanogaster gibi model organizmalar lokomotor davranigin genetik analizini,
davranigin ortaya ¢ikmasinda etkili olan genlerin anlasilmasini, mutasyonlarin etkilerinin
gbozlemlenmesini ve kompleks davranislarin genetik yapisini incelemeyi oldukca
kolaylastirmaktadir. Model organizmalarla ¢calismak kantitatif karakter lokuslarini (QTL)
haritalalayabilmek i¢in olduk¢a 6nemlidir ve Drosophila kantitatif genetikte kullanilan
ilk model organizmadir (Caligari ve Mather 1975, Mackay 2001, Ali vd. 2011). Uyku,
besin alimi, aclik direnci ve alkol duyarlilig1 gibi bir¢ok karakter kantitatif karakter olarak
sayilabilir (Mackay ve Huang 2018). D.melanogaster genomunun kii¢iikk olmasi,
jenerasyon siiresinin kisa olmasi, laboratuvar ortaminda ¢aprazlama ve kendilestirme
kolaylig1 acisindan bircok kantitatif karakterin g¢alisilmasina olanak saglamaktadir
(Spradling 1997). Lokomotor davraniglar canlilar arasinda evrimsel olarak ¢ogunlukla
korundugundan model organizma Drosophila ile c¢alismak olduk¢a mantikli
goriilmektedir (Jordan vd. 2006).

Drosophila tizerinde gergeklestirilen davranigsal toksisite deneyleri yaygin olarak
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kullanilmakta ve kimyasal ajanlarin toksik etkileri degerlendirilmektedir (Kursun vd.
2021). Insan ve Drosophila’nin ndrotoksik kimyasallara benzer davranigsal yanit verdigi
bilinmektedir (Janner vd. 2021). Erken gelisim evrelerinde nérotoksik maddelere kalinan
maruziyet organizmalarin sonraki gelisim asamalarinda davranissal bozukluklara neden
olabilmektedir (Grandjean ve Landrigan 2014). Organizmalar beslenme, yiiriime, u¢ma,
ciftlesme gibi davraniglart motor kontrol ile ger¢eklestirmektedir. Uyarilar merkezi sinir
sisteminden c¢ikar ve kaslara iletilerek motor fonksiyonlar gergeklestirilir. Sinir
hiicrelerinden kas hiicrelerine uyari iletiminin sekteye ugramasi organizmanin motor
fonksiyonlarinda bozulmalara yol agmaktadir (Manjila ve Hasan 2018). Canlilarin
beyninde olusan biyokimyasal bozukluklar ve yiiksek diizeyde oksidatif stres
ndrodavranigsal toksisiteye sebep olabilmektedir. Insanla benzer genlerinin varligi ve
karmasik davranigsal yetenekleri Drosophila’y1 nérodavranigsal bozukluklar i¢in uygun
bir model haline getirmektedir (Sarkar vd. 2021). Lokomotor aksakliklarla ilgili
Huntington hastaligi, Parkinson hastaligi, depresyon, aktivite bozuklugu gibi bir¢ok
norolojik hastalik insanda goriilebilmektedir. Bu baglamda lokomotor aktivitenin genetik
analizi, insan saglig1 ve evrimsel biyoloji agisindan 6nemli bir ¢alisma alanidir (Jordan

vd. 2006, Jordan vd. 2007, Ali vd. 2011).

Bir organizmanin belirli davraniglar1 nasil sergiledigini anlamak akillarda oldukg¢a 6nemli
biyolojik bir soru isareti birakmaya devam etmektedir. Fonksiyonel genomik
teknolojilerdeki ilerlemelerle birlikte arastirmacilar artik genom c¢apinda karmasik
davraniglarda yer alan genleri ortaya ¢ikarmaya calismaktadir. Davranist incelemek i¢in
genomik yaklasimlar1 igerecek sistem diizeyinde bir ag yaklasimi, davraniglarin
diizenlenmesi modiilasyonunu ve davraniglarin diizenlenmesinde baglamin 6nemini
anlamanin anahtar1 olacaktir. Meyve sinegi D. melanogaster gibi basit bir model
organizmada davranisi incelemek, iyi tanimlanmig anatomi ve fizyolojinin yani sira ileri
diizeyde molekiiler genetik yaklagimlarin avantajlaria sahiptir (Neville ve Goodwin
2012).

2.4 Comet Testi

Hiicre DNA’sinda, replikasyon mekanizmasinda ve kromozomlarda meydana gelen

degisiklikleri ve olusan hasar1 ifade eden tanimlar genotoksisite ya da genetik toksisite
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olarak adlandirilmaktadir (Mouchet vd. 2005). Genotoksik ajanlara pestisitler,
endiistriyel kimyasallar, ksenobiyotikler ve farmasotik bilesikler 6rnek olarak verilebilir
ve bu ajanlar DNA seviyesinde baz eklemesi, baz silinmesi ve yanlis baz eslesmesi gibi
degisikliklere neden olabilecegi gibi; andploidi, mikrogekirdek olusumu gibi
kromozomal hasarlar da olusturabilir (Umbuzeiro vd. 2017). Meydana gelen tiim bu
degisimler genotoksisitenin belirtecleri olarak kabul edilmekte olup, genotoksisite testleri
ile belirlenebilmektedir (Mouchet vd. 2005). Bu testler kimyasal maddelerin giivenlilik
degerlendirilmesinin yapilmasini saglayarak, ulusal ve uluslararasi yasalara bagl olarak
tiim canlilarin ve gevre sagligiminin korunmasini amaglamaktadir. Genotoksik potansiyeli
aragtirtlan bir ajanin Oncelikle in vitro analiz testleri gergeklestirilerek temel
degerlendirme calismasi yapilir ve bunu takiben in vivo hayvan testleri ile ¢alismalar
devam eder (Corvi ve Madia 2017).

In vitro genotoksisite testleri gen ve kromozomal hasarlar1 belirleyen testleri icermekle
birlikte bu testlerin dezavantaj1 organizmalardaki absorbsiyon, dagilim ve kimyasallarin
atiliminin degerlendirilmesinde yetersiz olmasidir. Bu sebeple model organizmalarda
gerceklestirilen in vivo genotoksisite testleri olduk¢a Onemlidir. Bu baglamda tez

calismasinda D. melanogaster tizerinde comet testi yapilmistir.

Comet, genetik materyalde olusan tahribat ile tahribat diizeyinin ve genotoksisitenin
aragtirtlmasinda olduk¢a 6nemli bir tekniktir. Giiniimiizde genotoksik etkilerin tespit
edilmesinde siklikla kullanilan ve “tek hiicre jel elektroforezi” olarak da ifade edilen
Comet yontemi giin gectikce calismalarda daha da ¢cok uygulanan bir test teknigi haline
gelmistir. Comet testi genetik toksikoloji, yaslanma ve molekiiler epidemiyoloji gibi daha

birgok alanda kullanilmaya devam etmektedir (Martin vd. 1993, Ipek 2022).

DNA hasari, fiziksel ve genotoksik ajanlara ya da endojen faktorlere maruz kalma
sonucunda meydana gelen, DNA’nin genomik yapisinda ortaya c¢ikan kimyasal
degisiklikleri iceren bir terimdir (Bankoglu vd. 2021). Farkli sebeplerle DNA
biitiinliigiiniin bozuldugu bu gibi durumlarda, genotoksisite testlerinden biri olan Comet
testi ile DNA hasar1 belirlenebilmektedir (Gajski vd. 2021). DNA hasarinin hiicre

diizeyinde belirlenebildigi bir test sistemi olan Comet’in, hizli, ¢ok yonlii, giivenilir,
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diisiik maliyetli ve hassas bir yontem olmasi diger genotoksisite testlerinden farkini

ortaya cikaran 6zellikleridir (Moller 2018, Gajski vd. 2021).

2.5 Smart Testi

Drosophila kanat Smart testi Drosophila’nin belirlenmis 6zellikleri dikkate alinarak Graf
vd. (1984) tarafindan uygulanmis ve gelistirilmis olup, ¢esitli kimyasal ajanlarin
rekombinojenik ve mutajenik aktivitelerini belirleyebilen bu yontemde D. melanogaster
Meigen’in mwh ve flr® mutant irklarmin ¢aprazlanmastyla olusan heterozigot larvalari
kullanilmaktadir (Bernards ve Hariharan 2001). Smart teknigi kullanilarak giiniimiize
kadar bircok maddenin genotoksik, antigenotoksik, rekombinojenik ve mutajenik etkileri
tespit edilmistir. Elde edilen veriler Smart yonteminin memeli in vivo ve mikroorganizmal
in vitro genotoksisite testleri arasinda bir baglant1 sagladigini ortaya koymustur (Frei ve
Wiirgler 1996). G6z benek ve kanat benek olmak tizere iki farkli sekilde uygulanan Smart
testi heterozigot larvalarin imajinal disk hiicrelerinden birinde nokta mutasyon,
ayrilmama, delesyon ve rekombinasyon gibi genetik bir degisiklik olursa, ogul hiicrelere
aktarilarak mutant hiicre gruplari olan benekler ergin bireyin gozlerinde veya kanatlarinda
ortaya ¢ikmaktadir. Farkli kimyasal ajanlara maruz birakilan sineklerde ortaya c¢ikan
beneklerin frekansi uygulanan ajanin genotoksik aktivitesi ile ilgili sayisal sonuglar
verirken, benek olusumunda rol oynayan mutasyon cesitlerini beneklerin tipi ortaya
cikarmaktadir (Henderson 2004). Smart yontemi gida, tekstil ve mobilya sanayi gibi
giincel uygulamalarda kullanilan kimyasal maddeler, tibbi ilaclar, sanayi ve cevresel
atiklar ile zirai miicadelede kullanilan ajanlar gibi bircok maddenin genotoksisitesini
belirlemek amaciyla yapilan bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir. Bu testin diger testlere gore
avantaj1 ekonomik, hizli ve giivenilir olmasi, tek bir jenerasyon sonunda verilerin elde
edilebilmesi, tek bir sinek kanadi ile ¢ok sayida hiicrenin analizini saglamasi ve
genotoksik etkinin fenotipte yansimasinin kolaylikla gézlenebilmesi sayilabilir (Yesilada
2001, Cetinkaya 2016)

2.6 Onceki Calismalar

DAPA ile daha 6nce yapilmis herhangi bir davranis toksisite ¢aligmasi bulunmamakla

beraber diger SGLT2 inhibitorleri ve antidiyabetik ajanlar ile ilgili literatiirde farkl
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model organizmalar tizerinde degisik lokomotor aktiviteler ile ilgili caligmalar mevcuttur.
Ornegin Mohammed vd. (2024) Rotenon kaynakli Parkinson hastaliginda bir SGLT2
inhibitorii Empagliflozin'in noroprotektif etkisinin degerlendirilmesini amacgladigi
caligmalarinda Rotenon’un, rotarod performans testinde sicanlarin lokomotor aktivitesini
ve tutulma siiresini azaltirken inis gecikme siliresini uzattigini, O6te yandan
Empagliflozin’in bu davranis degisikliklerini diizelttigini gézlemlemisler ve elde ettigi

sonuglar histolojik inceleme ve saglam néronlarin sayisi ile dogrulanmustir.

Jayarathne vd. (2022) bir SGLT2 inhibitorii olan antidiyabet ilact Kanagliflozin
tedavisinin cinsiyete 0zgli noroprotektif etkilerini aragtirmak amaciyla farkli yas
gruplarindaki disi ve erkek farelere Kanagliflozin uygulamislardir. Kanagliflozin
tedavisinin yaslt erkek farelerde insiilin duyarliligini artirdigini, ayrica 30 aylik erkek
farelerin kesif ve lokomotor aktivitelerini iyilestirdigini ancak disi farelerde iyilesme
goriilmedigini ortaya koymuslardir ve norodejeneratif hastaliklarin potansiyel tedavisi

icin Kanagliflozin uygulanmasini 6nermislerdir.

Parkinson hastaligi, en sik goriilen ikinci norodejeneratif hastaliktir. Diabetes mellitus,
kanda yiiksek diizeyde glikoz bulunmasiyla karakterize edilen bir metabolik hastaliktir.
Son epidemiyolojik ¢calismalar her iki hastalik arasindaki baglantiy1 vurgulamistir; hatta
Diabetes mellitus'un PH i¢in bir risk faktorii olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
hastaliklarin olasi iliskisini daha fazla arastirmak i¢in Sanz vd. (2022) DJ-1B geninin
(insan DJ-1 ortologu) etkisizlestirilmesine dayanan bir Drosophila parkinson hastaligi
modelini, diyetle indiiklenen Drosophila modelini ve fareleri kullanarak sineklerin
yiiksek seker igeren bir ortamla ve farelerin yiiksek yagl bir diyetle beslenmesiyle T2DM
modellerini elde etmislerdir. Her iki sinek modelinin de digerlerinin yani sira
karbonhidrat homeostazisindeki degisiklikler, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu veya

motor kusurlar1 gibi ortak fenotipler sergiledigi sonucuna ulagsmiglardir.

Catterson vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismada otomatik davranis izleme, kilcal beslenme
tahlili ve farmakolojik tedaviler kullanarak, diyet mayasi ve siikrozun Drosophila'nin
uyku-uyaniklik davranisi tizerindeki etkisini incelemislerdir. Diyet mayasinin, erkeklerde

uykudan uyanmay1 tesvik ederek ve disilerde lokomotor aktivite siirelerini kisaltarak
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sineklerin  uyku-uyaniklik davramigint ~ diizelttigini, ayrica diyetteki sakkaroz
konsantrasyonunu artirarak, giinliilk toplam sakkaroz alimi iizerinde ya da uyarilma
tizerinde herhangi bir etki yaratmadigini, ancak erkeklerin ve kadinlarin aktif kalma
stiresini uzattigini gézlemlemislerdir. Diyetteki daha yliksek sakkarozun, disi sineklerin
degil, erkek sineklerin toplam uykularinin azalmasina neden oldugunu, oksidatif
fosforilasyonu inhibe eden bir ilag olan Metformin’in, sinekleri besleyerek lokomotor
aktiviteyi azalttigin1 ancak uykunun herhangi bir yOniinii etkilemedigini ortaya

koymuslardir.

Pioglitazon, etkili ve uzun siireli glisemik kontrol saglayan insiilin duyarlastiric1 bir
diyabet ilacidir. Insiilin ve Insiilin Biiyiime Faktorii benzeri sinyal yollari, nematodlarda,
boceklerde ve memelilerde iyi bilinen uzun Omiirlii yolaklardir. Bilindigi kadariyla
Drosophila'da bu yolu hedef alan ilaglarin yaslanma karsit1 6zelliklerini degerlendiren
sistematik bir farmakolojik ¢alisma bulunmamaktadir. Jafari vd. (2007) Drosophila'da bu
bilesiklerin yaglanma karsit1 bir rol oynadigin1 gésteren yayilanmis bir veri olmamasina
ragmen, bunlarin umut verici farmakolojik profillerinin mortaliteyi azaltabilecegini
varsaymislar ve yaptiklari galismada Drosophila'da insiilin sinyal yolunu hedef alabilecek
dort bilesigin yaslanma karsit1 6zelliklerini degerlendirmislerdir. Pioglitazonun yaslanma

karsit1 6zellikler gosterdigini tespit etmislerdir.

DAPA ile daha 6nce yapilmis herhangi bir Comet testi bulunmamaktadir, bu baglamda
calismamizda elde edilen veriler literatiire ilk kez kazandirilmistir. Bunun disinda diger
SGLT inhibitdrleri ve antidiyabetik ajanlarla yapilmis DNA hasar1 belirleme ¢aligsmalari
mevcuttur. Ornegin Tokajuk vd. (2015) yaptiklari ¢aligmada, insan lenfositlerinde 10 nM
ve insan kolon adenokarsinom hiicrelerinde (HT29) 0,5-1 nM minimum insan insiilin
konsantrasyonunun, tedaviden 24 saat sonra in vitro DNA hasar1 ve MN diizeylerinde
artisa yol agtig1 ortaya koymuslardir. Ozel klinik ¢alismalardan elde edilen veriler, insiilin
veya analoglarini kullanan hastalarda kanser riskinin arttigmma dikkat ¢ekmektedir.
Othman vd. (2013) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ilk kez patofizyolojik insiilin
konsantrasyonlarinin, reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimi yoluyla kolon hiicrelerinde
ve insan periferik lenfositlerinde DNA hasarini tetikleme yetenegini arastirmislardir.

Yaptiklar1 ¢alismada insan kolon adenokarsinomu hiicreleri (HT29), standart
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protokollerde 5 nM insiilin ile tedavi sonrasinda kuyruklu yildiz tahlili ve mikroniikleus
frekans analizi kullanilarak DNA hasarinda 6nemli bir artig gdsterdigini rapor etmislerdir.
Amador vd. (2012) Metformin’in genotoksisitesini Cin hamsteri yumurtalik hiicrelerinde,
CHO-K1'de kromozom anormallikleri ve Comet testi ile, farelerde de mikroniikleus testi
ile arastirmiglar ve in vitro testlerde 114.4 ve 572 pug/mL konsantrasyonlarini kullanarak
her iki konsantrasyonda da 24 saatlik inkiibasyonun ardindan Comet testi sonuglarina
gore DNA hasari tespit etmislerdir. Ancak buna tezat olusturacak bir ¢alisma ise in vitro
insan lenfosit kiiltiirii ile ¢alisilmis ve bu ilacin 72 saat sonunda Comet testinde herhangi
bir genotoksik etkiye veya artan oksidatif strese neden olmadigi saptanmistir (Malek vd.
2015). Bedir vd. (2008) yilinda yaptiklari ¢alismada ise yine bir SGLT2 inhibitorii olan
Pioglitazone’un genotoksisitesini Comet testi ile aragtirmislar ve 10, 20 ve 40 mg/kg
olmak iizere 3 farkli dozun tiimiinde de kontrole kiyasla lenfositlerde ve hepatositlerde
DNA hasar1 diizeyinde doza bagli 6nemli bir artis oldugunu saptamiglardir. Yine Bedir
vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada bir SGLT2 inhibitérii olan Rosiglitazone’nun
genotoksisitesini arastirmak i¢in 0.5, 1 ve 2 mg/kg olmak iizere 3 farkli doz kullanarak
Sprague-Dawley siganlarin periferik kan hiicrelerinde ve hepatositleri tizerinde Comet
testi uygulamislar ve tiim dozlarda kontrole kiyasla hepatositlerde DNA hasar1 diizeyinde
doza bagli anlamh artig, lenfositlerde ise yalnizca son iki yiiksek dozda hasar tespit

etmislerdir.

DAPA ile daha dnce yapilmis herhangi bir Smart testi bulunmamaktadir bu baglamda
calismamizda elde edilen veriler literatiire ilk kez kazandirilmistir. Yine diger SGLT2
inhibitorleri ile 1lgili de herhangi bir smart ¢alismasina rastlanmamistir. Bunlarin disinda
ise farkli antidiyabetikler ile sinirli smart ¢alismasi bulunmaktadir. Oliveira vd. (2017)
antidiyabetik bir ila¢ olan Metformin ile birlikte antikanser ila¢ olan Doksorubisin ile
yapmis olduklar1 ¢aligmada, tek bagina Metformin’in farkli konsantrasyonlariin (2,5, 5,
10, 25 veya 50 mM) mutajenite, rekombinojenite ve karsinojenite agisindan incelemisler
ve Metformin’in kullanilan dozlarinin tek basina herhangi bir mutasyon veya
rekombinasyona neden olmadigini rapor etmislerdir. Giirbiizel vd. (2014) yaptiklar
caligmada, tip 2 diabetes mellitusta yaygin olarak kullanilan iki stlfoniliire olan
glimepirid ve glipizid, Drosophila smart testi ile genotoksisitesini arastirmis, glimepirid

ve glipizidin 6zellikle homolog somatik rekombinasyona bagli olan genotoksisite
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gosterdigini rapor etmislerdir. Glimepirid 25 pg’lik doz uygulamasinda, glipizid ise 25
ve 50 pg’lik doz uygulamalarinda pozitif genotoksisite gostermistir. Bu ¢alisma sonuglari
tez ¢calismamizin son uygulama dozu olan 0.9 mM’lik DAPA uygulamasi ile paralellik
gostermistir. Horiya vd. (1996) Drosophila ile yaptiklar1 wing spot testinde 7 timor
promotoru (BHA, BHT, klofibrat, DEHP, dietilstilbestrol, fenobarbital ve sodyum
sakarin) ve 2 tiimor dig1 promotor (insiilin ve kanamisin) olmak iizere farkli maddeleri
degerlendirmislerdir. Arastirmacilar bu maddelerin 3 saatlik tedavi ile olusturulan kanat
lekelerinin frekanslar1 iizerinde indirgeyici etkileri olabilecegi varsaymislar, benzen harig
7 promotoriin 6's1 indirgeyici etkisinin oldugunu ancak 2 tiimor dist promotdriin herhangi
bir etkisinin olmadigini belirlemislerdir. Bu c¢alismada kullanilan 2 timor dist
promotorden biri olan insiliin antidiyabetik bir ajandir ve MMC ile indiiklenen wing

spotlarda herhangi bir diizeltici aktivite gostermemistir.

DAPA ve SGLT2 inhibitorleriyle daha 6nce yapilmis az sayida ¢alisma mevcut olup,
yapilan diger ¢alismalar ise sunlardir: Reilly vd. (2014) yaptiklari ¢alisma ile DAPA’nin
Sprague Dawley cinsi siganlarin periferal kan kiiltiirlerinde 25, 100, 150 ve 200 mg/kg
olmak iizere 4 farkli konsantrasyonda kromozom aberasyonlarini incelemisler ve
uygulamadan 24 saat sonra herhangi bir etkiye rastlamamislardir. Yine aym ¢aligmada
siganlarin kemik iligi hiicrelerinde 350, 700 ve 1050 mg/kg dozlarinda mikroniikleus testi

uygulamislar ve yine herhangi bir etkiye raslamamiglardir.

Bogdantfy vd. (2014) yaptiklar1 ¢alismada SGLT2 inhibit6rii olan Empagliflozin erkek
ve disi Wistar cinsi ratlarda 100, 300, 1000 ve 2000 mg/kg konsantrasyonlarda
mikroniikleus testi ile g¢alismis ve herhangi bir etkiye rastlamamislardir. Yine diger
SGLT2 inhibitorleri ile farkli model organizmalar {izerinde degisik genotoksisite
testleriyle yapilan bazi ¢aligmalarda da bu ajanlarin genotoksik hasar olusturmadigi tespit

edilmistir (Smith vd. 2017, Int. Kyn. 7).
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3. MATERYAL ve METOT

Bu calisma kapsaminda kanda insiilin seviyesinin diizenlenmesinde kullanilan DAPA’nin
farkli konsantrasyonlar1 D. melanogaster larvalarina uygulanmis, davranis deneyleri ile
DAPA’nin davranissal toksisitesi, Comet ve Smart test yontemleriyle de DAPA’nin

genotoksik ve sitotoksik etkisi degerlendirilmistir.

Davranis toksisitesini aragtirmak i¢gin DAPA’nin 0.1 mM, 1 mM, 5 mM ve 10 mM’lik
konsantrasyonlar1 Instant Medium hazir besiyerine uygulanmus, 72+4 saatlik yabanil tip
(Oregon R+) D. melanogaster larvalar1 hazirlanan DAPA’l1 besiyerlerine 24 saat maruz
birakilarak larval agirlik, larval hareket, pupa olusturma basarisi, pupa pozisyonu,
pupadan ¢ikis basarisi, ergin birey agirhg ve negatif jeotaksis deneyleri

gergeklestirilmistir (Kursun vd. 2021).

DNA hasarini tespit etmek amaciyla Singh vd. (1988) tarafindan gelistirilmis olan Comet
yontemi uygulanmig, Drosophila’nin yabanil tip (Oregon R+) 72+4 saatlik larvalari
Instant Medium hazir besiyerine uygulanan 0.1 mM, 1 mM, 5 mM ve 10 mM’lik DAPA
konsantrasyonlarina 24 saat birakilarak 96+4 saatlik bu larvalarin hemositleri Irving vd.

(2005) metodu baz alinarak izole edilmis ve DNA hasari arastirilmistir.

DAPA’nin genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla Graf vd. (1984)’nin gelistirdigi
Smart teknigi kullanilmistir. 7244 saatlik D. melanogaster mwh/flr® transheterezigot
larvalar 0.225 mM, 0.45 mM ve 0.9 mM olmak iizere {i¢ farklt DAPA konsantrasyonuna
maruz birakilmig, imajinal disk hiicrelerinde olusan degisimlerin ergin birey kanat

fenotipinde mutant klon olusturmasi genotoksik etkinin degerlendirilmesini saglamistir.

Bu tez calismasi kapsaminda uygulanan {i¢ farkli teknik davranis deneyleri, Comet
yontemi ve Smart tekniginin uygulama basamaklar1 materyal metot boliimiinde ayri
basliklar altinda detayli olarak agiklanmustir. Deneyler 25+1 °C sicaklik ve %60 bagil

nemde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortam kosullarinda gerceklestirilmistir.
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3.1 Calismada Kullanilan Cihazlar

- Binokiiler Mikroskop (Olympus, Japan)

- Buzdolabi (Argelik, Tirkiye)

- CO2 Inkiibatorii (Panasonic, Japan)

- Elektroforez (Thermo Scientific EC 1000-90, USA)
- Floresan Mikroskop (Olympus, Japan)

- Hassas Terazi (Sartorius, Germany)

- Otoklav (Jeio tech, Korea)

- pH metre (Hanna Instruments, Romania)

- Saf Su Cihaz1 (GFL 2102, Germany)

- Santrifiij (Hettich, Germany)

- Sicak Su Banyosu (Memmert WNB10, Germany)
- Stereo Mikroskop (Nikon SMZ645)

- Vortex (IKA, USA)

3.2 Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlamis1

Bu calismada davranis toksisitesi deneyleri i¢in kullanilan kimyasal maddeler Cizelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Davranig deneylerinde kullanilan test materyalleri (Kursun vd. 2021).

Kimyasal Kullanim alani
Agar D. melanogaster  kiiltiirlerinin ~ gogaltilmasi
(Sigma-Aldrich, Germany) asamasinda besiyeri hazirlanmasinda ve larval

hareketin gdozlemlenmesi asamasinda kullanilir.

Eter Ergin bireylerin agirlik Ol¢limii agamasinda ergin
(Sigma-Aldrich, Germany) Drosophila bireylerini bayiltmak i¢in kullanilir.

Distile Su D. melanogaster  kiiltiirlerinin ~ ¢ogaltilmasi
asamasinda besiyeri hazirlanmasinda kullanilir.

Bu ¢alismada Smart testi i¢in kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Drosophila melanogaster kanat Smart testinde kullanilan kimyasallar (Kaya 2000).

Kimyasal

Kullanim alam

Agar
(Sigma-Aldrich, Germany)

Eter
(Sigma-Aldrich, Germany)

Gliserol (Sigma-Aldrich, Germany)
Etil Alkol (Sigma-Aldrich, Germany)

Gum arabic

Kloral hidrat (Sigma-Aldrich, Germany)

D. melanogaster kiiltiirlerinin ¢ogaltilmasi
asamasinda besiyeri hazirlamada
kullantlir.

Ergin bireylerin toplanmasi asamasinda
ergin Drosophila bireylerini bayiltmada
kullantlir.

Faure soliisyonunu hazirlamada kullanilir.
Benclerin sterilizasyonunu saglamak i¢in

ve kanatlar1 incelenecek ergin bireyleri
saklama asamasinda kullanilir.

Faure soliisyonunu hazirlamada
kullantlir.
Faure soliisyonunu hazirlamada
kullanilir.

Smart testinde kullanilan Faure soliisyonunun hazirlanis1 Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3 Faure Soliisyonunun Hazirlanmasi (Kaygisiz 2016).

Kimyasal Miktar
dH20 50 mL
Gliserol 20 mL
Gum arabic 30¢g
Kloral hidrat 50¢

Hassas terazi ve meziir yardimiyla Olg¢iilen maddeler karistirilarak elde edilen faure

soliisyonu kapali bir kap igerisine alinip ¢alisma asamasinda kullanilmak {izere +4 °C’de

muhafaza edildi.
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Bu ¢alismada Comet testi i¢in kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4 Comet testinde kullanilan kimyasallar (Islek 2023).

Kimyasal

Kullanim alani

DMSO (Dimetil stilfoksit) (Sigma, China)

EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit)
(Sigma, USA)

Etidyum Bromiir (Vivantis, USA)

Etil Alkol (Sigma-Aldrich, Germany)

HCI (Hidroklorik Asit) (Sigma, USA)

LMA (Low Melting Agarose) (Diisiik
erime noktali agaroz) (Sigma, USA)

NaCl (Sigma-Aldrich, Germany)

NaOH (Sodyum hidroksit) (AppliChem,
Germany)

NMA (Normal Melting Agarose) (Normal
erime noktali agaroz) (Sigma, USA)

PBS (Phosphate Buffered Saline) (Fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi) (Sigma,
Germany)

Feniltiyotiire (Sigma-Aldrich, Germany)

Tripan Blue Soliisyonu (Sigma, USA)

dH20 (Distile su)

Lizing soliisyonunu hazirlama asamasinda
kullanilir.

DNA zincirinin uzamasinda gerekli olan

magnezyumu baglayarak DNA
zincirlerinin  uzamasina engel  olur.
Elektroforez tamponu ile liziz
sollisyonunu  hazirlanma  asamasinda
kullanilir.

DNA’larin floresans mikroskop altinda
gorilinilir olmasini saglamak icin kullanilir.

Benglerin  sterilizasyonunu  saglamak

amactyla kullanilir.

Elektroforez soliisyonunu (tamponunu)
hazirlama asamasinda kullanilir.

DNA kariklarmin incelenecegi preparatlari
kaplama ve hiicrelerin tutunmasini
saglamak amaciyla kullanilir.

Liziz tamponunu hazirlamada kullanilir.
DNA’nin nétralize olmasina yardim eder.
Hiicre duvarini gecip proteinlerin hiicre
duvarindan ayrilmasini saglar.

Elektroforez ~ tamponunu  hazirlama

asamasinda kullanilir.

DNA kiriklarinin incelenecegi preparatlari
kaplanma ve hiicrelerin tutunmasini
saglamak amaciyla kullanilir.

Hemositleri ayirmak, hiicreleri seyreltip
arindirmak i¢in kullanilir.

Hemositleri ayirmak, hiicreleri seyreltip
arindirmak i¢in kullanilir.

Canli hiicreleri tespit etmek amaciyla
kullanilir.

Alkalinin etkisini nétrlestirmek amaciyla
preparatlarin yikanmasinda kullanilir.
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Cizelge 3.4 (Devam) Comet testinde kullanilan kimyasallar (Islek 2023).

Kimyasal Kullanim alani

Trisma Base (Sigma, USA) Liziz ve noétralizasyon tamponunu
hazirlama asamasinda kullanilir.

Triton X-100 (Sigma, USA) Proteinler arasi baglar1 ve lipidler
arasindaki baglar1 bozarak DNA’nin hiicre
igeriginden izole olmasina yardim eder.
Lizing soliisyonunu hazirlanma
asamasinda kullanilir,

3.2.1 Comet Testinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Bu calismada Comet testi i¢in kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislar1 Cizelge 3.5-Cizelge

3.13’de verilmistir.

Cizelge 3.5 Diisiik erime noktali agaroz (LMA) ¢6zeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar
PBS 2.0 mL
LMA 0.015¢g

0.015 g LMA hassas terazide tartilirak cam tiip igerisine alindi, 10 kat seyreltilen 2 mL
PBS cam tiipe eklendi ve % 0.8’lik ¢ozelti elde edildi. Seffaf bir LMA c¢ozeltisi elde
edilene kadar cam tiip bek alevinde kaynatildi. LMA’nin bulundugu tiip kullanim

esnasinda sicak su bulunan beher igerisinde bekletildi.

Cizelge 3.6 Elektroforez ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar (g)
EDTA 0.185
NaOH 0.6

NaOH ve EDTA hassas terazide tartilarak bir behere alindi ve iizerine son hacim 500
mL’ye tamamlanacak sekilde dH20 ilave edildi. HCl damlatilarak elektroforez tamponun
pH derecesi 13.2 degerine ayarlandi. Damlatma islemi pH degerinin hizli bir sekilde
degismemesi i¢in yavas ve aralikli siirelerle yapildi. Hazirlanan tampon ¢6zelti bir siseye

alind1 ve ¢aligmada kullanilana kadar +4°C’de saklandi.
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Cizelge 3.7 Etidyum bromiir ¢zeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar ()
EtBr 0.01

0.01 g etidyum bromdir hassas terazide tartilarak bir behere alind1 ve iizerine son hacim
50 mL olacak sekilde dH20 eklendi, dikkatli bir sekilde pipetaj yapildi (Etidyum bromiir
kanserojen bir madde oldugu i¢in cilt ile temas etmemelidir). Hazirlanan stok ¢ozelti +4

C’de saklandi, ¢alismada kullanilirken 10 kat seyreltildi.

Cizelge 3.8 %70’lik etil alkol ¢ozeltisinin hazirlanmasi.
Kimyasal Miktar (mL)
Etil alkol 67.2

%96’11k etil alkol meziirle 67.2 mL olacak sekilde 6l¢iildii ve lizerine son hacim 100 mL

olacak sekilde dH20 eklendi.

Cizelge 3.9 Liziz ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar
EDTA 18.6 ¢
NaCl 73 ¢
Trizma baz 0.66 g

18.6 g EDTA, 73 g NaCl ve 0.66 g trizma baz hassas terazide tartilarak bir behere alindi,
tizerine 500 mL dH20O eklenerek karistirildi. Yavas bir sekilde NaOH damlatilarak pH
derecesi 10 olarak ayarlandi. Hazirlanan liziz ¢6zeltisi bir siseye alindi ve ¢alismada

kullanilana kadar +4°C’de muhafaza edildi.

Cizelge 3.10 Liziz ¢ozeltisinden lizing ¢6zeltisinin hazirlanmast.

Kimyasal Miktar (mL)
DMSO 5
Triton X-100 5

+4°C’de muhafaza edilen liziz ¢6zeltisi ¢alismanin yapilacagi giin ¢ikarildi. 500 mL liziz
cozeltisinden 10 mL almarak atildi, yerine 5 mL DMSO ve 5 mL Triton X-100 eklendi
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ve pipetaj yontemiyle karigtirildi.

Cizelge 3.11 Normal erime noktali agaroz (NMA) ¢6zeltisinin hazirlanmast.

Kimyasal Miktar
PBS 3mL
NMA 0.03¢g

0.03 g NMA hassas terazide tartilip cam deney tiiptine alindi. Daha sonra iizerine 10 kat
seyreltilmis 3 mL PBS eklendi ve %1°lik NMA ¢ozeltisi elde edildi (10 kat seyreltilmis
PBS c¢ozeltisi, ImL PBS iizerine 9 mL dH20 eklenerek hazirlandi). NMA ile PBS
karisimi ¢oziindiikten sonra bunzen beki alevinde agarozun daha iyi tutunmasi igin
kaynayana kadar 1sitild1 ve seffaf bir NMA ¢ozeltisi elde edildi. NMA’nin bulundugu tiip

hemen sogumamasi i¢in kullanim esnasinda sicak su bulunan beher icerisinde bekletildi.

%1°lik NMA ¢ozeltisinden mikropipetle 160 pL alarak 1sitici tabla lizerinde 1sitilmig
lamlarin iizerine bir defada birakildi, yatay tutulan pipetin ucu ile zemin/katman
olusturmak igin lam iizerine yayildi ve oda sicakliginda (25 “C) kururken havayla temas

etmemesi i¢in ¢alistirilmayan inkiibatore birakildi.

Cizelge 3.12 Nétralizasyon ¢ozeltisi hazirlama.

Kimyasal Miktar (g)
Trizma baz 29.1

29.1 g Trizma baz tartild1 ve bir behere alindi, iizerine son hacim 600 mL olacak sekilde
dH20 eklendi ve karistirildi. Cozeltinin pH derecesi HC1 damlatilarak 7.5 olacak sekilde
pH metre yardimiyla sabitlendi. HCI damlatma islemi yavas ve aralikli siirelerle yapildi.

Cozelti bir siseye alindi ¢alismada kullanilana kadar + 4 °C’de muhafaza edildi.

Cizelge 3.13 Feniltiyotiire ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar
Feniltiyoiire 0.079
PBS 100 mL

Hassas terazide 0.07 g feniltiyotire tartildi ve bir siseye alindi, lizerine 10 kat seyreltilmis
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100 mL PBS eklendi, sisenin agz1 kapatilarak yavas dairesel hareketlerle karistirildi ve

calismada kullanilmak iizere +4 "C’de muhafaza edildi.

3.3 Drosophila melanogaster’de Lokomotor Aktivite Davranis Deneylerinin
Uygulanmasi

Calisma kapsaminda DAPA’nin davranmigsal toksisitesini arastirmak amaciyla tim
davranig deneyleri igin yabanil tip (Oregon R+) D. melanogaster bireyleri kullanilmistir.
Yumurta toplama islemi gergeklestirildikten sonra 3. instar evrede (72+4 saatlik larvalar)
DAPA uygulamast belirlenen konsantrasyonlarda gercgeklestirilmistir. Uygulama
esnasinda 4.5 g Drosophila instant medium hazir besin farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan DAPA kimyasalinin 9 mL’si ile 1slatilarak maruziyet ortami hazirlanmastir.
Davranig deneyleri uygulama esnasinda 0.1, 1, 5, 10 mM DAPA konsantrasyonlarindan
ti¢ tekrarli ve negatif kontrol i¢in dH20 olmak tizere 13 farkli deney grubu hazirlanmistir.
DAPA’ya maruziyet dncesi 72+4 saatlik larvalarin bulundugu siseler cok az musluk suyu
ile calkalanarak ince gozenekli bir siizge¢ yardimiyla her diizenek i¢in 50 larva segilip

hazirlanan deney gruplarina dagitilmistir.

3.3.1 Davrams Deneylerinde Uygulanacak Dozlarin Hazirlanmasi

Davranis deneylerinde uygulanacak konsantrasyonlar DAPA’nin molekiil agirligindan
yola ¢ikilarak ¢ozelti hazirlama yontemiyle belirlenmistir. 20 mg DAPA 18.6 mL dH20
ile ¢ozdiiriilerek 10 mM’lik stok ¢ozelti elde edilmis ve dillisyon yontemiyle diger 5, 1,

0.1 mM’lik uygulama konsantrasyonlar1 hazirlanmaistir.

3.3.2 Larval Agirlik ve Larval Hareket Olciimii Uygulama Asamalari

Larval agirlik 6l¢iimii asamasinda Linford vd. (2013), larval hareket 6l¢iimiinde Dhar vd.
(2020) uygulama esaslar1 dikkate alinmis ve uygulama esnasinda Kursun vd. (2021)
calisma esaslarindan da yararlanilmistir. Kimyasal uygulamasi yapilmadan 6nce secilip
tartilan 50°ser larva 24 saatlik DAPA maruziyeti sonrasi ince gozenekli siizgeg
yardimuiyla segilip hassas terazide tekrar tartilmigtir.

Larval hareket Ol¢timii igin petriler %2’lik agar ile kaplanarak kullanilmigtir. Her

konsantrasyon i¢in 10 larva segilmis ve her larva petri ortasina yerlestirilerek milimetrik
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kagit ile 1 dakika boyunca kat ettigi uzunluk ol¢iilmiistiir.

3.3.3 Pupa Olusturma Basarisinin Ol¢iimii

Pupa olusturma basarisi Ol¢timii Liu vd. (2020) c¢alisma esaslar1 dikkate alinarak
yapilmistir.  Olgiim  gergeklestirilirken, belirtilen sekilde secilen 50’ser larva
kimyasallarin bulundugu diizeneklere birakilmistir. Diizeneklerdeki derisimlere kronik
olarak maruz birakilan Drosophila larvalarinin pupa evresine gegtiginden emin olunup
pupalar sayilarak not edilmistir. Diizeneklere birakilan 50°ser larvanin kaginin pupa
olusturdugu tespit edilip pupadan ¢ikan bireyler sayilmistir ve pupadan ¢ikis ylizdesi
(ergin say1s1/50) x %2100 formiilii ile hesaplanarak DAPA’nin pupa olusturma basarisina
etkisi dl¢lilmistiir. Formiilde yer alan 50 sayis1 kimyasala maruz birakilan larva sayisini

ifade etmektedir.

3.3.4 Pupa Pozisyon Ol¢iimii ve Negatif Jeotaksis Deneyi

Pupa pozisyon 6l¢iimii ve negatif jeotaksis deneyleri igin ortak falkonlar kullanilmistir.
Pupa pozisyon 6l¢iimii uygulamalarinda Fauzi vd. (2020), negatif jeotaksis deneylerinde

ise Manjila vd. (2018)’nin esaslarindan yararlanilmigtir.

Uygulama i¢in kullanilan falkonlar besin yiizeyinden (BY) itibaren asagidan yukariya
sirastyla A, B, C, D ve E olmak {izere, toplamda esit araliklarda 5 farkli bolgeye ayrilmis
(Resim 3.1) ve bu bolgeler araciligiyla, diizeneklere birakilan 50’ser larvanin DAPA
maruziyeti sonrasit olusturdugu pupalarin yiiksekligi tespit edilmistir. Kullanilan 50

ml’lik falkon tiipler her bdlgenin esit araliklarla ayrilmasini kolaylastirmistir.

40



Resim 3.1 Pupa pozisyon ol¢limiiniin gosterimi.

Negatif jeotaksis deneyinde, pupa pozisyon Olglimii yapilan bireylerin ergin hale
gelinceye kadar DAPA’ya maruziyeti devam etmistir ve gelisimlerini tamamlamayi1
basarabilen bireyler kullanilmistir. Ergin sinekler diizeneklerden uzaklastirilarak 10 cm
uzunlugundaki 50 mL’lik bos falkon tiiplere alinmistir. Falkonlara 30’ar ergin birey
aktarim yontemiyle aktarilmistir ve tizerlerine bagka bos falkon tiipler kapatilarak tim
sineklerin tiip tabanina inmesi ve ayni1 noktadan baslamasi saglanarak 10 saniye siire
icerisinde 10 cm yiiksekligi asabilen sinekler not edilip deney tamamlanmistir (Resim

3.2).

Resim 3.2 Negatif jeotaksis deneyinde 10 cm yiiksekligi agabilen bireylerin gosterimi.
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3.3.5 Ergin Birey Olusturma Basaris1 ve Ergin Birey Agirhk Ol¢iimii

Calismanin bu asamasinda Liu vd. (2020) uygulama esaslarindan yararlanilmistir ve her
iki Ol¢lim icin ortak tipler kullanilmigtir. 72+4 saatlik 50 larva secilerek deney
diizeneklerine birakilmis, olusan pupalar sayilip kaydedilmis ve gelisimlerini
tamamlayana kadar DAPA maruziyeti devam etmistir. Ergin birey olusumu
tamamlandiktan sonra eterle bayiltilip disi ve erkek bireyler sayilarak not edilmistir. 50
adet larvadan olusan pupa sayis1 ve bu pupalardan ¢ikabilen ergin birey sayisti ile yiizde

hesab1 yapilarak ergin birey olusturma basarisi dl¢iilmiistiir.

Ergin birey agirlik 6l¢iimii eterle bayiltilan bireylerden 10 disi ve 10 erkek birey segilerek

hassas terazide tartilmasi seklinde gergeklestirilmis ve deneyler ii¢ tekrarli yapilmustir.

3.4 Comet Testinin Uygulanmasi

Comet test yontemi bilgisayar yaziliminda gorsel skorlama araciligiyla hasar gérmiis
hiicrelerin otomatik dl¢limiine dayanmaktadir. Hasar1 en az olan hiicreye 0, hasar1 en ok
bulunan hiicreye 4 puan verilerek gorsel skorlama gerceklestirilir. Kisaca hiicre hasari
degerlendirilirken 0 ila 4 arasinda skorlama yapilir (Collins vd. 1995). Otomatik Sl¢imler
icin gelistirilmis farkli 6l¢lim yazilim programlari tercih edilebilmektedir. Yazilimlar
hasar goren hiicreyle ilgili 30°dan fazla parametrenin hizli bir sekilde 6lgiilebilmesini
saglamaktadir (Kumaravel vd. 2009). Comet yontemiyle elde edilen verilerin
degerlendirilmesinde kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu siklikla
tercih edilen 6l¢iim parametreleridir (Moller vd. 2020). Comet prosediirii uygulanarak
meydana gelen hiicre g¢ekirdeginin Comet programlarinda bas ve kuyruk bolgeleri
tanimlanarak kuyruk uzunlugu piksel boyutunda 6l¢iiliir ve mikrona doniistiiriiliir. Bas ve
kuyruk bolgelerinin 151k yogunlugu verileri farkli Comet parametrelerinin
degerlendirilmesinde de kullanilabilmektedir (Kumaravel vd. 2009). Kuyruk momenti
parametresi, kuyruk uzunlugu ve kuyrukta yer alan toplam DNA fraksiyonunun bir {iriinii
seklinde tanimlanabilir. Kuyruk momenti degerinin hesaplanmasi, kuyruktaki DNA
ylzdesinin ve kuyruk uzunlugunun carpimi yoluyla Comet yazilimlar1 sayesinde

otomatik olarak gergeklestirilmektedir (Mozaffarieh vd. 2008, Moller vd. 2014).
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Calisma kapsaminda Comet testi ile D. melanogaster hemositlerinde DAPA’nin
genotoksik etkisi arastirilmistir. Uygulamada Drosophila’nin flr® ve mwh mutant
soylarina kiyasla daha yiiksek sitokrom P450 (CYP) diizeyine sahip ve DDT’ye
(diklorodifeniltrikloroetan) direngli DNA tamir mekanizmasina sahip yabanil soy Oregon
R+ hatt1 bireylerinin (Ozata 2006) ¢aprazlanmasiyla meydana gelen 3. instar evre (72+4
saatlik) larvalar 24 saat DAPA maruziyetine birakilmis ve sonrasinda 9644 saatlik
larvalar Irving vd. (2005) metoduna gore elde edilmis, izole edilen larvalar, Singh vd.
(1988) Comet testi prosediiriine gore larva hemositlerinde primer DNA hasar diizeyi

belirlenmistir.

3.4.1 Comet Testi Uygulama Basamaklar1

Comet testi igin 4.5 g Drosophila instant medium hazir besin 0.1, 1, 5 ve 10 mM’lik
derigimlere sahip DAPA’nin 9 mL’si ile 1slatilarak maruziyet ortami hazirlanmis olup, 3
tekrarli ve negatif kontrol i¢in dH20 olmak tizere 13 farkli deney grubu hazirlanmistir.
Comet ¢alismasi esnasinda uygulanacak DAPA konsantrasyonlar1 davranis deneyleri doz

hazirlama asamasinda oldugu gibi belirlenip hazirlanmistir.

Testin uygulama basamaklar1 asagida sirasiyla verilmistir:

e D. melanogaster yabanil soy Oregon R+ hattindan 8 saat yumurta toplama islemi
gerceklestirilmistir. Toplanan yumurtalar 7244 saatlik yani 3. instar evreye
ulastiginda larvalarin bulundugu siseler cok az musluk suyu ile ¢alkalanmis ince
gbzenekli bir slizge¢ yardimiyla her diizenek icin 50 larva se¢ilip DAPA derisimleri
ve dH20 ile hazirlanan 13 deney grubuna aktarilmis ve 24 saat DAPA maruziyeti
saglanmustir.

e Comet testinde kullanilacak ¢ozeltiler boliim 3.2.1°de anlatildigi sekilde bir giin
oncesinde hazirlanmstir.

e 24 saatlik kimyasala maruz birakma sonrasi 96+4 saatlik olan Drosophila Oregon R+
larvalarin bulundugu deney tiiplerinin her birine ayri ayri musluk suyu eklenerek
dikkatli bir sekilde ¢alkalanip, ince bir siizge¢ gerilen tepside secilen larvalar dH20

ile yitkanmistir ve petri kaplara alinmistir.
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Petri kabina alinan larvalar %5’lik sodyum hipoklorid ¢ozeltisinde 1-2 dakika
bekletilerek steril edilmis kurutma kagidi ile kurutulup hemosit izolasyonu i¢in hazir
hale getirilmistir.

1 adet gukur lama pipet yardimiyla 110 ul %0.7’lik feniltiyoiire damlatilarak soliisyon
icerisinde Drosophila larvalarinin kiitikula tabakalari ince uglu pensler yardimiyla
ayrilarak hemolenf ve hemositleri izole edilmistir. Hemositlerin bulundugu soliisyon
pipetle almarak 1.5 mL’lik ependorflara birakilmastir.

Her uygulama grubu i¢in ayri ayr1 izole edilmis hemositlerin bulundugu ependorflar,
15 dakika &nce hazir edilen santrifiij cihazinda +4°C’de 10 dakika 1300 rpm’de
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant pipet yardimiyla atilarak 10 kat
seyreltilmig 50 pl soguk PBS soliisyonu eklenip vortekslenmistir.

Siispanse edilen hemositlerden 80-100 ul pipetle alinip tizerine 120 ul LMA
eklenerek pipetaj yontemiyle karistirilmistir. Bir giin 6nceden NMA ile kaplanan
lamlarin tlizerine pipet yardimiyla jele zarar vermemeye dikkat ederek lamin rodajina
dogru soldan saga tek cizgi seklinde birakilmistir ve iizeri 24x60 mm’lik lamel 45
derece ag1 ile igerisinde hava kabarcigi olmayacak sekilde kapatilmistir.

Hazirlanan preparatlar donmamasina dikkat edilerek 5-10 dakika soguk plaka
tizerinde bekletilmis ve lameller agaroz jele zarar vermeden lama paralel bir sekilde
ayrilmistir.

Lamlar 3. katman olarak tekrar 80 pul LMA ile kaplanmistir ve tizeri 24x60 mm’lik
lamelle 45 derece ag1 yaparak hava kabarcigi olusturmadan kapatilip 10 dakika soguk
plaka iizerinde bekletilerek lameller jele zarar vermeden ayrilmistir ve elde edilen
preparatlar kurutma kagidina dizilmistir.

Iki agaroz jel katman arasmna hedef hiicrelerin tutunmasi saglanarak hazirlanan
preparatlar, 151k almayan saleye yerlestirilmis ve deneyin yapilacagi giin hazirlanan
lizing soliisyonu saleye yavas yavas eklenmistir. Salenin kapagi kapatilarak
buzdolabinda 1-1.5 saat bekletilmistir. Buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra saleden
cikarilan preparatlar dikkatli bir sekilde alinip kurutma kagidina birakilmustir.

Lizing soliisyonunda bir saat bekletme amaci, hiicre membranlarinin pargalanmasi ve
¢ekirdek zarmin erimesi sonucu hiicresel igerik/DNA’nin iki agaroz jel arasinda

serbest kalmasini saglamaktir. Hiicresel icerik/DNA serbest kaldig1 i¢in ve DNA’nin
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1s18a duyarliligi nedeniyle ek zincir kiriklar1 olusmamasi amaciyla, liziz agamasi ve
sonraki basamaklar karanlik/los ortamda gergeklestirilmistir.

Elektroforez cihazi 1ssnmamasi i¢in buz tanki iizerinde bekletilirken icerisine +4°C
buzdolabinda muhafaza edilen elektroforez tamponu eklenmistir. Cihaz 25 volt 300
miliamper ayarinda ¢alistirilarak liziz islemi sonras1 kurutma kagidinda bekletilen
preparatlar rodajli kistmdan dikkatli bir sekilde tutulup elektroforez tankina
yerlestirilmis ve 25 dakika buzdolabinda beklemeye birakilmistir.

25 dakika sonra elektroforez tankiin gii¢ kaynagi kapatilip preparatlar kurutma
kagidina birakilmstir.

Preparatlar 151k almayan sale igerisine yerlestirilmis ve iizerine pH=7.5, +4°C
notralizasyon ¢ozeltisi eklenerek kapagi kapatilip 5 dakika +4°C buzdolabinda
beklemeye birakilmis ve bu islem 2 kez daha tekrar edilmistir. Sale buzdolabindan
cikarilmis preparat sabitleyici aparat alinarak igerisindeki soliisyon dokiiliip yerine
+4°C dH,O eklenmis, saleye tekrar vyerlestirilerek buzdolabinda 5 dakika
bekletilmistir. Siire sonunda buzdolabindan alinan preparatlar kurutma kagidina
dizilmistir.

Preparatlar, 6nceden hazir edilmis EtBr ¢ozeltisinden pipetle 750 pl bir ependorfa
alinip tizerine 500 pl dH20 eklenerek pipetaj yapilmistir. Ependorftan pipetle 60 pl
alinarak preparatlara soldan saga dogru temas etmeden ve hava kabarcigi
olusturmadan tek ¢izgi halinde damlatilarak boyama islemi gergeklestirilmistir.
Preparatin tizeri 24x60 mm lamelle 45 derece agiyla kapatilmistir. EtBr ile boyanmis
preparatlar buzdolabinda bekletilmistir. Buzdolabindan 20 dakika sonra ¢ikarilan
preparatlar oda sicakliginda (25°C) 2-3 dakika bekletilip sayima hazir edilmistir.
Boyama isleminden kisa bir silire sonra renk verme o6zelligi kaybedileceginden
preparatlar 4 saat igerisinde floresan mikroskop altinda incelenmelidir (Martin vd.

1993, Fairbairna vd. 1995, Rojas vd. 1999).

3.5 Smart Testinin Uygulanmasi

Smart testi uygulanma asamasinda DAPA’nin genotoksisitesinin arastirilmasi igin 40’ar

adet D. melanogaster mwh/mwh erkek bireyleri ve flr® /TM3, Bd® genetik yapili virgin

disi bireyler caprazlanarak 3. instar evrede (7244 saatlik) transheterezigot larvalar elde

edilip belirlenen konsantrasyonlarda DAPA uygulamasi ile deney gergeklestirilmistir. 4.5
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g Drosophila instant medium besine farkli derisimlerde hazirlanan DAPA kimyasalindan
9 mL eklenip 1slatilarak maruziyet ortami hazirlanmistir. 3. instar evredeki mwh/flr®
larvalar kimyasal ortaminda beslenip ergin hale gectikten sonra kanatlarindaki mutasyon

belirlenmistir.

Smart testi uygulamasinda 0.225, 0.45 ve 0.9 mM’lik DAPA konsantrasyonlarindan 3
tekrarli ve negatif kontrol i¢in dH20 olmak tizere 10 farkli deney grubu hazirlanmistir.
Calismada Graf vd. (1996) uygulamalari dikkate alinip uygulama agamalarinda Dayanikli

(2014)’nin agiklayict sema ve resimlerinden yararlanilmistir.

3.5.1 Smart Testinde Uygulanacak Dozlarin Hazirlanmasi

Davranig deneylerinde elde edilen verilerden yararlanilarak DAPA’nin ¢alisma
konsantrasyonlar1 LDsp (%50 letal doz) degeri 0.45 mM, % LDsp degeri 0.225 mM ve 2X
LDso degeri 0.9 mM olarak belirlendi. 10 mg DAPA 10.3 mL dH20 ile ¢dzdiirtilerek elde
edilen 4.5 mM stok ¢ozeltiden Smart testinde uygulanacak ii¢ farkli konsantrasyon

hazirlandi.

3.5.2 Smart Testi Uygulama Basamaklari

Smart test yontemi, uygulama zamani ve siiresi bakimindan uygulama esnasinda
farkliliklar gosterebilmektedir (Graf vd. 1984, Guzman-Rincon vd. 2001). Graf (1995)’1n
yapmis oldugu uygulamada D. melanogaster’in kanat hiicrelerindeki mutant klon
frekanslar1 ve mutant klon indiiksiyon siiresinin yanisira tekli klonlarin boyutu arasinda
bir korelasyon bulundugu, geng larvalarda sadece az sayida fakat ¢ok biiyiik klonlar
olusturulurken, yasli larvalarda frekanslarin 6nemli 6l¢iide arttigi ancak boyutlarin daha
kiiglik oldugu sonucuna varmistir. Ulastigi sonuglardan yola ¢ikarak Smart testinde
kimyasala maruziyet i¢in larvalarin optimal yasinin 72 saat oldugunu tespit etmistir. Graf
(1995)’1n elde ettigi sonuglardan yola ¢ikilarak, Smart testinde DAPA maruziyeti 72 + 4

saatlik larvalara uygulanmistir.

Smart testi Graf vd. (1984) ile Marcos ve Carmona (2013)’nin ¢alisma esaslar1 dikkate

alinarak uygulanmistir. Yontemin uygulanmasinda flr® ve mwh mutant Drosophila
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soylarinin bulundugu ortamdan ergin sineklerin toplanip 3. instar transheterezigot

larvalari elde edilmesi sirasiyla asagidaki gibi gergeklestirilmistir.

e D. melanogaster mutant flare ergin bireyleri pupadan ¢ikis1 takip edilerek 4 saat
araliklarla toplandi ve aktarim ydntemiyle bos siselere alindi, eterli bir pamuk ile
sisenin agz1 kisa siire kapatildi ve ergin bireyler bayiltildi (Resim 3.3). Pupadan ¢ikan
erginlerin 4 saat araliklarla toplanma nedeni virjin disi flare bireyleri déllenmeden
secebilmektir. Disi bireyler pupadan ¢iktiktan yaklasik 5-6 saat sonra eseysel
olgunluga ulasirken erkek bireyler pupadan ¢iktiginda eseysel olgunluktadir.

e Bayiltilan bireyler bos petriye alinarak her uygulama diizenegi i¢in 40’ar tane virjin
disi fIr® bireyleri secildi ve caprazlama yapilacak kiiltiir sisesine alind.

e D. melanogaster mwh ergin bireyleri aralikli siirelerle kiiltiir sisesinden alinarak bos
bir siseye aktarilarak eterli bir pamuk ile sisenin agz1 kisa siire kapatildi ve ergin
bireyler bayiltildi. 40’ar erkek mwh bireyi segilerek (Resim 3.4) virjin disi flare

bireylerinin bulundugu ¢aprazlama siselerine birakildi (Resim 3.5).

Resim 3.3 flr® bireylerin eterle bayiltilmasinin gsterimi.
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Resim 3.4 mwh erkek birey se¢ciminin gésterimi.

e mwh erkek bireyler segilirken {ireme verimliligini artirmak amaciyla ortalama 2-7

giinliik ergin bireyler tercih edildi.

Resim 3.5 mwh/flr® caprazlama siselerinin gosterimi.

e Caprazlama siselerindeki 40’ar adet flr3/TM3, Bd® disi virgin ve mwh/mwh erkek
ergin bireyler 48 saat boyunca dollenme ve embriyogenezin meydana gelmesi i¢in
kiltiir ortaminda bekletildi ve 48 saat sonra taze besiyerine aktarildi, 8 saat yumurta
toplama islemi gerceklestirilerek (Resim 3.6) erginler ortamdan alindi. 72+4 saat

sonunda 3. instar evrenin baslangicinda transheterezigot larvalar elde edildi. 3. instar

48



evredeki larvalarin kiiltiir siseleri musluk suyu ile yikanarak ince gozenekli slizgeg
gerilmis bir tepside larvalarin zarar gormemesine dikkat edilerek se¢imi

gerceklesmistir.

Resim 3.6 Yumurta birakan ergin bireylerin gosterimi.

DAPA uygulamasi asamasinda her falkon tiipe 4.5 gr Drosophila Instant Medium
eklenerek 0.225, 0.45 ve 0.9 mM’lik derisimlerinin her biri i¢in 3’er falkon
hazirlanmistir. Drosophila Insant Medium DAPA’nin farkli konsantrasyonlarinin 9
mL’si ile 1slatilmigtir. Negatif kontrol grubu i¢in dH20 kullanilmustir.

Belirtilen konsantrasyonlarda DAPA ile 1slatilan falkon tiiplere segilen
transheterozigot larvalardan 2 mikrospatiil aktarilmis ve ergin birey hale gecene kadar
kiiltiir odasinda kimyasala maruz birakilmislardir (Resim 3.7).

Ergin D. melanogaster bireyleri elde edildiginde eter yardimiyla bayiltilarak
toplanmis, %70’lik etil alkol bulunan tiiplere aktarilip kanat preparatlarinin
hazirlanmasina kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

+4°C de %70’lik etil alkolde bekletilen transheterezigot ergin bireylerden normal
kanatli olanlar segilerek kuru ve temiz bir petriye alinmastir.

dH20 ile alkolden arindirilan sinekler damlalikla 1 damla faure soliisyonu eklenen
cukur lama sivri uglu pens yardimiyla alinip lam, stereo binokiiler mikroskop altina

birakilarak ergin bireyin kanatlar1 pens ve bistiiri yardimiyla kanat biitlinliigline zarar

49



vermeden tek tek govdeden ayrilmistir. Kanatlardan biri zarar gordiigi takdirde diger

kanat da istatistiksel hesaba dahil edilmemistir.
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Resim 3.7 DAPA maruziyetine birakilan transheterezigot larvalar.

e Calisilan DAPA konsantrasyonu rodajli lama kursun kalem ile kodlanmistir. Kanatlar
govdeden ayrilarak ¢iftler halinde yan yana diizgiin bir sekilde, her lama 24 ¢ift
(toplam 48 kanat), 8 cift yatay ve 3 dikey sira olacak sekilde dizilmistir. Kanatlarin
bulundugu lamlar bos petrilere alinarak kapag: kapatilip tozsuz bir ortamda 24 saat
kurumaya birakilmistir. Kuruduktan sonra lama damlalik yardimiyla kanatlara temas
etmeden tek ¢izgi halinde soldan saga dogru hava kabarcigi olusmayacak sekilde

faure soliisyonu damlatilmigtir (Resim 3.8).
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Resim 3.8 Faure soliisyonu damlatma ve lameli kapatma.

e 24x60 mm’lik lamel lamin {lizerine 45 derecelik ac1 ile hava kabarcig1 olusturmayacak
sekilde kapatilmistir. Elde edilen preparatlarin yanlarindan kurutma kagidi yardimiyla
faure soliisyonunun fazlasi alinmistir. Hazirlanan preparatlarin iizerine agirlik olarak

petri kab1 birakilip bu sekilde 2 giin bekletilmistir (Resim 3.9).

Resim 3.9 Hazirlanan kanat preparatlari.
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3.5.3 Kanat Preparatlarinin Analizi

Kanat preparatlarindaki mutant klonlarin incelenmesi 1s1ik mikroskobu ile 40X
biiyiitmede yapilmistir. Inceleme ve analizi kolaylastirmak amaciyla kanatlar A, B, C, C’,
D, D', E olmak iizere 7 sektore ayrilmistir (Resim 3.10) ve bu sektorlerin her iki yiizii

incelenerek klonlar kaydedilmistir (Kaya vd. 2000).

Her sektordeki klon sayisi, sektoriin adi yazilip parantez iginde virgiilden énce mwh
klonlar1 virgiilden sonra flr® klonlar1 olacak sekilde belirtilmistir. A (mwh klon sayzs1, flr®

klon sayis1) gibi.

Resim 3.10 Drosophila melanogaster kanat sektorlerinin gosterimi.

Mutant klonlarin analizi ii¢ farkli katagoride yapilmaktadir (Sekil 3.1).

Biiyiik tek tip klon: Koyu renkli balon seklinde ya da diizglin olmayan kalin kisalmig
nokta goriiniimlii flr® klonlarindan 4 ve 4’ten fazla, mwh klonu 3 ve 3’ten fazla ise biiyiik
tek tip klon olarak degerlendirilmektedir. Tek basina bulunan ve sayis1 4’ten az olan flr®
klonlarinin varyasyon araciligiyla olugma olasilig1 yiiksektir ve klon degerlendirmesine
dahil edilmemesi 6nerilmektedir (Szabad vd. 1983). 4’ten az sayida bulunan flr® klonlar
analiz esnasinda sayilmamustir.

Kiiciik tek tip klon: mwh hiicresinde 1 ya da 2 adet klonun bir arada bulunmasi kiigiik
tek tip klon olarak degerlendirilmektedir.

ikiz klon: flr® ve mwh klonlarinin yan yana bulunmasi durumunda ikiz klonlar
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olusmaktadir (Graf vd. 1984).
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Sekil 3.1 Drosophila melanogaster’e ait klon tiirleri: (A) 2 mwh igeren kiigiik tek tip klon, (B) 5

mwh igeren biiyiik tek tip klon, (C) 6 flr® igeren biiyiik tek tip klon, (D) 30 flr® ve 30
mwh igeren ikiz klon, (E) 8 flr® ve 14 mwh igeren ikiz klon, (F) 4 flr® ve 4 mwh igeren

ikiz klon (Henderson 2003).

Biiyiik tek tip, kiiciik tek tip ve ikiz klonlarin Smart testinde olusum yollar1 Sekil 3.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.2 Tek tip ve ikiz klonlarin olusumunun gosterimi (Guzman-Rincon vd. 2001).
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3.5.4 Klon indiiksiyon Frekansmin Hesaplanmasi

Herhangi bir kimyasalin genotoksisitesini Smart yontemiyle belirlemek igin
gerceklestirilen kronik uygulamalarda, her hiicre ve hiicre boliinmesinde ortalama

indiiksiyon frekansi asagida belirtilen denklem ile hesaplanmaktadir (Szabad vd. 1983).

f=—x10°
NxC

Formiilde yalnizca mwh fenotipli klonlar dikkate alindiginda; “f” mwh klonlarinin
indiiksiyon ortalama frekansi, “n” gézlenen toplam mwh klon sayisini, “N” analiz edilen
kanat sayis1 ve “C” bir kanat lizerinde incelenebilecek hiicre sayisini ifade etmektedir. Bir
kanat {lizerinde incelenebilecek hiicre sayis1 ortalama 24.400 olarak belirtilmistir (Frei ve

Wiirgler 1996).

3.6 istatistiksel Analiz

Larval hareket, larval ve ergin birey agirliklarina ait verilerin istatistiksel
degerlendirmeleri SPSS 20 Paket Programinda One-way ANOVA (Dunnet) testi ile
yapilmistir. Pupadan ¢ikis basarisi, pupa olusturma ve negatif jeotaksis uygulamalarindan
elde edilen veriler SPSS 20 Programinda One-way ANOVA (Kruskal-Wallis) testi ile
belirlenmistir. Pupa pozisyon durumu verileri ise SPSS 20 Paket Programi tizerinden ki
kare testi ile degerlendirilmistir. D.melanogaster yabanil soy Oregon R+ hattina DAPA
uygulanarak gerceklestirilen Comet testi sonuglarinin degerlendirilmesi IBM SPSS 20
paket programinda yer alan varyans analizi (ANOVA) kullanilarak Dunnet Coklu
Karsilastirma Testi (p<0.05) ile gerceklestirilmistir. Smart testi ile ti¢ farkli DAPA

konsantrasyonundan elde edilen veriler MICROSTA programi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 Davrams Toksisitesi

4.1.1 Larval Agirlik Olciimii

D. melanogaster larvalarinin 24 saatlik DAPA maruziyeti sonucunda larval agirlik
kontrol grubuna kiyasla tiim uygulama gruplarinda konsantrasyon artigina bagl olarak
azalmig ve Sekil 4.1°de gosterilmistir. 1, 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlardaki azalma
istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. 0.1 mM’lik uygulamada ise larval agirlik kontrol
grubuna gore azalma gostermis ancak bu azalma istatistiksel olarak bir anlam ifade
etmemistir. En disiik larval agirlik 10 mM’lik konsantrasyonda 44.975+5.78 mg olarak
tespit edilmistir.

Larval Agirhik

HKontrol

HO.1
1
M5

W10

Konsantrasyon (mM)

Sekil 4.1 DAPA konsatrasyonlarina gore larval agirlik dagilimi.

4.1.2 Larval Siiriinme

DAPA maruziyeti sonucunda larval hareket uygulama gruplarinin tiimiinde larval
stiriinme hiz1 kontrol grubunun altinda degerler gostermistir ve Sekil 4.2°de gdsterilmistir.
Larval hareketteki bu azalmalardan sadece 10 mM’lik doz uygulamasinda elde edilen
15.549.22 mm’lik Olgiim istatistiksel olarak anlam ifade etmistir. Her ne kadar
istatistiksel olarak bir anlam ifade etmese de 1 ve 5 mM’lik uygulamalar birbirine yakin
bir deger gostermis ve kontrol grubundan daha az hareket tespit edilmistir. 0.1 mM’lik

uygulama grubu 29.33+8.75 mm’lik hareketle kontrol grubuna en yakin deger olmustur.
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Larval SGiriinme

EKontrol

0,1
H5

M5

K10

Konsantrasyon (mM)

Sekil 4.2 DAPA konsatrasyonlarina gore larval siiriinme.
4.1.3 Pupa Olusturma Basarisi

Pupa olusturma basarisinin 6l¢iilmesi sonucunda distile su uygulamasi i¢in kullanilan
larvalarin yiizde %74 niin pupa olusturabildigi, fakat 5 ve 10 mM’lik DAPA uygulama
gruplarinda pupa olusturma basarisinin %68’lere geriledigi tespit edilmistir (Sekil 4.3).
0.1 mM’lik uygulama grubunda pupa olusturma basaris1 kontrol grubuna kiyasla %2, 1
mM’lik uygulamada ise %8 oraninda bir artis gostermistir. Ancak pupa olusturma
basarisindaki olusan bu artis ya da azaliglarin istatistiksel olarak bir anlam gostermedigi

tespit edilmistir.

Pupa Olusturma Basarisi (%)

HKontrol
HO.1
H1

M5

10

Konsantrasyon (mM)

Sekil 4.3 DAPA konsatrasyonlarina gore pupa olusturma basarist.
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4.1.4 Ergin Birey Olusturma Basarisi

Ergin birey olusturma basarisinin Ol¢iilmesi sonucunda distile su uygulamasi ig¢in
kullanilan larvalarin ylizde %60’ min pupa olusturabildigi, fakat 0.1 ve 1 mM’lik DAPA
uygulama gruplarinda ergin birey olusturma basarisinin %56 oldugu tespit edilmistir. 5
ve 10 mM’lik uygulama gruplarinda ergin birey olusturma basarisi sirasiyla %36 ve %34

olup, bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur ve Sekil 4.4’te gosterilmistir.

Ergin Birey Olusturma Basarisi (%)
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Sekil 4.4 DAPA konsatrasyonlarina gore ergin birey olusturma basarisi.

4.1.5 Ergin Birey Agirhk Ol¢iimii

Ergin birey agirlik 6l¢iimii i¢in gerceklestirilen uygulamada her bir konsantrasyon grubu
icin 10 disi ve 10 erkek olmak iizere toplam 20 birey tartilmig, 3 tekrar grubunun
ortalamasi alinarak veriler elde edilmis ve Sekil 4.5’de gosterilmistir. Kontrol grubu ile
diger gruplar kiyaslandiginda ergin bireylerin agirliklarinda azalma ve artiglar meydana
gelmis, ancak bu degisimler istatistiksel agcidan bir onem gostermemistir. 0.1 ve 1 mM’lik
uygulamada elde edilen ortalama veriler kontrol grubundan daha yiiksek olurken, 5 ve 10

mM’lik uygulamada ise agirlik ortalamalar1 kontrol grubunun altinda kalmaistir.
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Sekil 4.5 DAPA konsatrasyonlarina gore ergin bireylerin agirlik iliskisi.

4.1.6 Negatif Jeotaksis Ol¢iimii

Negatif jeotaksis deneyi sonucunda 30 Ornekten 10 sn’de 10 cm’lik mesafeyi asan
orneklerin sayisint gosteren veriler Sekil 4.6’da gosterilmistir. DAPA’nin  tiim
konsantrasyonlarina maruz birakilan larvalarin erginlerinde kontrol grubuna kiyasla ugus
hareketleri bakimindan bir azalma meydana geldigi gdzlemlenmis ve 10 mM’lik
uygulamada 12+5.29 olarak elde edilen birey sayisindaki azalmanin da istatiksel olarak

anlamli oldugu tespit edilmistir.

Negatif Jeotaksis
30
25
z 20 i M Kontrol
z
15 H0.1
g
= 10 - 1l
[~ 1]
5 -
10
0 -

Konsantrasyon (mM)

Sekil 4.6 DAPA konsantrasyonlarina gore negatif jeotaksis sonuglari.
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4.1.7 Pupa Pozisyon Ol¢iimii

Pupa pozisyon ol¢iimii sonuglar1 Fauzi vd. (2020)’nin ¢alismasinda belirttigi kriterler
dikkate alinarak degerlendirilmistir. Yapilan ki-kare analiz sonucuna gore
konsantrasyonlar ile olusan pupa ylikseklikleri arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir. Tiim uygulama gruplarinda pupa pozisyonu B, C, D bélgesinde yogunluk
gostermistir. Uygulama dozlarindaki farklilik pupa pozisyonu olusumunda kontrol grubu
ile benzerlik gosterdigi icin DAPA uygulamasinin pupa pozisyonu iizerinde herhangi bir

etkisi olmadig1 goriilmektedir (Sekil 4.7).
Pupa Pozisyonu
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Sekil 4.7 DAPA konsantrasyonlarina gére pupa pozisyon yiizdeleri.

4.2 Comet Testi Sonuglar:

72+4 saatlik D. melanogaster’in Oregon R+ genetik soyundan larvalarin, DAPA’nin
farkli konsantrasyonlarin1 (0.1, 1, 5 ve 10 mM) igeren besiyerine 24 saat maruz
birakilmasi ile gelisen 96+4 saatlik larvalarin hemositlerinin izole edilerek uygulanan
kimyasalin genotoksik etkisinin tespit edilmesi amaglanmig, uygulama sonucunda elde

edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilip Cizelge 4.1’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 Dapagliflozin uygulamasinda Comet testi ile DNA Hasarinin tespiti.

Uygulama (mM) DNA Hasar1 (Arbitrary Unit)
Ortalama + Standart Sapma

Kontrol 2.33 £0.58?

Pozitif Kontrol 18.2+3.40¢

0.1 2.67+0.582

1 3.67+1.15%

5 5.00+0.01°

10 10.0+2.00°

Siitunlardaki farkli harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli, Pozitif kontrol: etil metan siilfonat (EMS), Kontrol:
distile su

DAPA’nin 1, 5, 10 mM’lik dozlart kontrol grubu ile kiyaslandiginda doza bagli artis
gostermis ve bu artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ancak bu artislar pozitif
kontrol grubu olan EMS’den daha diisiik bulunmustur. En yiiksek DNA hasar1 10+2.00
degeri ile 10 mM’lik, en az DNA hasar ise 2.67+0.58 ile 0.1 mM’lik uygulamada

belirlenmistir.

4.3 Smart Testi Sonuglar:

Smart testi ile genotoksik 6zellikleri degerlendirilen DAPA uygulamalarindan elde edilen
sonuglar Cizelge 4.2’de verilmistir. DAPA nin genotoksik etkileri degerlendirilirken her
bir konsantrasyon i¢in normal kanatli bireylerden kanat preparatlar1 hazirlandi. Kontrol
grubu olan distile su uygulamasinda preparati yapilan 40 kanatta 9 adet tek tip klon, 1
adet biiyiik tek tip klon olmak {izere toplam 10 adet klon belirlendi. Ayrica toplam mwh
klon sayis1 ise 10 adet olarak bulundu. Bu uygulamada klon indiiksiyon frekans1 0.27

olarak bulundu.
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Cizelge 4.2 DAPA konsantrasyonlarinin etkisinin Smart testi sonuglari.

Deney Kanat  Kiiciik Tek Tip Biiyiik Tek Tip -

Gruplar Sayisi Klonlar (1-2 Klonlar (>2 zrl:fSI)(lonlar L?gr:?;?, (mT;;h II% Fr)_llg T(m—Z)

(mMm) (N) cells; m =2) cells; m =5) - - -
No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No Fr. D.

E);;E)le U 4o 9 (0.22) 1 (0.02) 0  (0.00) 10 (0.25) 11 (0.27)

1 mM EMS 30 65 (2.16) * 25 (0.83) * 6 (0.20) * 90 (3.00) * 96 (3.20) *

(72h)

Dapagliflozin

(mM)

0.225 40 15 (0.37) 9 (0.22) 1 (0.02) 25 (0.62) 26 (0.65)

0.45 40 22 (0.55) 8 (0.20) 0 (0.00) 30 (0.75) 30 (0.75)

0.9 40 3 (090) * 6 (015 * 0  (0.00) 42 (1.05) * 42 (1.05) *

Fr: frekans; D: istatistiksel sonuglar; EMS: etil metan siilfonat *: pozitif; m: carpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05.

72 saatlik li¢iincii evre trans-heterezigot larvalart DAPA nin ti¢ farkli konsantrasyonuna
(0.225, 0.45, 0.9 mM) maruz birakildi. Tiim uygulama gruplar1 arasinda 0.9 mM’lik
uygulamada kiiciik tek tip klon, biiyiik tek tip klon ve toplam mwh klonlarindaki frekans
artiglar istatistiksel olarak anlamli bulundu. Ayrica toplam klon indiiksiyon frekansinda
doz artisina bagl olarak belirli oranda bir artig goézlenmis olup, bu artisin 0.9 mM’lik
uygulamada istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi. 0.225 ve 0.45 mM’lik uygulama
gruplarinda ise kiigiik tek tip klon, biiyiik tek tip klon ve toplam mwh klonlarinda da

indiiksiyon artiglar1 s6z konusu olmasina ragmen bu artiglar istatistiksel olarak anlaml

bulunmamastir.
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5. TARTISMA ve SONUC

DAPA diinyada onaylanan ilk SGLT2 inhibit6rii olup ilk kez Kasim 2012°de Amerika’da
kullanilmaya baslanmistir. FDA nin Endokrinoloji ve Metabolik Ila¢ Danisma Komitesi
tarafindan meme ve mesane kanseri vakalarinin yanisira klinik arastirmalarda karaciger
hasarina neden olduguna yonelik siipheler nedeniyle piyasadan kaldirilmis, bu endiselerin
acikliga kavusturulmasi ile 2 yil sonra tip 2 diyabetes mellitus hastalarinda glisemik
kontrol i¢in FDA tarafindan yeniden piyasaya sunulmustur (Bilgin 2019). Her ne kadar
ilag su anda kullanimda olsa da farkli model organizmalar tizerindeki etkilerinin
belirlenmesi ilacin gilivenilirligi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alisma ile tip 2
diyabetes mellitus hastaliginda yaygin kullanim alani bulmasi nedeniyle ilacin farkli
dozlarmin D. melanogaster {izerindeki davranis toksisitesi ve DNA hasarimnin

arastirilmasi amaglanmustir.

D. melanogaster’in proteinlerinin yarisinin memeli proteinleri ile benzer dizilim
gostermesi sebebiyle son yillarda yapilan ¢alismalar, c¢esitli memeli hastaliklarinda D.
melanogaster’in model organizma olarak kullanilmasini desteklemektedir. Yapilan
Drosophila genom dizi analizleri, insan hastaliklarinda belirlenen genlerin %60’ indan
fazlasinin Drosophila ortologu oldugunu gostermistir. Boylelikle; insan hastaliklarinda
amplifikasyon, delesyon veya mutasyon sebebiyle degisime ugrayan yaklasik 287
civarinda gen Drosophila ortologudur (Potter vd. 2000).

Cesitli kimyasallarin, yeni sentezlenen liriinlerin, tedavi amach kullanilan tibbi ilaglarin
toksik etkilerinin degerlendirilmesinde farkli model organizmalar {izerinde cesitli
davranis test sistemleri kullanilmaktadir. Bu testlerden elde edilen veriler, 6zellikle temel
arastirmalarda olmak {izere tiim alanlarda farkli maddelerin etkilerinin 6zgiil, hassas ve
giivenilir bir sekilde degerlendirilmesinde olduk¢a onemlidir. Ayn1 zamanda davranig
degisiklikleri, toksisite degerlendirmelerinde kimyasal maruziyetinin baslica dlciilebilir
gostergelerinden biridir. Bu nedenle, pupa olusumu ve pupa ¢ikis basarisi, pupa
pozisyonu, larval agirlik ve siiriinme testleri gibi bir¢ok farkli deney, D. melanogaster'de
davranigsal toksisiteyi belirlemek icin yaygin olarak uygulanmaktadir (Kursun vd. 2021,
Cigerci vd. 2023). Herhangi bir SGLT?2 inhibitori ile ilgili olarak D. melanogaster ile

yapilmis davranig toksisitesi ¢alismasi bulunmamaktadir. Bu bakimdan bu calisma
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DAPA ile ilgili davranig toksisitesi verilerin literatiire ilk kez kazandirilmasini
saglamistir. Her ne kadar SGLT2 inhibitorleri ile ilgili D. melanogaster’de davranis
toksisite ¢alismast mevcut degilse de Orhan (2013) yaptigi ¢alismada bazi
antidepresanlarin ~ davranig  toksisitesini  ¢alismig ve  farkli  parametreleri
degerlendirmesiyle  sonu¢  olarak,  Sertralin, Fluoksetin ve  Sitalopramin
antidepresanlarinin yabanil tip D. melanogaster Canton-S soyunda, larval siirecin
uzamasma neden olarak gelisim biyolojisi iizerine olumsuz etkileri oldugunu

gostermistir.

Son yillardaki caligmalar, sentetik gida boyalari, gida katki maddeleri, kozmetik tirtinler
ve farmasoétik bilesikler gibi bir¢ok kimyasalin canlilarin gelisimi ve ayni zamanda iireme
sistemlerinde bozukluklar olusturabilecegini ortaya koymustur. Farmasoétik bilesikler,
ozellikle ilag ve etken maddeleri kapsar ve DAPA da tip 2 diyabetin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan farmasoétik bir ajandir. Yapti§imiz g¢alisma sonuglarina gore; D.
melanogaster larvalarinin 24 saatlik DAPA maruziyeti sonucunda larval agirlik kontrol
grubuna kiyasla tiim uygulama gruplarinda konsantrasyon artisina bagli olarak azalmistir.
Bu durum DAPA maruziyetinin beslenme iizerinde olumsuz etki gosterdigini
ispatlamaktadir. Benzer sekilde tip 2 diyabetes mellitus hastalarinda DAPA kullanimi

sirasinda kilo kaybinin yagsandigi bilinmektedir.

Cogu canlinin, yasamlar1 boyunca kendi agirliklarini koruyarak, kas gii¢lerini bu duruma
gore ayarlamak zorunda oldugu bilinmektedir (Knight 2017). Yapilan ¢alismalar
siganlarin kas yogunluklarini1 degistirebildikleri, bunu kas kasilmasini ve kuvvet ¢ikigini
diizenleyen troponin kompleksinin bir bileseni olan Troponin T’nin alternatif formlarini
tireterek yaptiklarini gostermistir. D. melanogaster’de de siganlara benzer sekilde
Troponin T formlarinin iiretiminin arttig1 ve bunun sonucunda da sineklerin bacak
kaslarinin daha giiglii hale geldigi saptanmistir (Schilder ve Raynor 2017). Ergin birey
agirhik Olgimiinde kontrol grubu ile diger gruplar kiyaslandiginda ergin bireylerin
agirliklarinda azalma ve artislar meydana gelmis ancak bu degisimler istatistiksel agidan
bir 6nem gostermemistir. DAPA maruziyetine bagli olarak Troponin T {iretim
mekanizmasi tizerinde farkli etkileri olmasi sebebiyle agirliklarda bu azalma ve artiglarin

gozlendigi diisliniilmektedir.
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Negatif jeotaksis deneyi sonucunda DAPA’nin tiim konsantrasyonlarina maruz birakilan
larvalarin erginlerinde kontrol grubuna kiyasla ugus hareketleri bakimindan bir azalma
meydana geldigi gozlemlenmis ve 10 mM’lik uygulamada azalmanin istatiksel olarak
anlamlt oldugu bulunmustur. D. melanogaster’in hareket kabiliyetlerinin sinandigi
negatif jeotaksis deneyi sonucunda kontrol grubuna goére ugus hareketlerinde bir azalma
meydana gelmesi kas gii¢lerinin de azaldigim1 gostermektedir ve bu durumun agirhik
azalmasi sebebiyle oldugunu disiindiirmektedir. Fakat bu durumun daha iyi
anlasilabilmesi i¢in molekiiler diizeyde Troponin T formlarmin transkripsiyonunun

azalisinin incelenmesi ve buna bagli olarak kas gelisiminin aydinlatilmasi gerekmektedir.

Larval hareket ise uygulama gruplarinin tiimiinde kontrol grubunun altinda degerler
gostermistir. Larval hareketteki bu azalmalardan sadece 10 mM’lik doz uygulamasi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Larva hareketleri néronlardan olusan bir ag
tarafindan kontrol edilmektedir ve larvalar siiriiniitken kisa duraklamalarla peristaltik
hareketler yapmaktadirlar. Bu mekanizma motor noronlar, duyusal geri bildirim ve sinir
agmin merkezi Oriintiisii tarafindan kontrol edilmektedir. Dolayisiyla DAPA’nin 10

mM’lik doz uygulamasinin bu sistem tizerinde olumsuz etki gosterdigi diistiniilmektedir.

Pupa olusturma basarisinin dlgiilmesi sonucunda distile su uygulamasi i¢in kullanilan
larvalarin yiizde %74 niin pupa olusturabildigi fakat 5 ve 10 mM’lik DAPA uygulama

gruplarinda pupa olusturma basarisinin %68’lere geriledigi tespit edilmistir.

Ergin birey olusturma basarisinin Sl¢lilmesi sonucunda distile su uygulamasi igin
kullanilan larvalarin yilizde %60°nin pupa olusturabildigi fakat 0.1 ve 1 mM’lik DAPA
uygulama gruplarinda ergin birey olusturma basarisinin %56 oldugu tespit edilmistir. 5
ve 10 mM’lik uygulama gruplarinda ergin birey olusturma basarisi sirasiyla %36 ve %34

olup, bu diisiis istatistiksel olarak anlaml1 bulunmustur.
Pupanin yiiksekligi yercekimine bagli olusan tepkisel bir hareket olarak kabul

edilmektedir. Ayrica pupanin konumu, beslenme sonrasi larval hareket asamasinda

organizmanin sahip oldugu enerjiyi yansitmaktadir, bu nedenle pupa konumu larvalarin

64



ergin birey olmadan 6nce gegirdikleri donemde enerji tikketimini olumsuz etkileyen farkli
olgular1 inceleyen arastirmalar i¢in temel davranis parametresi olarak kabul edilmektedir
(Fauzi vd. 2020). Yaptigimiz ¢alismada pupa pozisyon 6lgiimiinde DAPA uygulamasinin
pupa pozisyonu lizerinde herhangi bir etkisi olmadigi tespit edilmis olup, larvalarin ergin
birey olmadan once gegirdikleri donemde enerji tiiketimi iizerinde olumsuz bir etki

yaratmadig1 sOylenebilir.

Bu ¢alismadan elde edilen veriler géz 6niinde bulunduruldugunda D. melanogaster’in
bazi beslenme davranislari, kas gelisimi ve sinirsel iletim gibi davranig parametreleri
meyve sineklerinin molekiiler bakimdan memeli sistemleri ile olan yiiksek benzerlikleri
sebebiyle olduk¢a Onemlidir. Ancak DAPA’nin davramigsal bozukluklari etkileme
potansiyelinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in molekiiler diizeyde de ¢aligmalarin

yapilmasina ihtiyag vardir.

Comet testi tek hiicre jel elektroforez yontemi olarak bilinmekte olup, Okaryatik
hiicrelerde DNA hasarlarini tespit etmek icin yaygin olarak kullanilan giivenilir, hizli,
kolay ve hassas bir yontemdir. Bu testin temel prensibi kimyasal ve fiziksel ajanlarin
neden oldugu sitotoksik ve genotoksik hasarin canli hiicrelerde meydana getirdigi etkiyi
tespit etmektir (Dayanikli 2014, Cigerci vd. 2022). Comet testi tek hiicre siispansiyonu
olarak elde edilebilen her hiicre tipinde diisiik DNA hasarini tespit edebildiginden hassas
ve giivenilir olup farkl: hiicre tipleriyle ¢alisilabilmektedir. D. melanogaster hemositleri
ve memelilerin kanindaki lenfositler ayni role sahip olup hemosit izolasyonu oldukca
basittir ve hemositlerin toksik maddelere duyarlilig1 oldukca yiiksektir (Hersperger vd.
2023). Bu ¢alismada Comet testi ile DAPA’nin 0.1, 1, 5, 10 mM’lik dozlar1 ¢alisilmis ve
genotoksik hasar doza bagh artis gostermistir. Ayrica son ii¢ uygulama dozundaki bu
artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. DAPA etken maddesi ile ilgili olarak
daha once D. melanogaster hemositlerinde yapilmis herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir, dolayisiyla elde edilen bu veriler literatiire ilk kez kazandirilmistir.
Baz1 SGLT?2 inhibitdrleri iizerinde yapilan ¢esitli ¢alismalar mevcut olup, bu ¢alismalar
genellikle diyabetik deney hayvanlar iizerinde gerceklestirilmis ve diyabet hastaliginin
olusturdugu DNA hasarinin ilag kullanimi ile azaltilmasina yonelik sonuglar elde

edilmistir. Ornegin Attia vd. (2024) diyabetik fare modelinde somatik hiicrelerdeki
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genetik ve epigenetik degisiklikleri arastirmis ve antidiyabetik ilag DAPA’ya birden fazla
maruz kalmanin bu degisiklikleri etkileyip etkilemedigini incelemislerdir. Calisma
sonucunda DAPA ile tedavi edilen diyabetik hayvanlarda, tedavi edilmeyen diyabetik
hayvanlara kiyasla DNA hasarinin olusumunda 6nemli bir azalma goriilmiistiir. Yine
Alshamrani vd. (2023) SGLT?2 inhibitorii olan Saksagliptin ve DAPA etkilerini bir erkek
fare modelinde gonadlar lizerinde sperm Comet testi ile incelemisler ve ¢alismanin
sonucuna gore ila¢ uygulanmayan diabetik farelerde DNA hasarinda bir artis gozlenmis
olup iki farkl ila¢ tedavisinde DAPA, sperm sayis1 ve hareketliligindeki azalmay1 daha
da kotilestiren Saksagliptin’in aksine, DNA hasarin1 kontrol degerlerine yakin hale
getirmigtir. Ayrica Choi vd. (2023) glioblastoma LN229, U118MG ve LN18 hiicre hatlar1
tizerinde SGLT2 inhibitorlerinden olan Kanagliflozin, DAPA ve Empagliflozinin farkli
dozlarim1 24, 48 ve 72 saatlik siirelerle uygulamislar ve DNA hasarini baz1 belirtecler
(fosfo-ATM ve gama-H2AX) ile degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda ti¢ farkli etken
madde ile SGLT?2 inhibitori, LN229, U118MG ve LN18 GBM hiicre hatlarinda hiicre
¢ogalmasini azaltmis ve tek basina Kanagliflozin tedavisinin, glioblastoma hiicrelerinde
DNA hasar1 sinyallemesini artirdigini tespit etmislerdir. Gortildiigii gibi yapilan bu
caligmalarda degisik test sistemleriyle c¢esitli SGLT2 inhibitorlerinin DNA hasarini
indiikleyip indiiklemedigi arastirilmig, elde edilen veriler DNA hasarini indiiklemedigi
yoniinde olmustur. Bu ¢alisma sonuglart ile kiyaslandiginda yaptigimiz calismada
DAPA’nin, D. melanogaster hemositlerinde DNA hasarini indiikledigine yonelik
bulgular elde edilmistir. Bu farkliligin sebebinin diger caligmalarda daha g¢ok tip 2
diyabetin indiikledigi DNA hasarina odaklanilmasi1 ve SGLT2 inhibitdrleri yoluyla tedavi
edilen deney hayvan gruplarinda hiicresel oksidatif stresin azalmasina bagli olarak DNA
hasarinin azaldig1 ve bu nedenle kontrol grubuna yakin degerler elde edildigi i¢in bu

sekilde yorumlandigi yoniinde olmustur.

Tarimda kullanilan zirai ajanlar, tekstil, gida ve mobilya sanayi gibi giincel
uygulamalarda kullanilan farkli kimyasal maddeler, c¢evresel atiklar ve hastalik
tedavisinde kullanilan tibbi ilaglar gibi ¢esitli maddelerin genotoksisitelerini belirlemek
icin D. melanogaster’de Smart testi de kullanilmaktadir. Drosophila imajinal diskleri
Ozellesmis epitel hiicre keseleri olup biyolojik 6zellikleri bakimindan bir¢ok memeli

hiicresi ile benzerlik gostermekte ve bu diskler ergin bireylerde pek ¢ok ana yapiy1
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olusturmaktadir. imajinal diskler larval evrede tek hiicreli yapisindan ¢ogalarak spesifik
morfolojiye sahip olgun diskleri meydana getirerek ergin bireylerde farklilasirlar.
Farklilasan ve cogalan bu Ozellesmis epitel hiicreleri diploid yapida olup memeli
hiicrelerindekine benzer sekilde G1, S, G2 ve M sathalarini iceren hiicre dongiisiine
sahiptirler ve bu benzerlik sadece genel organizasyon seviyesiyle sinirli olmayip
molekiiler seviyede de benzerlik gostermektedir. Hiicre dongiisiinde gorev yapan siklin
ve siklin bagimli kinazlar Drosophila ve memeliler arasinda yiiksek oranda korunum
gostermektedir (Potter vd. 2000). D. melanogaster’in imajinal disklerinden
faydalanilarak yapilan bir test sistemi olan Smart, géz benek testi ve kanat benek testi
olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Bu testin esast nokta mutasyon, kromozomlarda
ayrilmama, delesyon ve rekombinasyon gibi birgok genetik degisikligin belirlenmesine
dayanmaktadir (Graf 1995). Mitozla ¢ogalan imajinal disk hiicreleri birinci larva
evresinde yaklasik 50-100 civarindayken, ti¢lincii larva evresinde 24.400’e ulasmaktadir
(Graf vd. 1992). Bu evrede uygulanan herhangi bir madde imajinal disk hiicrelerinin
genotipini etkileyerek bu etkisini ergin sineklerin kanatlarinda ve gozlerinde fenotipik

olarak yansitmaktadir (Turna 2012).

Smart testi igin bu ¢alismada D. melanogaster’in 72 saatlik ti¢iincii evre transheterozigot
larvalar1 DAPA’nin ii¢ farkli konsantrasyonuna (0.225, 0.45, 0.9 mM) maruz
birakilmigtir. Tiim uygulama gruplar1 arasinda 0.9 mM’lik uygulamada kiigtik tek tip
klon, biiyiik tek tip klon ve toplam mwh klonlarindaki frekans artiglar istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Ayrica toplam klon indiiksiyon frekansi da doz artisina bagli olarak
belirli oranda bir artis gostermis olup bu artisin da 0.9 mM’lik uygulamada istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptanmistir. DAPA etken maddesi ve diger SGLT2 inhibitorleri
ile ilgili olarak daha 6nce D. melanogaster ile yapilmis herhangi bir Smart ¢alismasi
bulunmamaktadir, dolayisiyla bu calisma ile elde edilen veriler literatiire ilk kez
kazandirilmistir. Ancak tip 2 diyabette kullanilan farkli ilaglar ile ilgili mevcut bir galisma
bulunmakta olup Giirbiizel vd. (2014) tip 2 diabetes mellitus'ta yaygin olarak kullanilan
iki siilfoniliire glimepirid ve glipizid ile D. melanogaster’de Smart testi yapmislar ve
glimepirid ile glipizidin 6zellikle homolog somatik rekombinasyona bagli genotoksisite
gosterdigini rapor etmislerdir. Arastirmacilarin yaptiklari calisma ile bu tez ¢alismasimin

0.9 mM’lik DAPA uygulamasinda benzer sonug¢ goriilmiis olup literatiirle uyumluluk
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gostermistir. Yine Oliveira vd. (2017) bir antidiyabetik ilag olan Metformin’in genotoksik
potansiyelini hem tek basina hem de Doksorubisin ile kombine ederek Smart testi ile
degerlendirmisler ve Metformin’in tek basina mutasyon veya rekombinasyona neden
olmadigin1 saptamiglardir. Ayrica Koksal (2015) yaptigi calismada, Ketamin ve
Rokuronyum bromiir isimli iki anestezi ilaci ile Smart testi yapmis ve elde edilen
verilerde, Ketamin’in 250 pg/mL ve izerindeki dozlarda genellikle mitotik
rekombinasyon kaynakli genotoksisiteye neden oldugunu, ancak Rokuronyum
bromiir’lin standart ¢aprazlamada herhangi bir mutajenik ve/veya rekombinojenik etki
gostermedigini tespit etmistir. Yine Cadirci vd. (2019) DAPA’nin primer insan tam kan
hiicre kiiltiirlerinde in vitro sitotoksisite, genotoksisite potansiyeli ve antioksidan/oksidan
aktivitesini degerlendirmis ve c¢alisma sonucunda DAPA’nin insan kan hiicre
kiiltiirlerinde sitotoksik ve genotoksik potansiyele sahip olmadigini ve antioksidan
aktivitenin artmasma neden oldugunu gostermislerdir. Bu c¢alisma sonuclari tez
calismamizin ilk iki dozu (0.225, 045 mM) ile uyumlu bulunmus ancak 0.9 mM’lik doz

acisindan farklilik gostermistir.

Glniimiizde hastalik tedavisi i¢in kullanilan tibbi ilaclarin toksik, mutajenik ve
rekombinojenik etkilerinin belirlenmesi hayati 6nem tasimakta ve son yillarda halen
giincel ¢alisma konulari arasinda yer almaktadir. Bu maddelerin metabolize edilmesiyle
meydana gelen farkli metabolitlerinin de potansiyel genotoksik etkiye sahip olabilecegi
g6z ardi edilmemelidir. Daha 6nce yapilan calismalar incelendiginde bu maddeler
tizerinde yapilan genotoksik ¢alismalarin sinirli sayida oldugu goriilmiis ve bu nedenle
bu tez caligmasinda Smart yontemini kullanarak iizerinde ¢ok az ¢caligma olan DAPA’nin

genotoksisitesi belirlenmeye ¢aligilmistir.

Sonug olarak yapilan bu tez ¢alismasiyla DAPA’nin potansiyel genotoksik etkilerinin
arastirilmasi igin Comet, Smart ve D. melanogaster ile davranis toksisitesi deneyleri
yapilmis ve her bir test sisteminde farkli dozlarda kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlamli olan degisimler elde edilmistir. Baz1 dozlarda ise degisimler olsa bile istatistiksel
olarak herhangi bir anlam ifade etmedigi tespit edilmistir. Yaygin kullanim alanina sahip
olan DAPA’nin daha onceki yillarda giivenirlik agisindan piyasadan bir kez kaldirilmis

ve sonrasinda piyasaya tekrar siiriilmiis olmasi, bu farmasoétik ajanin farkl etkilerinin
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ortaya ¢ikarilmasi noktasinda degisik test sistemleri ile degerlendirilmesi gerekliligini
ortaya koymaktadir. Calismamizda meydana gelen bu degisikliklerin tam
mekanizmasinin aydinlatilabilmesi i¢in molekiiler teknikler ile desteklenmesi gerekli
olup DAPA ile iliskili bu test sistemleri ile elde edilen verilerin literatiire ilk kez
kazandirilmig olmasi bu c¢alismanin Onemini artirip, temel bir calisma niteligi

tagimaktadir.
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