T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI

YUKSEK SEKER VE YUKSEK KAFEININ DROSOPHILA
MELANOGASTER’DE DNA HASARI ve OKSIDATIF HASAR YARATMA
POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

Sirin KUCUKBENLI

FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI

HAZIRAN 2025
ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK SEKER VE YUKSEK KAFEININ DROSOPHILA
MELANOGASTER’DE DNA HASARI ve OKSIDATIF HASAR YARATMA
POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

Sirin KUCUKBENLI

BiYOLOJi ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI

Bu tez Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan FYL-2025-6760 nolu proje ile desteklenmistir.

HAZIRAN 2025



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK SEKER VE YUKSEK KAFEININ DROSOPHILA MELANOGASTER’DE DNA
HASARI ve OKSIDATIF HASAR YARATMA POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

Sirin KUCUKBENLI

BiYOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZIi

Bu tez 14/07/2025 tarihinde jiiri tarafindan Oybirligi ile kabul edilmistir

Prof. Dr. Biilent KAYA (Danigman)
Prof. Dr. Tiirker BILGEN
Doc. Dr. Esra AYDEMIR



OZET

YUKSEK SEKER VE YUKSEK KAFEININ DROSOPHILA
MELANOGASTER’DE DNA HASARI ve OKSIDATIF HASAR YARATMA
POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

Sirin KUCUKBENLI
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal

Danisman: Prof. Dr. Biilent Kaya
Haziran 2025; 152 Sayfa

Son yillarda Diinya genelinde ve oOzellikle Tiirkiye'de diyabet prevalansinda
Oonemli bir artis gozlemlenmektedir (WHO 2021). Bu artis, bireylerde hayati tehlikelere
neden olurken, ekonomik agidan da iilkelere biiyiik zarar vermektedir.

Diyabet, bireylerde kalp hastaliklar1, bobrek yetmezligi, korliik ve uzuv kaybi gibi
ciddi saglik sorunlarina neden olarak yasam kalitesini distiriir ve 6lim riskini artirir
(Global Burden of Disease 2021; Diabetes Collaborators 2023). Siirekli ilag kullanimu,
glukoz takibi ve komplikasyonlarla ugrasmak, bireyde hem psikolojik hem de ekonomik
yiik olusturur (Seuring vd. 2015). Diyabetli bireylerde depresyon ve anksiyete sik goriilen
eslik eden durumlardir (de Groot 2023). Toplumsal diizeyde diyabet, saglik sistemleri
tizerinde biiylik bir mali yiik yaratir; kiiresel saglik harcamalarinin yaklasik %10°u
diyabet ve komplikasyonlarina ayrilmaktadir (Uluslararas1 Diyabet Federasyonu 2024)
Ayrica is gilicli kaybi, erken emeklilik ve {iretkenlik diisiisii ekonomik zararlar
biiylitmektedir (Kurkela vd. 2021). Diisiik ve orta gelirli lilkelerde saglik hizmetlerine
erisimde esitsizlikleri artirarak yoksulluk dongiisiinii besler (Parker vd. 2024). Yiiksek
seker ile beslenme sonucunda meydana gelen oksidatif stresin insan sagligi lizerinde
norotoksik etkilerinin oldugu bilinmektedir (Krawczyk 2023). Yaygin olarak kullanilan
kafeinin Tip 2 diyabetli bireyler tizerindeki potansiyel toksisitesi hakkinda bu ¢alisma ile
birlikte literatiire yeni bilgiler ekleyerek konu kapsaminda literatiirdeki bilgilerin ileri
taginmast hedeflenmistir. Calisma kapsaminda kullanilan normal seker Lewis besin
ortaminda bulunan seker dozunu ifade etmektedir (Normal seker; 11,7/128ml) Katlar1
olan seker miktar1 bu miktarin katlaridir. Kafein dozlart mg/ml olarak verilmistir ve K
ile ifade edilmektedir (K: Kafein). Bu amag¢ dogrultusunda ¢alismada, seker ve kafeinin
birlikte ve yalniz kafein kullanimmin norotoksik etkisi in vivo ortamda Drosophila
melanogaster bireylerinin beyin hiicrelerinde alkali tek hiicre jel elektroforezi (KOMET)
deneyi ile arastirilmistir. Seker ve kafein ile beslenme tercihi igin D. melanogaster
erginlerinde iki yonlii besine yonelim analizi gergeklestirilmistir. Hiicresel oksidatif stres
seviyesini degerlendirmek igin toplam antioksidan ve oksidan seviyesinin (TAS/TOS)
Olgtimii gergeklestirilmistir. Ergin beyinlerindeki sitotoksik miktari, membran hasarindan
yola ¢ikarak hiicre canlilik testi akridin Oranj degerlendirilmistir. Ek olarak serbest
radikallerin neden oldugu oksidatif stres ile lipidlerin bozunma durumunu ortaya koymak
amactyla lipid peroksidasyonu (LPO) arastirilmistir. Drosophila beyin hiicrelerinde
gerceklestirilen KOMET sonuglarina gére NS 0,5K- 2X$ 0,1K - 2X$ 0,5K



konsantrasyonlarinda DNA hasarinin anlamh bir sekilde artis gosterdigi belirlenmistir.
Besine yonelim degerlendirme sonucuna gore bireyler larval evreden ergin hale kadar
yiiksek sekerle beslenmelerine ragmen deney diizeneginde yine yiiksek sekeri tercih
ederken yiiksek kafein dozlarindan kaginmiglardir. TAS/TOS analizinde Kontrol grubuna
kiyasla NS 0,1K ve NS 0,5K konsantrasyonlarda antioksidan miktar1 azalma gostermistir.
Oksidan seviyesinde ise anlamli bir degisiklik gézlemlenmemistir. Akridin oranj testine
gore hiicre 6limi kontrol grubuna oranla yliksek seker uygulamalarinda istatistiksel
onemde arttig1 gozlemlenmistir. Konsantrasyonlar arasi lipid peroksidasyonu i¢in anlamli
bir fark gozlemlenmemekle beraber NS 0,5K konsantrasyonu kontrole kiyasla az
miktarda farklilik gostermistir.

Yiiksek seker ve yiiksek kafein genis doz araliklart (NS 0,1K - NS 0,5K — NS 1K
— NS 2K-2XS 0,1K - 2XS 0,5K - 2XS 1K - 2XS 2K - 4XS 0,1K - 4XS 0,5K - 4XS 1K
- 4XS 2K - 8XS 0,1K - 8XS 0,5K - 8XS 1K - 8XS 2K) kullanilarak D.melanogaster’de
larval agirlik, larval siiriinme, pupa pozisyon, ergin agirlik, negatif jeotaksis, omiir
uzunlugu ve iki yonlii besin analizi olmak {izere yedi davranis parametrelerinde
degerlendirilmistir. iki yonlii besin analizi hari¢ diger davranis deneyleri i¢in 1. 3. ve 5.
nesillerde dl¢iim gerceklestirilmis ve sonuglar kontrole gore kiyaslanmistir. Iki yonlii
besin analizi i¢in dort doz (NS 0,1K — NS 0,5K — 2XS 0,1K — 2XS 0,5K) calisilarak
sonuglar elde edilmistir. Larval siliriinme deneyinde nesiller ilerledik¢e siiriinme
mesafesinin dozlarin artisina bagli olarak azaldigi goézlemlenmistir. Larval agirlik
deneyinde ileri nesillere gidildikg¢e doz iliskili olarak agirlik kaybi gézlemlenmistir. Pupa
pozisyon deneyinde doz maruziyeti ile nesiller ilerledikge hem pupa olusma sayisi
azalirken hem de larvalar alt bolgelerde (D — E — BY) daha ¢ok pupa olusturmustur.
Negatif jeotaksis deneyi sonucunda ileri nesillerde doza bagli ugan/tirmanan birey sayisi
azaldig1 belirlenmistir. Ergin agirlik deneyinde disi ve erkek bireylerde ayr1 ayr agirlik
olgtimii gergeklestirilmistir. Deney sonucunda 5. nesil hari¢ diger nesillerde dozla iliskili
olarak hem erkek hem disi bireylerde agirlik kayb1 goriilmiistiir. 5. nesilde kontrol kiyasla
yine azalmistir fakat &nceki nesillere oranla artis gozlemlenmistir. Omiir uzunlugu
deneyinde ise bireyler nesiller ilerledikge 0,1K’nin seker birlikteliklerinde Omiir
uzunlugunda artis gozlemlenirken diger dozlar i¢in yasam siirelerinin kisaldigi
gbzlemlenmistir. Tki yonlii besin analizinde 3. larval evre bireyler ergin olana kadar 2 kat
sekere maruz kalmalarina ragmen besin tercihleri yine yiiksek sekerli besinler olmustur.
Kafein yer alan besinleri tercih etmemislerdir. Iki kafein dozuna maruz kaldiklarinda ise
diisiik doz kafeini tercih etmiglerdir.
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Komet, Lipid peroksidasyonu ve TAS/TOS, Drosophila melanogaster

JURI : Prof. Dr. Biilent KAYA
Prof. Dr. Tiirker BILGEN
Doc. Dr. Esra AYDEMIR



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE POTENTIAL OF HIGH SUGAR AND HIGH
CAFFEINE TO INDUCE DNA DAMAGE AND OXIDATIVE STRESS IN
DROSOPHILA MELANOGASTER

Sirin KUCUKBENLI
Master’s Thesis, Department of Biology
Advisor: Prof. Dr. Biilent Kaya
June 2025; 152 Pages

In recent years, a significant increase in the global and especially national
prevalence of diabetes has been observed (WHO 2021). This rise poses life-threatening
risks to individuals while also imposing a considerable economic burden on countries.

Diabetes leads to severe health complications such as cardiovascular diseases, kidney
failure, blindness, and limb loss, thereby reducing quality of life and increasing mortality
risk (Global Burden of Disease 2021; Diabetes Collaborators 2023). Continuous
medication use, glucose monitoring, and management of complications impose both
psychological and economic burdens on individuals (Seuring et al. 2015). Depression and
anxiety are frequently observed comorbid conditions in individuals with diabetes (de
Groot 2023). At the societal level, diabetes imposes a substantial economic burden on
healthcare systems; approximately 10% of global healthcare expenditures are allocated
to diabetes and its complications (International Diabetes Federation 2024). Furthermore,
loss of workforce, early retirement, and decreased productivity amplify the economic
damages (Kurkela et al. 2021). In low- and middle-income countries, diabetes exacerbates
inequities in access to healthcare, thereby perpetuating the cycle of poverty (Parker et al.,
2024). 1t is known that oxidative stress resulting from high sugar intake exerts neurotoxic
effects on human health (Krawczyk 2023).

This study aims to contribute novel insights to the literature regarding the potential
toxicity of widely consumed caffeine in individuals with type 2 diabetes, thereby
advancing the current state of knowledge on this topic. Within the scope of this research,
“normal sugar” refers to the sugar dose present in the Lewis medium (Normal sugar;
11.7/128 ml), and the multiples of sugar correspond to multiples of this amount. Caffeine
doses are expressed in mg/ml and denoted as K (K: Caffeine).

Accordingly, the study investigated the neurotoxic effects of combined sugar and
caffeine intake, as well as caffeine alone, in vivo on the brain cells of Drosophila
melanogaster using alkaline single-cell gel electrophoresis (COMET assay). To assess
feeding preferences, a two-choice feeding orientation analysis was conducted on adult D.
melanogaster following larval exposure. Cellular oxidative stress levels were evaluated
by measuring total antioxidant and oxidant status (TAS/TOS). The cytotoxic effects on
adult brains were assessed via acridine orange staining based on membrane integrity.
Additionally, lipid peroxidation (LPO) was examined to determine lipid degradation
caused by oxidative stress induced by free radicals.



According to the COMET assay results conducted on Drosophila brain cells,
significant increases in DNA damage were observed at NS 0,5K - 2X§ 0,1K, and 2XS
0,5K concentrations. The feeding orientation analysis revealed that, although individuals
were raised on high-sugar diets from larval to adult stages, they continued to prefer high-
sugar diets in the experimental setup while avoiding high caffeine doses. TAS/TOS
analysis showed a decrease in antioxidant levels at NS 0,1K and NS 0,5K concentrations
compared to the control group, while no significant change was observed in oxidant
levels. Acridine orange testing indicated a statistically significant increase in cell death
under high-sugar treatments compared to the control group. Although no significant
differences in lipid peroxidation were detected between concentrations, the NS 0,5K
concentration showed a slight difference compared to the control.

Using a wide dose range of high sugar and high caffeine combinations (NS 0.1K, NS
0.5K, NS 1K, NS 2K, 2XS 0.1K, 2XS 0.5K, 2XS 1K, 2XS 2K, 4XS 0.1K, 4XS 0.5K,
4XS 1K, 4XS 2K, 8XS 0.1K, 8XS 0.5K, 8XS 1K, 8XS 2K), seven behavioral parameters
were evaluated in Drosophila melanogaster, including larval weight, larval crawling,
pupation site selection, adult weight, negative geotaxis, lifespan, and two-choice feeding
preference, except for the two-choice feeding assay, all other behavioral experiments
were performed in the 1st, 3rd, and 5th generations, and the results were compared to the
control group, for the two-choice feeding assay, four doses (NS 0.1K, NS 0.5K, 2XS
0.1K, 2XS 0.5K) were tested and the results were obtained accordingly, in the larval
crawling assay, a dose-dependent decrease in crawling distance was observed as
generations progressed, in the larval weight assay, a generation-related weight loss
associated with dose was observed, in the pupation site selection assay, as dose exposure
continued over generations, the number of pupae decreased, and larvae pupated more
frequently in the lower zones (D, E, BY), in the negative geotaxis assay, a generational
and dose-related decrease in the number of climbing/flying individuals was identified, in
the adult weight assay, weights were measured separately for female and male
individuals, results showed a dose-related decrease in weight in both sexes in all
generations except the 5th, in the 5th generation, although weights remained lower
compared to the control, an increase was observed compared to earlier generations, in the
lifespan assay, while increased lifespan was observed in sugar-associated 0.1K groups
over generations, other dose groups exhibited a reduction in survival, in the two-choice
feeding assay, although the individuals were exposed to triple sugar concentrations, their
preference remained for sugar-rich diets, and they avoided caffeine-containing foods,
when exposed to two different caffeine doses, individuals preferred the lower caffeine
dose.

KEYWORDS: Acridine orange, Behavioral experiments, Comet assay, Drosophila
melanogaster, Food preference assay, Lipid peroxidation, TAS/TOS
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ONSOZ

Giliniimiizde rafine seker ve kafein tiiketiminin yayginlagmasi, kiiresel dlgekte
onemli bir halk saghigi sorunu olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Gillespie vd 2023;
Cizmarova vd 2025). Bu maddelerin bireysel fizyolojik sistemler iizerindeki etkilerinin
yani sira, toplum sagligi ve saglik ekonomisi ilizerinde de kayda deger etkileri oldugu
bilinmektedir. Diinya genelinde 2021 yil1 itibariyle yaklasik 537 milyon kisinin tip 2
diyabetle yasadigi rapor edilmistir (IDF Diabetes Atlas, 2021). Tiirkiye’de ise bu oran
eriskin niifusun yaklasik %15’ini olusturmaktadir (TUIK, 2021). Diyabetin gelisiminde
yiiksek seker tiiketimi 6nemli bir ¢evresel etken olarak one ¢ikmaktadir. Seker, glukoz
metabolizmasini bozmanin yani sira ndrotoksik etkilere de yol agarak sinir hiicrelerinin
biitiinliglinli tehlikeye atmaktadir (Smith ve Jones, 2010). Kafein ise diisiikk dozlarda
antioksidan etkiler gosterebilirken, yiiksek dozlarda oksidatif stres iizerinden benzer
norotoksik etkiler olusturabilmektedir (Brown, 2015). Sekerin fizyolojik yararlar1 enerji
metabolizmasi ile ilgilidir; beyin, viicuttaki glukozun %20’sini kullanarak sinirsel iletim
faaliyetlerini siirdiirmektedir (Sievenpiper 2016; Dienel 2018; Rae vd. 2024). Ancak, asir1
ve diizensiz tiikketimle bu dengeler bozulmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, hem yiiksek seker
ve kafein kombinasyonlarinin hem de yalnizca kafein maruziyetinin D. melanogaster
melanogaster model organizmasinda olusturabilecegi oksidatif hasar ¢ok yonlii bir
yaklagimla degerlendirilmistir. D. melanogaster, kisa yasam dongiisii, genetik olarak iyi
tanimlanmis yapisi ve insanla homolog biyokimyasal siireclere sahip olmasi nedeniyle
toksikoloji alaninda giivenilir bir model organizmadir. Bu baglamda gergeklestirilen bu
tez calismasinda, NS (normal seker) 0,1K - 0,5K (Kafein) ve 2XS$ (iki kat seker) 0,1K -
0,5K (kafein) kombinasyonlarinin D. melanogaster bireylerinde olusturacagi oksidatif
hasar, molekiiler ve fizyolojik parametrelerle degerlendirilmistir.

Oksidatif stresin hiicresel diizeyde yol agabilecegi hasarin belirlenmesi amaciyla
cesitli analizler gerceklestirilmigtir. KOMET testi, oksidatif stres kaynaklit DNA zincir
kirikliklarinin varligimi ortaya koymak amaciyla kullanilmistir. Lipid peroksidasyonu
sonucu meydana gelebilecek bozulmalari degerlendirmek ve ayni1 zamanda oksidatif stres
diizeyini belirlemek amaciyla lipid peroksidasyon analizi yapilmistir. Hiicredeki oksidatif
ve antioksidatif kapasitenin karsilastirilmasi igin TAS/TOS 6l¢iimleri gergeklestirilmistir.
hiicre Oltimiiniin degerlendirilmesi amaciyla Akridin Oranj boyamasi, segici besin
toksisitesinin belirlenmesi i¢in ise iki yonlii besin analizi yapilmistir.

Bu ¢alisma, yiiksek seker ve kafein maruziyetinin D. melanogaster modelindeki
oksidatif hasar mekanizmalarini anlamay1 ve Diinyadaki artan diyabet vakalar ile kafein
aliminin saglik tizerindeki etkilerini belirlemeyi amaglamaktadir. Elde edilen veriler,
mevcut literatiirdeki eksik bilgileri tamamlamaya yonelik 6nemli bulgular sunarak,
bireylerin beslenme aligkanliklarina ve saglik politikalarina yonelik = stratejilerin
gelistirilmesine katkida bulunmay1 hedeflemektedir.

Bu tez caligmasinin hazirlanma siirecinde bilgi ve deneyimleriyle bana yol
gosteren, her zaman yapici elestirileri ve akademik destegiyle rehberlik eden saygideger
damismanim Prof. Dr. Biilent Kaya’ya (Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Bolimii),bu siiregte bana cesitli konularda destek olan katkilarin1 esirgemeyen Nuray



Kaya'ya (Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii), birlikte yiiriittiigiimiiz
calismalarda katkilariyla siireci kolaylastiran ¢alisma arkadaslarima en icgten
tesekkiirlerimi sunarim.

Bu siirecte en biiylik tesekkiir ise hi¢ kuskusuz aileme aittir. Hayatim boyunca her
zaman arkamda duran, sevgileri ve fedakarliklariyla bana gii¢c veren biricik annem Esma
Kiiciikbenli ve biricik babam Halil Ibrahim Kiigiikbenli’nin iizerimdeki emekleri
kelimelerle tarif edilemeyecek kadar kiymetlidir. Her zorlandigimda destekleriyle beni
yeniden ayaga kaldiran, en kiigiik basarimi bile coskuyla kutlayan, neseleriyle bana moral
veren iki sevgili kardesim Mehmet Kii¢iikbenli ve Furkan Kiigiikbenli’ye sonsuz tesekkiir
ederim. Onlarin varligi bu siirecte en biiylik ilham ve dayanma kaynagim olmustur.
Varliginiz, inanciniz ve sevginiz bu siirecin en biiyiik ilham kaynagi oldu. Hayatimin her
alaninda yanimda olan ve bana inanan aileme minnettarim.
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1. GIRIS

Sakkaroz (siikroz), dogada yaygin olarak bulunan ve insanlar tarafindan en ¢ok
tiketilen disakkarit seker tiiriidiir. Kimyasal olarak bir glukoz ve bir fruktoz molekiiliiniin
glikozidik bag ile birlesmesiyle olusur (Ci2H22011). Sakkaroz, suda yiiksek oranda
¢oziinebilir ve sindirim sisteminde siikraz enzimi tarafindan hizla parcalanarak
monosakkaritlerine ayrilir ve kana karisir (Selvamani vd. 2023).

?Hlou
c——0 CH,0H -0
H/| \H |/ \H
| H | |
C c—o0—c¢C (]
I\, OH H H HO /|
HO N\ | | | | / CH,0H
- i
H OH OH H

Sekil 1.1. Siikrozun yapisal formiili

Rafine sakkaroz, gilinlimiizde bir¢ok hazir gida ve igecegin temel bileseni olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle gelismis ve gelismekte olan iilkelerde, giinliik seker
tiiketimi onerilen sinirlarm oldukga iizerindedir. Diinya Saglik Orgiitii, bireylerin giinliik
enerji aliminin  %5’inden fazlasinin serbest sekerlerden gelmemesi gerektigini
vurgulamaktadir. Ancak, bir¢ok toplumda bu oran %10’un iizerindedir. Asir1 sakkaroz
tiiketimi, obezite, tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve karaciger yaglanmasi gibi
birgok metabolik bozuklugun gelisimiyle iligkilidir. Sekerin fizyolojik yararlar1 enerji
metabolizmasi ile baglantilidir; beyin, viicuttaki glukozun %20’sini kullanarak sinirsel
iletim faaliyetlerini siirdiiriir. Glukoz ayrica pentoz fosfat yolu, glikoliz ve sitrik asit
dongiisii gibi biyokimyasal yollarda ara madde olarak gorev yapar. Ancak, bu yollarin
dengesi bozuldugunda, o6zellikle asir1 ve diizensiz seker tiiketimiyle birlikte, sekerin
zararlar1 6n plana ¢ikmaktadir. ¢izelge 1.1°de yiiksek ve kronik seker beslenmesi sonucu
ortaya ¢ikan hastaliklar verilmistir.

Cizelge 1.1. Hiperglisemi ile iligkili hastaliklar

Hastalik Grubu Hastaliklar Kaynak
Metabolik Tip 2 Diyabet, Stanhope 2016
Hastaliklar Insiilin Direnci, Obezite
Kardiyovaskiiler Hipertansiyon, Kalp Yang vd. 2014;
Hastaliklar Witek vd. 2022
Psikolojik ve Depresyon, Beyin Tryon vd. 2015
Norolojik Sisi
Karaciger Yaglh Karaciger Manchanayake
Hastaliklar (NAFLD) vd. 2011
Agiz Saghg Dis Ciiriikleri, Dig Moreira vd.
Eti Hastaliklar1 2021
Cilt ve Diger Sivilce Prada vd. 2022




GIRIS S. KUCUKBENLI

Yiksek miktarda ve uzun siireli
seker tiketimi, glukoz seviyelerinin
artmasmna ve bunun sonucunda

| Proteinterin Non-Enzimatik Giikozilasyon | proteinlerin  glikozilasyonu ile ileri
glikasyon son {rlinleri  (AGEs)

lﬂaa" S— f)lusumuna yol acar. _Bu ﬁrﬁnl?rf

B inflamasyon ve oksidatif stres gibi

l stirecleri tetikleyerek hiicresel

fmadod.liiiey yaslanmaya katkida bulunur. Bu
mekanizmalar, yalmzca  periferik

[ Reakit Karbonil Bilgikier | dokular i¢in degil merkezi sinir sistemi

l icin de zararlidir. Son yillarda yapilan
arastirmalar, yiiksek glukoz

lAGES ikl G"kaiyon entinier]) maruziyetinin norotoksik etkiler

yaratabilecegini gostermistir (Zhang
vd. 2023). Kronik hiperglisemi
durumunda, beyindeki noronlarda
mitokondriyal disfonksiyon, ndronal
dejenerasyon ve apoptoz gibi siiregler
l aktive olur (Catalani vd. 2021). Bu
norotoksisite, oksidatif stresin artis1 ve
glutamat metabolizmasinin bozulmasi
gibi mekanizmalarla iligkilidir. Bu
stiregler, Alzheimer ve Parkinson gibi
norodejeneratif ~ hastaliklarda  da
gozlemlenmektedir. Ayrica, yiiksek
seker tiiketimi hipokampus gibi 6grenme ve hafiza bolgelerinde néron hasarini artirarak
biligsel fonksiyonlar {izerinde olumsuz etkiler yapabilir. Bu nedenle, seker tiiketiminin
siirlanmasi, nérolojik sagligin korunmasi agisindan énemlidir (Greco vd. 2023).

Biyolojik Etkiler >

I Doku HasanJ [Inflamasyon \ lAGE Reseptor Etkilegimleri

Sekil 1.2. Yiiksek sekerin norotoksik etki
mekanizmasi (Tomlinson ve Gardiner 2008)

Daort ay boyunca %10 sakkaroz ile beslenen siganlarda yapilan bir ¢alismada, kan,
hipokampus ve kemik iligi dokularinda DNA hasarimin ve oksidatif stres belirteclerinin
anlaml1 derecede arttig1 g6zlemlenmistir. Bu durum, sakkarozun sistemik genotoksik etki
potansiyelini ortaya koymaktadir (Franke vd. 2017).

Bunun yani sira sakkarozun noral dokulardaki mikroglia aktivasyonunu artirarak
noroenflamasyonu tetikledigi ve bunun Alzheimer tipi nérodejenerasyonla iliskili oldugu
tespit edilmistir (Kaur vd. 2024). Bu bulgular sakkaroz tiiketiminin sadece metabolik
saglhik iizerinde degil, aym1 zamanda norolojik saglik iizerinde de ciddi etkiler
yaratabilecegini gostermektedir. Yiiksek miktarda seker tiiketimi, 6zellikle islenmis
gidalardaki rafine sakkaroz ve fruktozun yaygin olarak tiiketilmesi, tip 2 diyabetin ortaya
cikmasinda 6nemli bir ¢evresel risk faktorii olarak degerlendirilmistir (Lima vd. 2022;
Russo 2024). Gidalara, igeceklere liretim veya hazirlik sirasinda eklenen monosakkarit
ve disakkaritler (6rnegin; bal, surup, meyve sular1) serbest seker olarak adlandirilir (WHO
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2015). Asirt miktarda alinan serbest sekerler, yemek sonrasi glisemik yiikii artirirken
pankreas B-hiicrelerine siirekli bir instilin talebi yaratarak hiicresel yorgunluga neden olur
(Rad vd. 2018). Uzun vadede bu durum insiilin salgisinin bozulmasma ve periferik
hiicrelerde insiilin direncinin gelismesine yol agabilir (Henriksen ve Diamond-Stanic,
2011). Ayrica sekerin asirt tiiketimi hiperinsiilinemiye neden olarak lipogenez ve
abdominal yag birikimini artirmaktadir bu durum da obeziteyle birlikte diyabet riskini
daha da yiikseltmektedir (Tangvarasittichai 2015). Metabolik sendromun merkezinde yer
alan bu glisemik ve lipid dengesizlikleri, tip 2 diyabetin fizyopatolojisini besleyen kisir
bir dongii olusturmaktadir (Maciejczyk vd. 2019). Norotoksik etkilerle birlikte sekerin
sinir sistemi lizerindeki oksidatif baskisi yalnizca metabolik degil norolojik diyabet
komplikasyonlarini da tetikleme potansiyeline sahiptir (Blazquez ve Velazquez 2014).
Bu nedenle seker tiiketiminin kisitlanmasi tip 2 diyabetin Onlenmesi ve
komplikasyonlarinin azaltilmasi agisindan hayati bir 6éneme sahiptir (Soares vd. 2012;
Butterfield vd. 2014).

Kafein, Diinya genelinde en yaygin tiiketilen psikoaktif maddedir ve 6zellikle
kahve, cay, kakao, enerji icecekleri ve bazi gazli igeceklerde bulunur. Bir fincan kahve
yaklasik 80-175 mg, bir fincan ¢ay yaklasik 47 mg, bir kutu kola ise ortalama 47 mg
kafein icerir (Wierzejska ve Gielecinska 2024). Kafein, merkezi sinir sistemi iizerinde
uyaric1 etki gosterir ve diisiik-orta dozlarda bilissel uyanikligi, dikkat ve egzersiz
performansini artirabilir (Wang vd. 2022). Yapilan meta-analizler, diizenli ve 6l¢iilii
kafein tiiketiminin Alzheimer ve Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklara karsi
koruyucu etkiler saglayabilecegini ortaya koymaktadir (Saimaiti vd. 2023). Ayrica giinde
3-4 fincan kahve tiiketimi; tip 2 diyabet, kronik bobrek hastaligi ve metabolik sendrom
riskinde azalma ile iligkilendirilmistir (Ni vd. 2021). Bununla birlikte, kafein tiikketiminin
bazi saglik riskleri de vardir. Yiiksek dozlarda (>400 mg/giin), 6zellikle duyarli bireylerde
anksiyete riskini artirabilir ve uykusuzluk, huzursuzluk, tasikardi, tremor gibi belirtilere
neden olabilir (Klevebrant ve Frick 2022). Yapilan ¢alismalar, kafeinin uyku siiresini
ortalama 45 dakika kisalttigin1 ve uyku verimliligini yaklasik %7 azalttiginm
gostermektedir (Gardiner 2023). Gebelikte ise 200 mg/giin tizerindeki kafein alimi, diisiik
dogum agirlig1 ve spontan abortus riskini artirabileceginden, bu simirin asilmamasi
onerilmektedir (Jafari 2022). Kafein toksisitesi ise genellikle asir1 dozlarda, yani yaklagik
1200 mg tizerinde akut alimlarda goriiliir ve ciddi ndrolojik ve kardiyak etkiler yaratabilir.
Klinik olarak tasikardi, hipertansiyon, aritmi, mide rahatsizliklar1 ve ajitasyon
gozlenebilir; 5-10 gramlik dozlar ise 6liimciil olabilmektedir (Shan vd. 2022). Nadiren de
olsa ¢ok yiiksek doz kafein alimi psikotik ataklar: tetikleyebilir (Mannix vd. 2024). Ote
yandan sporcularda yapilan arastirmalar, 1-3 mg/kg doz kafeinin dayaniklilik ve
anaerobik performansi artirabilecegini gostermistir (Guest vd. 2021). Saglikli yetiskinler
icin Onerilen giivenli iist sinir giinde 400 mg, gebeler i¢in ise 200 mg’dir (Saraiva vd.
2023). Cocuk Vve ergenlerde ise viicut agirligina gore daha diisiik alim 6nerilir (Abalo vd.
2021). Genel olarak kafein, dl¢iilii tiiketildiginde metabolik ve norolojik saglik iizerinde
yararli etkilere sahip olabilirken, asir1 alimlarda toksisite riski tasimaktadir. Bu nedenle
kafein tiikketiminde bireysel duyarliliklar ve 6zel durumlar (gebelik, anksiyete egilimi,
kalp hastaliklar1) goz 6ntinde bulundurulmalidir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Tip 2 Diyabet

Diyabet, insiilin hormonunun iiretiminden ya da kullanimindan kaynaklanan
metabolik bir hasar sonucu ortaya ¢ikan kandaki yliksek seker seviyesine bagli olarak
gelisen bir hastaliktir. Cikis kaynagina bagl olarak diyabet, tip 1 ve tip 2 olmak tizere iki
ayr1 baghiga ayirmaktadir. Tip 1 diyabet, immiin sisteminin pankreasta bulunan beta
hiicrelerini yikmasiyla ortaya ¢ikmaktadir (Lambert 2002). Tip 1 diyabet, pankreasin
insiilin lretememesinden kaynakli ortaya ¢ikan kandaki yiiksek sekerden kaynakli
olmaktadir. Geng yaslarda ortaya c¢ikarken canlinin yasayis tarziyla bir ilgisi yoktur. Tip
2 diyabet ise pankreastan insiilin salgilansa da hiicre zarinda bulunan insiilin
reseptoriindeki bozulmalardan kaynakli ortaya c¢ikan yiiksek sekerden meydana
gelmektedir. Tip 2 diyabet ¢evresel sartlardan etkilenmektedir ve belli bir yastan sonra
kendisini gostermeye baslamaktadir. Diyabetin tanisinin ortaya konmamasi ve diyabet
i¢in etkili bir tedavi uygulanmamasi diyabetli insanlari; kalp krizi, bobrek yetmezligi, felg
gibi hayati ciddi boyutlarda kotii etkileyecek hastaliklarda bu insanlari dncii kisiler haline
getirmektedir. Diyabetin ortaya ¢iktigini belli eden baslica semptomlar vardir bunlar; ¢ok
fazla idrara ¢ikma, halsizlik, susuzluk hissidir. Yapilan ¢alismalarda diyabetli siganlarda
ve diyabetli hastalarda, serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonunun énemli
derecede artis gosterdigi ortaya konulmustu. Serbest radikal olusumunun diyabetin
ilerlemesinde rol oynadig: ortaya konulmustur. Kanda yiiksek seker seviyesi ile bilinen
hiperglisemi bircok dejeneratif hastalifin ortaya ¢ikmasina ve koétiilesmesine neden
olmaktadir (Pitkanen 1992). D. melanogaster bireyleri iizerinde yapilan caligmalar
sonucunda Drosophila’nin %15 ila %30 seker maruziyetinin ardindan bireylerde insiilin
direnci, insiilin sinyalinde bozulma, yag birikimi, metabolik bozukluklar ve stres
durumlar1 gézlemlenmistir (Musselman vd. 2011; Pasco ve Léopold 2012; Na vd. 2013;
Rovenko vd. 2015; Ecker vd. 2017). Bu nedenle metabolik bozukluklar ve tip 2 diyabet
calismalarinda Drosophila melanogaster’in model organizma olarak kullanilmasi etkin
olmustur.

Tip 2 diyabet, insiilin direnci ve ilerleyen donemde pankreatik [-hiicre
disfonksiyonuyla karakterize, kompleks ve multifaktoriyel bir metabolik hastaliktir
(Demir vd. 2021). Baslangigta periferik dokularin (6zellikle kas, yag ve karaciger)
insiiline kars1 yanit vermemesiyle gelisen bu siire¢, uzun doénemde insiilin sekresyon
kapasitesinin azalmasiyla glisemik kontroliin bozulmasina yol acar (Teran vd. 2021).

Diyabetin gelisiminde genetik yatkinlik 6nemli bir etken olmakla birlikte,
cevresel faktorler de kritik bir rol oynamaktadir. Obezite, fiziksel inaktivite, beslenme
aliskanliklar1 ve stres gibi unsurlar, diyabetin patogenezinde belirleyici faktorler arasinda
yer almaktadir (Franks ve McCarthy 2016; Kolb ve Martin, 2017; Beulens vd. 2022).

Hiicresel diizeyde ise, insiilin sinyal yolaklarinin bozulmasi, o6zellikle IRS-
1/PI3K/Akt yolunda meydana gelen aksakliklar, diyabetin gelisiminde onemli bir
mekanizma olarak One ¢ikmaktadir. Bu bozulmalar, mitokondriyal disfonksiyon ile
birlestiginde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimini artirmakta ve bu da hiicresel
hasara yol agmaktadir. Artan ROS seviyeleri, inflamatuvar yanitlar1 tetikleyerek
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diyabetin ilerlemesine katkida bulunmaktadir (De Deus vd. 2023; Ramasubbu ve
Rajeswari 2023).Tip 2 diyabetin komplikasyonlari ¢ok yonlidir. Uzun siireli
hiperglisemi; retinopati, nefropati, noéropati ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin gelismesine neden olur (Sabuncu vd.
2021). Kardiyovaskiiler komplikasyonlar, diyabetli bireylerde en 6nemli mortalite
nedenlerinden biridir (Siam ve Snigdha 2024).

Biyokimyasal olarak glukozun kronik olarak yiiksek diizeyde bulunmasi, ileri
glikasyon son iirlinleri (AGEs) olusumuna ve bu {iriinlerin RAGE reseptorlerine
baglanmasiyla NF-kB gibi inflamatuvar transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna neden
olur (Teran vd. 2021). Bu siire¢, hem vaskiiler endotelyum hem de sinir dokusu iizerinde
zararl etkiler olusturur. Ayrica, lipotoksisite ve inflamasyonun sinerjik etkisiyle B-hiicre
apoptozu tetiklenerek diyabet progresyonu hizlanir (Okur vd. 2017).

2.2. Hiperglisemi ile Serbest Radikal Olusumu

Kandaki yiiksek seker seviyesi sonrasinda serbest radikal olusumunun arttig
bilinmektedir. Hiperglisemi ile radikal olusumu; glukoz oto-oksidasyonu, glikasyon ve
poliyol olmak {izere 3 farkli yolak ile ger¢eklesmektedir.

2.3. Glukoz oto-oksidasyonu

Enerji tiretimi sirasinda gorev alan mitokondriyal elektron tagima zinciri ile
olusturulan elektrokimyasal proton gradiyenti hiicre i¢i siiperoksit tiretimine neden olur.
Glikoz alimu siiper oksit tiretimini arttirir. Boylelikle Protein kinaz C tiretilir. Bu da damar
gecirgenligine sebep olarak damar komplikasyonlarinin patogenezine rol alir (Koya
1998).

2.4. Glikasyon

Protein glikasyonu sonrasinda giinler icerisinde amadori tirtinleri olusur. Olusan
amadori triinleri, dikarbonil bilesiklere ve haftalar igerisinde ileri glikasyon iirlinlerine
dontiglir. Glikasyon son iriinlerinin sinir iletim hizin1 azalttigi, psikomotor etkinligi
azalttig1 ve periferik sinirlere kan akimini azaltarak diyabetik ndropatiyi artirdigi
goriilmiistiir (Yorulmaz 2013). Hiperglisemi ile artan ileri glikasyon iirlinleri Alzheimer
hastalig1 gibi bir¢ok dejeneratif hastaligin gelisiminde veya koétiilesmesinde rol oynayan
bir biyolojik belirtectir (Valente vd 2009).

2.5. Poliyol

Hiicre i¢i fonksiyonlarinin gerceklesmesi icin NADH gereklidir. Fakat viicuda
fazla glikoz alimi NADH seviyesini azaltmaktadir. NADH seviyesinin azalmasi
sonucunda antioksidan seviyesi azalir. Boylelikle reaktif oksijen tiirlerinin seviyesinin
artmasina neden olur. Poliyol ayrica glikozdan fruktoz sentezinin gerceklestigi bir
yolaktir. Glikozun sorbitole doniisiimii sorbitoliin fritktoza doniistimii gergeklesir. Poliyol
aktivitesi sonucunda sodyum potasyumda azalma olmaktadir.
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2.6. Diyabetin Diinya’daki yeri

Diinya genelinde tip 2 diyabet prevalansi ciddi bir halk sagligi sorunu haline
gelmistir. Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) verilerine gére, diinya capinda yaklasik 422
milyon insan diyabet hastasidir ve her yil 1,5 milyon kisi diyabet nedeniyle hayatini
kaybetmektedir (WHO 2021). Diyabetin goriilme siklifi ve vaka sayisi siirekli artig
gostermektedir. 2024 yili verilerine gore, diinya ¢apinda 537 milyon birey diyabetle
yasamaktadir ve bu sayinin 2030 yilina kadar 643 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir
(Onat vd. 2014). Tiirkiye'de yapilan TURDEP-II ¢aligmasi, erigkin niifusta tip 2 diyabet
prevalansinin %13.7'ye ulastigini ve hizli bir artis egilimi gosterdigini ortaya koymaktadir
(Akin ve Boliik 2020). Bu veriler, diyabetle miicadelede daha etkili stratejilerin
gelistirilmesi gerektigini gostermektedir. Egitim ve farkindalik ¢alismalari, erken teshis
ve uygun tedavi yontemlerinin yayginlastirilmasi, diyabetin kontrol altina alinmasinda
onemli rol oynamaktadir. Diyabetin 6nlenmesi ve yonetimi i¢in ulusal ve uluslararasi
diizeyde isbirligi kritik 6neme sahiptir.

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu’nun (IDF) 2024’de yayinlanan diyabet atlasi
11. baskisina gdre su an Diinya genelinde 589 milyon insan diyabetten miizdarip yani
glinlimiizde her on kisiden biri diyabetle miicadele etmektedir (IDF 2024). Ayrica 2019
yilinda, 2021 yili i¢in tahmin edilen saymin su an da ¢ok daha iistiinde oldugumuzu
bildirmektedir. IDF diyabet atlasina gére 2050 yilina kadar diyabet sayisinin 853 milyon
insana daha ulasacagimi belirtiyor. Aciklanan diyabet vaka sayisi ve toplumdaki artig
miktar1 diyabetin ciddi boyutlara ulasmis oldugunu bize gostermektedir. (Sekil 2.1) Ek
olarak IDF, diyabetli olan insanlarin %90’indan fazlasinin tip 2 diyabetli oldugunu ortaya
koymaktadir. 2024 yilinda diyabetin ya da diyabet komplikasyonlarinin yaklasik olarak
3,4 milyon insanin hayatin1 kaybetmesine neden oldugu tespit edilmistir. Son olarak IDF,
diyabetin maddi agidan da bizi ne kadar ¢ok etkiledigini anlatan bir veri daha ortaya
koymaktadir. Diyabet, Diinya ¢apinda 1,015 trilyon dolar harcamaya sebep olmustur
(IDF 2024).
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DUNYA GAPINDA DIYABET - 2024

DONYA GAPINDA DIYABETLI YETISKIN SAYISI (20-79 YAS)

[ 2050 ECEFTON ) 45% [ 2050 RECRTTRS 5] 142% [ 2050 RV ® 10% [ 2050 JRERTLAY 2] 92%
ARTIS

m 588.7 Miyon ARTIS 24.6 Miyon 65.6 Miyon ARTIS [ 2024 EEPERT ARTIS

4

GUNEY VE ORTA AMERIKA BATI PASIFIK
m 681 Milyon ° 21% m 51.5 Milyon ° 45% m 184.5 Milyon ° 73% m 253.8 Milyon ° 18%
ARTIS ARTIS m

m 56.2 Miyon 35.4 Miyon ARTIS m 106.9 Miyon 215.4 Milyon ARTIS

Sekil 2.1. 2024 yilina ait Diinya ¢apinda diyabet artis1 2021 yilina kiyasla verilmistir (IDF
2024)

2.7. Tiirkiye’de diyabet

Uluslararas1 Diyabet federasyonu (IDF) Tiirkiye i¢in diyabetin geldigi son
durumunu ortaya koymustur (Cizelge 2.1). Son zamanlar da Tirkiye’deki diyabetli
kisilerin artisiyla beraber sadece insanlarin hayati olarak tehlikeye girmesinden degil
ekonomik anlamda diyabete ¢ok fazla para harcanmasina da sebep olmustur.
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Cizelge 2.1. Tiirkiye i¢in diyabet oranlar1 (IDF 2021)

Gosterge (Yillik) | I Deger I | Aciklama |

Jahmini - Diyabetll - Yetiskin " 9,020.9 " 20-79 yas araliginda (1000) I
ayisi

Toplam Yetiskin Niifus | 56,658.9 | 20-79 yas araliginda |
-Diyabet Yayginhigi |I %14,5 Il Yasa gore ayarlanmig oran |

Kisi Bagina Diyabet Maliyeti 20-79 yas grubunda

1.144,9 USD ortalama

Diyabete Bagh Yilik Oliim

Sa;’m g " 83.221 " 20-79 yas grubunda I

Tanm Konmamus -Diyabet Oram1 || %418 |n3iyabeti olanlarmn iginde |

Her X Yetiskinden Biri Diyabetli || 6 ' | Yaklasik her 6 kisiden biri |

IDF’nin ortaya koydugu, Avrupa iilkelerindeki diyabet goriilme sayilarina
baktigimizda Tirkiye’deki diyabet vakasinin her yil ¢ok fazla arttigin1 ve bu artigin
Tiirkiye’yi diyabet goriilme miktar1 konusunda Avrupa iilkeleri igerisinde birinci siraya
tasidig1 goriilmektedir (IDF 2021).

2.8. Avrupa iilkelerinde diyabet verileri (2011-2021)

Diyabetli Kisi Sayist (Milyon) | Yasa Gore Ayarlanmis Diyabet
. Yaygnligi (%)
ULKE 2011 - 2021 | Yir |
|I"JLKE 2011 - 2021 |
Tiirkiye 35 || 9.0
|T1'.‘1rkiye 8.1 14.5 |
Rusya 126 || 74 :
Federasyonu |Ispanya 6.5 10.3 |
Almanya 50 || 62 |And0ra 5.6 9.7 |
Ispanya 2.8 5.1 Portekiz 9.8 9.1 |
italya 36 | 45 |Sirbista11 7.9 9.1 |

Sekil 2.2. Avrupa iilkelerinde diyabetin goriilme sikligi (Internaitonal Diabetes
Federation 2021)
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2.9. Tip 2 diyabet ekonomi

Ekonomik agidan da 6nemli bir halk sagligi sorunu olan tip 2 diyabet, hem
dogrudan tedavi maliyetleri hem de komplikasyonlara bagli saglik hizmeti yiikii agisindan
iilkeler icin ciddi bir ekonomik zarar kaynagidir (Malhan vd. 2014). Tiirkiye Diyabet
Vakfi (TDV) baskan1 Prof. Dr. Temel Yilmaz’in agiklamalarina gore; Tiirkiye’de
yaklasik olarak 12 milyona yakin diyabet hastasi bulunmaktadir. SGK resmi verilerine
gore bu kisilerden, 8 milyonu ila¢ kullanan diyabetli ve 1,5 milyonu biinyesine insiilin
enjekte etmektedir. Ayrica iilkemizdeki diyabet vaka sayisinin artis miktar1 Diinya
ortalamasinin 2 katiyken Avrupa iilkelerinin diyabet ortalamasinin 3 kati oldugunu da
soylemektedir (IDF 2021). Tiirkiye’de her 10 yilda bir diyabet vaka sayisinin 2 kat
artmast Tiirkiye’yi Avrupa iilkeleri igerisinde her yil en yiiksek artis oranma sahip
olmasina neden olmaktadir. Ek olarak iilkemizin saglik biit¢cesinin dortte birinin sadece
diyabet hastalig1 kapsaminda kullanildigini belirtmistir (Giir 2024).

2.10. Tip 2 diyabet ve D. melanogaster

D. melanogaster, diyabet arastirmalarinda sik¢a kullanilan bir model
organizmadir. Insanlarla yiiksek oranda benzer hastalik genlerine sahip olmasi ve
memelilerin glikoz denge mekanizmalarina benzer yapilar tasimasi, sineklerin bu alanda
oncii olmasmi saglamaktadir (Demir vd. 2021). Sineklerde insiilin sinyallerinin
karakterizasyonu, metabolik diyagramin anlagilmasina katki saglamis ve bu sinyallerdeki
kusurlarin memelilerdeki etkilerle benzerlik gostermesi dikkat ¢ekmistir. Drosophila'da
kesfedilen 8 insiilin benzeri peptit (ILP), stres tepkileri, yasam siiresi, bliylime ve
metabolizmay1 diizenlemekte, beyinden ¢ikisin1 bir¢cok faktor etkilemektedir (Liao vd.
2020). Bu ozellikleri nedeniyle D. melanogaster, diyabetin genetik mekanizmalarini
incelemekte kullanilan 6nemli bir sistem haline gelmistir. Ozellikle tip 2 diyabetle ilgili
aragtirmalar, sineklerin bu alandaki roliinii artirmistir. Metabolizma kaynakli sorunlarin
tespiti, D. melanogaster’i ¢ok sayida genin fonksiyonunu tanimlama agisindan degerli
kilmaktadr.

Asagida verilen diyagramda yetigkin bir D. melanogaster’den insiilin benzeri
peptit salimimini kontrol eden ve diizenleyen faktorler verilmistir (Sekil 2.3). Diyagramda
mor metin ile gosterilen kisimlar ILP’yi diizenleyen sistemleri mavi metin ile gosterilen
kisimlar ise ILP salgisinin periferik faktorlerdir. Yetiskin bir Drosophila’nin biinyesine
seker girmesiyle D. melanogaster’deki yagli besin sensorii, inkretin benzeri
mekanizmalar vasitasiyla etkisini gostermektedir (¢izgili siyah noktalar). Yag govdesi,
ILP6 ve unpaired2 (UPD2) faktorleri sayesinde ILP cikisini uzaktan kontroliinii
gerceklestirmek icin besin sensorii olarak gorev yapmaktadir. UPD2, organizmanin tok
olmas1 halinde yag hiicreleri tarafindan iiretimi gergeklestirilen bir peptittir. UPD2’de
meydana gelen bir hasar biiyiimede azalmaya neden olmaktadir. UPD2’nin salinimi1 gama
aminobiitirik asidin (GABA) ortaya ¢ikisini baskilamaktadir. GABA, ILP ¢ikis tizerinde
inhibitér etkiye sahip olan durdurucu bir nérondur. UPD2’nin salgilanmasi GABA
noronunu baskilayacagi i¢in ILP c¢ikisina neden olmaktadir. UPD2 salgilanmaz ise
GABA néronunu durdurucu herhangi bir etki olmadigi igin ILP ¢ikisi gergeklesemez.

10
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ILP6, metabolik stres altinda yag govdesi tarafindan salgilanmaktadir. ILP6 sentezi
bliylimenin olumlu bir sekilde ger¢eklesmesini desteklemektedir. ILP6 ¢ikisi, ILP
sentezinde inhibitdr gorev alir. Biinyeye alinan seker Corpora cardiaca’dan sentezlenen
Limostatin hormonu (Lst) durdurur. Limostatinin durdurulmas1 ILP ¢ikisina neden olur.
Biinyeye sekerin girmemesi limostatin hormonunu arttirir ve ILP’nin ortaya ¢ikisinda
inhibitor etki gostermektedir (Corpora cardiaca boceklerde deri degistirme hormonun
salgilayan i¢ salgi bezidir). Kas dokusundan salgilanan myoglianin (myo), ILP sentezi
tizerinde durdurucu etkiye sahiptir. Kisa néropeptid F (Snpf) geni, Corazonin néropeptidi
ve 5-HT reseptorii ILP sentezinin gergeklesmesini saglayan faktorler olup oktopamin

hormonu ise ILP’nin ¢ikigina engel olmaktadir (Alfa ve Kim 2016).

oktopamin
sNPF, Corazonin—p

Seker
besleme

fGABA: Upd2
- o T e D A s lip6

JEE b= === 0, e
5-HT —> (ckly J€ -~~~ ~~" Py

[ ——
1

Sisman viidut
besinler

J

Sekil 2.3. D. melanogaster’de ILP’yi kontrol eden faktorlerin diyagrami (Alfa ve Kim
2016). (siyah cizgiler, ILP’nin ¢ikisinda pozitif yollar1 gosterirken kirmiz ¢gizgiler ise ILP

cikisinda durdurucu faktorleri gostermektedir)
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2.11. D. melanogaster’de 1PC’leri diizenleyen faktorler

n’i;m’ecti‘n\

Carbohydrates
9Mﬁ:~| _Aorta

VNC

LipidsYcarbohydrates
Fat body

Sekil 2.4. Insiilin iireten hiicrelerin (IPC) ortaya cikisini
diizenleyen faktorler (Nassel ve Broeck 2015)

D. melanogaster’de insiilin ireten hiicreler (IPC) bagirsaktan, yag govdesinden,
Corpora Cardiaca’nin endokrin hiicrelerinden ve beyinden salinan bir¢ok faktor
araciligiyla diizenlenmektedir. D. melanogaster’de IPC’leri diizenleyen faktorler Sekil
2.4’de verilmistir. IPC (siyah nokta ile gosterilen), D. melanogaster’de kafa bolgesinde
bulunmaktadir. Yesil ¢izgi ile gosterilen yol, yag govdesinden karbonhidrat ve lipid
vasitasiyla ortaya ¢ikan UPD2’nin GABA néronunun etkinligini durdurmasini, GABA
noronunun durdurulmasi da IPC iiretiminin desteklendigini gostermektedir. Kirmiz yol,
IPC’yi uyaran glikoz molekiilleri sayesinde Corpora Cardiaca’dan Adipokinetik
hormonunun (AKH) salgilanmasi verilmistir. Adipokinetik hormon, bircok bocekte yag
hiicresinden elde edilen enerjinin ortaya ¢ikisinda koprii gorevi gérmektedir. AKH’dan
yoksun sineklerde aglik direnci bakimindan kontrol sineklerden ¢ok daha uzun
yasadiklar1 gézlemlenmistir. Mavi yol, karbonhidratin ortaya ¢ikisiyla AKH iiretiminin
durmasini ve AKH’in durmasi ile IPC’ler lizerinde inhibe edici 6zellige sahip limostatin
hormon sentezinin engellenmesi gosterilmistir. Pembe yol, IPC’lerin uyarimini
gergeklestiren Adiponektinin yag govdesinden salinimini gostermektedir. Adiponektin,
yag dokusundan salgilanarak hayvanlar da metabolizma diizenleyicisi olarak gorev
yapmaktadir. IPC’ye ait Adiponektinin durdurulmasi sonucu D. melanogaster de seker
ve trigliserit seviyesinin arttig1 gozlemlenmistir.
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2.12. D. melanogaster insiilin benzeri peptitlerin (DILP) iiretim yerleri

Yetiskin bir D.
melanogaster’in - merkezi  sinir
sisteminde ve diger organlarinda
DILP’lerin  iiretim ve salinim
bolgeleri Sekil 2.5’de gdsterilmistir.
D. melanogaster beynindeki insiilin
) Esephages lireten hﬁcreleyden '(IPC) 3 gdet D
i‘?}'tﬁ_’iﬂg{'ib‘i& DILES . melanogaster insiilin benzeri peptit

SEEEERSE RSl (DILP)  salgilanmaktadir.  Bunlar
—Corpora allata (diyagramin sag iist kosesinde sari
-DILP3 ile gosterilen) DILP2, DILP3 ve
VNC DILPS5’tir. Bu 3 insiilin benzeri
DILP7 peptit, Corpora Cardiaca (CC) ve
Intestine Corpora Allata’nin  (CA) akson
' uclarindan D. melanogaster’in 6n
bagirsagina ve crop adi verilen
bolgesine salgilanmaktadir (crop;

DILP2, DILP3, DILPS

DILP6 IPCs
Fat body —dl

gidalarin sindirimi
gerceklestirilmeden once
’ depolandig1 ince duvarli bolge).
" Fat body DILP3, DILP5 ve bagirsak kasi

tarafindan malpighi tiibiillerinde ve
Sekil 2.5. DILP’lerin ¢ikis noktalar1 (Ndssel | yumurtaliklar da  dretilmektedir.
ve Broeck 2016) DILP6, D. melanogaster’in hem
kafasindaki hem de gdvdesindeki
yag govdesinin adipositleri tarafindan sentezi gergeklestirilmektedir. DILP7, ventral sinir
kordonunda bulunan (VNC) yaklasik 20 noéromer tarafindan iiretilmektedir (néromer;
sinir ¢iftlerinin baglanma noktalar1 arasindaki pargalar). Ventral sinir kordonundan
tiretilen DILP7, arka bagirsaga ve yumurta kanalina dogru da salinimi gergeklesmektedir
(Nassel ve Broeck 2016).

2.13. Kafein

Kafein, yaprak veya meyve halindeki bitkilerde dogal halde bulunan uyarici
etkilere sahip hafif aci1 bir tada sahip beyaz, kokusuz bir toz olan ergojenik (performans
arttirict) bir maddedir. Kafein, Diinya’da en ¢ok tiiketilen psikoaktif maddedir (Landolt
2008). Kimyasal olarak 1,3,7-trimetilksantin yapisinda, dogal olarak ¢ay, kahve, kakao
ve bazi bitkilerde bulunan bir alkaloiddir (Heckman ve Gonzalez de Mejia, 2010). Yapisal
olarak piirin tiirevleriyle benzerlik gosterir ve molekiil agirligr yaklasik 194 g/mol’diir
(Osz vd. 2022).

2.14. Kafein iceren gidalar

Kafein, bir¢cok farkli gidadan farkli konsantrasyonlarda alimi s6z konusudur.
Dogal olarak 60’dan fazla bitkide kafein bulunmaktadir (Rodak vd 2021). En iyi
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bilinenlerden gurana meyvesinde, cay yapraklarinda, kakao c¢ekirdeklerinde, kola
findiginda bulunmaktadir. Guarana bitkisi kafein igerigi en yiiksek bitkidir (Schimpl
2013). Bu bitkiler islenerek oOzellikle kahve, ¢ikolata, mesrubatlarda ve agr1 kesici
ozelliginden dolay1 bazi ilaglarda kullanilan etken maddedir. Ek olarak kafeinli sakizlarin
iiretimi de s6z konusudur.

Cizelge 2.1. Kafein igeren gidalar ve icerisindeki kafein miktarlar: (USDA 2019)

Tamimlayict Kod || Gida " Porsiyon Agirhgi (g) || Kafein(mg) |

| 19165 || Kakao | 100 | 5710
' 19120 || Siitlii Cikolata | | 100 1 20 |
| 14214 || HazrKahve | 100 1 3140 |
| 14210 .| Espresso 1] 100 1] 212 |
| 14366 | Hazir Cay | 100 5710 |
: 19081 || Cikolata 1 100 1 66 |
| 14629 | I_Eflerj i fcecegi || 100 | 3
| 44258 I galé‘i’}%tah " 100 " 18 I
| 14148 | Kola 1 100 1 9 |
mes || G || [ 7|

2.15. Kafeinin etkileri

Kafein, kullanim miktarina ve amacina gére hem faydali hem de zararl etkiler
gosterebilir. Ginliik 250 mg gibi disiik seviyelerde alindiginda, mutluluk ve keyif verici
etkiler yaratabilir. Ancak 500 mg gibi yiiksek miktarlarda tiiketildiginde, sinirlilik,
heyecan, kalp garpintisi, huzursuzluk ve kaygi gibi durumlara yol agarak kisinin ruh halini
olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Rodak vd 2021). Yapilan ¢alismalar sonucunda
kafeinin uyku durumunu geciktirdigi de ortaya konulmustur (Penetar 1993). Kafein, uyku
ihtiyacin1 ortadan kaldirmaz ancak uykulu olma durumunu gegici olarak gizleyerek
kisinin uykulu haldeyken en iyi sekilde performans sergilemesine katki saglayan bir
uyaricidir.
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2.16. Kafeinin olumlu etkileri

Kafein tliketiminin ¢esitli sistemler {izerinde farkl etkileri bulunmaktadir (Sekil
2.6). Kas sistemini etkileyen kafein, kisinin yorgunluk, uyuklama ve agri hislerini
azaltmasina yardimer olabilir (Yildirim 2024). Kolayca kan-beyin bariyerlerini asarak
merkezi sinir sistemini de etkileyebilmektedir (Demirci 2022) Beyne giden ve beyinden
gelen mesajlarin iletim siiresini hizlandirarak beyin tlizerinde etkili olur (Nehlig 1992).
Ayrica, 6grenme ve hafiza lizerinde cesitli etkileri bulunmaktadir. Reaksiyon siiresini
kisalttigl, uyanmikligr artirdigi, odaklanmayi gelistirdigi ve motor koordinasyonunu
tyilestirdigi bilinmektedir. Farkli organlar iizerinde de olumlu etkiler gostermektedir.
Ornegin, kafein aliminin ardindan agiga ¢ikan teobromin, damarlarm genislemesine
yardimec1 olur. Bu sebeple kafein astim ve prematiire apnesi gibi ¢esitli solunum
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Han vd. 2022). Kafein tiiketimi, goz
bebeklerinin genislemesine yardimci olarak kisinin goriislinii daha net hale getirir.
Modern ¢agin hastaliklarindan diyabet ve kanser i¢in ise antidiyabetik ve antikanser
Ozelliklere sahip oldugu sOylenmektedir (de Sotillo and Hadley 2002; Abokyi vd. 2017;
Nigra vd. 2021). Arastirmalar, kafeinin Huntington, Parkinson, epilepsi, sizofreni ve
Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikmasini engelleyebilecegini veya
mevcut hastaliklarin ilerleyisini yavaslatabilecegini gostermektedir (Rodak vd. 2021).
Son olarak, antioksidan Ozelligi sayesinde oksidatif stresi azaltmada etkili oldugu
gosterilmistir (Vieira vd. 2020).

’ ant
:
OGRENME UYKU . DIKKAT
FIZIKSEL AKTIVITE ORGAN MERKEZ! SINIR
sisTEMI

Sekil 2.6. Kafeinin etki ettigi durumlar ve sistemler
2.17. Kafeinin olumsuz etkileri

Giinliik olarak 300 mg'dan fazla kafein aliminin, bireyler iizerinde olumsuz etkiler
yaratabilecegi goOsterilmistir. Bu miktarin iizerindeki kafein tiiketimi, kalp carpintisi,
yiiksek tansiyon, agresif davraniglar, yiiz kizarmasi, idrar miktarinda artis, sinirlilik ve
depresyon gibi durumlara yol agabilmektedir (Rodak vd. 2021). Kafein tiiketiminin
aniden durdurulmasi halinde, bireyde bas agrisi, kas agris1 ve kaygi gibi etkiler meydana
gelebilir. Ozellikle hamileligin ilk {ic aymnda annenin giinde 150 mg'dan fazla kafein
almasinin, spontan diisiik yapma, rahim i¢i biiyiime kisitlamas1 (IUGR), diisiik dogum
agirhig (LBW) ve erken dogum riskini artirabilecegi diistiniilmektedir (Deniz 2015).
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2.18. Kafeinin norotoksik etkileri

Kafein, merkezi sinir sistemi {izerinde uyarici etkilere sahip oldugu bilinen bir
psikoaktif maddedir. Bununla birlikte, yiiksek dozlarda veya siirekli kullanimi
durumunda norotoksik etkiler gosterebilecegi bilinmektedir (Temple vd. 2017; Morsy vd.
2024). Kafein,  adenozin  reseptorlerini ~ antagonize  ederek  nd&ronal
aktiviteyi artirmaktadir. Bu durum baslangi¢c asamasinda biligsel fonksiyonlarda gegici
bir iyilesme saglamasi miimkiin olmaktadir (Nehlig 2016; Smith 2022). Kafein
tiiketiminin norolojik etkileri lizerine yapilan aragtirmalar, hem olumlu hem de olumsuz
sonuclar ortaya koymaktadir. Asir1 kafein alimi, hiicre i¢i kalsiyum dengesini bozarak
oksidatif stres ve hiicre 6liimiine neden olabilir (Chen vd. 2018; Wang ve Chen 2024).
Ayrica, glutamat salimmmini artirarak eksitotoksisiteye yol acabilir ve bu durum
norodejeneratif siiregleri hizlandirabilir (Fredholm vd. 1999). Kronik kafein tiikketimi,
noronal plastisiteyi olumsuz etkileyebilir ve sinaptik baglantilarda bozulmalara neden
olabilir (Temido-Ferreira vd. 2020). Ote yandan kafeinin norodejeneratif hastaliklarda
koruyucu potansiyel tasidigi da bildirilmektedir. Nrf2 ve A2A reseptor yollari tizerinden
oksidatif stresle miicadele ederck Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinda koruyucu etki
gosterebilir (Tkram vd. 2020). Ayrica AB-toksisitesi ve NO-bagimli néroinflamasyonu
baskilayarak noron koruyucu etki sagladigi gdzlemlenmistir (Song vd. 2024). Bu
bulgular, kafeinin norolojik saglik izerindeki karmasgik etkilerini anlamada 6nemli bir rol
oynamaktadir.

S —

Asiri kafein tiketimi

Huc‘;: rl:;lel;ai:‘s;:‘yum Ohitamates Oksidatif stresin
Bcstimass saliniminin artigi indiklenmesi
1
1
[
]

]

WV
oksidatif stres
]

]

\ 4
Noronal plastisite

>3 Hiiere Oliimii 555 kaybi
e ————

Sekil 2.7. Asirt kafein tiiketiminin ndrotoksik etkileri (Wang ve Chen 2024)

Kafeinin dopaminerjik sistem tizerindeki etkileri, norodejeneratif hastaliklarin
gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilir (Fisone vd. 2004; Song vd. 2024). Ozellikle
hipokampus gibi bellek ve 6grenme siirecleriyle iliskili beyin bélgelerinde kafeinin
norotoksik etkileri gozlemlenmistir (Cunha ve Agostinho 2010; Temple vd. 2017). Uzun
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stireli kafein kullanimi bu etkileri daha belirgin hale getirebilir (Lorist ve Tops 2003).
Kafeinin norotoksik potansiyeli, bireylerin genetik yatkinliklart ve metabolizma
hizlarindaki farkliliklar nedeniyle cesitlilik gosterebilir (Cornelis vd. 2011). Genetik
polimorfizmler, bireylerin kafeine kars1 duyarlilik seviyelerini etkileyebilir (Yang vd.
2010). Bu sebeple kafeinin ndrotoksik potansiyeli, 6zellikle uzun siireli ve yiiksek doz
maruziyet durumlarinda dikkate alinmasi gereken bir konudur.

2.19. Giinliik kullanmimda kafein

Giinliik 300 mg'a kadar kafein tiiketimi
normal kabul edilirken, 300 mg'dan fazla
kafein alimi kafein toksisitesine yol agabilir.
Ozellikle 400-800 mg arasinda kafein tiiketimi,

kafein toksisitesine sebep olmaktadir (Zdunska

2023). Kafein toksisitesi, mide bulantisi, bas

d.t')n.rnesi,.elilerde titrem.e,.bas“agn.m ve ku§rpa
’ gibi belirtilerle kendini gosterir. toksisite

“B seviyesi_yﬁ_k§eldi_kge h_alﬁsinasyonlar, _kaslar_da_l
yikim, sindirim sistemi sorunlar1 ve psikoz gibi

daha ciddi durumlar meydana gelebilir (Hanc1

vd. 2013). Giinliik 5-10 gram kafein alim

1 hayati tehdit edebilir ve 6liimle sonuglanabilir

- ' (kablan ve Erdem 2022). Bu miktarda kafein

i = : tikketimi, 75 fincan kahveye, 125 fincan caya

: ve 200 kutu kolaya denk gelmektedir. Alinan
1. gidanin tiirdi, kafein miktari etkilemektedir
-1 (Sekil 2.8). Ornegin 30 mg'lik siitlii ¢ikolata

icinde 6 mg kafein bulunurken, ayn1 miktardaki
bitter ¢ikolatada 60 mg kafein yer almaktadir.
Tiikettigimiz kahvenin yogunlugu veya hazir
mi1 yoksa evde mi hazirlandigi, icerigindeki
kafein seviyesini etkiler. Ornegin filtre
kahvenin mililitresinde 85 mg kafein varken, ayn1 hacimdeki hazir kahvede bu miktar 65
mg'dir.

Sekil 2.8. iceceklerin kafein icerigi
(Zdunska 2023)

2.20. Kafein metabolizmasi

Kafein, oral alim sonrasi 35-40 dakika igerisinde ince bagirsaklarda emilerek kan
dolasimina geger. Agizdan alindiktan sonra viicutta nasil bir donlisiim gecirdigi, sekil
2.9'da gbosterilmistir. ince bagirsaklardan tamamen emilen kafein, lipofilik yapisi
sayesinde kan-beyin bariyerini kolaylikla asarak merkezi sinir sistemine ulasir ve etkiler
(Nehlig ve Debry 1994; Sharma ve Thakur 2023). Plasenta bariyerini gecerek embriyoya
ulagir ve gonad bariyerlerini agarak iireme organlarina etki etmektedir (Miners ve Birkett
1996; Qian vd. 2018). Insan viicudunda kafein metabolize edildiginde, %84 paraksantin,
%12 teobromin ve %4 teofilin olusmaktadir (Barcelos vd. 2020). Paraksantin, lipoliz
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siirecini hizlandirarak kan plazmasindaki gliserol ve yag asidi seviyelerinde artisa yol
a¢cmaktadir. Teobromin, vazodilatasyon etkisi gostererek kan damarlarinin genislemesine
ve idrar hacminde artisa neden olmaktadir. Teofilin ise diiz kaslarin gevsemesini
saglamasi nedeniyle 6zellikle astim tedavisinde klinik kullanim alani bulunmaktadir.

SITOKROM P450 IA2 ENZIM

L)
"
\ (le‘,‘:
“ O
>
TEOFILIN
%4

TUKETIM DOLASIM / AKUT MEKANIZMA \
,— ?" NN
(.—_"’—" {‘%‘)‘-"o /=N ("q/" TEOBROMIN |
KAFFINLI ICECEKLER 7Y Nen /\;)
7 ——— e | Y :
& KAI:Em C];;' KAFEIN
KAFEINLI SAKIZ ¢ O o o w I I puvasu
v m‘ Y "o ADENOZIN <¢( PARAKSANTIN :
KAPSUL l PARAKSANTIN U e 1
2584
c'u, ( TEOFILIN ¢
METABOLIZMA &8
we |}
/.-4 r:ogﬁgm ..‘.. ’......
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3,
~

Sekil 2.9. Kafeinin karacigerde metabolitlerine doniistimii (Barcelos vd. 2020)

Kafeinin metabolizmas1 karacigerden salgilanan CYP450 1A2 enzimi ile
gerceklesmektedir (Cimen ve Erdem 2022). Kafein aliminmin artmasiyla birlikte,
karacigerden CYP450 1A2 enziminin saliniminda bir artis gozlemlenmektedir. Kafein,
bu enzim araciligiyla aktif metabolitlerine doniistiiriilmektedir (Sekil 2.10). Nikotin,
sigara dumani ve lahanagiller gibi faktoérler CYP450 1A2 enziminin salimimini tesvik
ederken, greyfurt suyu, lidokain ve takrin gibi bilesikler ise bu enzimin salinimini inhibe
etmektedir (Aydm ve Dede 2016). insanlarda kafeinin yarilanma siiresi ise 3 ila 7 saat
arasinda degismektedir (Fredholm vd. 1999; Juliano ve Griffiths 2004). Kafein
alindiginda, agiz ve midede bir miktar emilir. Ince bagirsaklardan tamamen emilen
kafein, viicutta 6nemli doku ve organlara kolayca ulagmaktadir.
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Kafein (CA)
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Sekil 2.10. Kafeinin viicut i¢erisinde ulastigi doku ve organlar (Aydin ve Dede 2016)

Karacigerde gerceklesen bu metabolik doniisiim, bireyin enzim diizeyi, genetik
ozellikleri, patojenik durumu, beslenme aligkanliklari, hormonal durumu ve kafein
konsantrasyonuna bagli olarak kafeinin parcalanma siiresinde degisikliklere yol
acmaktadir. Kafein, viicuda alindiktan sonra anne siitii, ter, meni ve tiikiiriik gibi bircok
biyolojik Ornekte tespit edilebilmektedir. Kafeinin yaklasik %0,5-10’u ise metabolize
edilmeden dogrudan safra ve idrar yoluyla viicuttan atilmaktadir (Aydin ve Dede 2016).
Kafein viicuttan biiyiik 6l¢iide bobrekler yoluyla atilirken az miktarda da tiikiiriik ve ter
ile disar1 atilmaktadir.

2.21. Kafeinin Etkisi

Kafein, diisiik dozlarda (yaklasik 20-200 mg) tiiketildiginde, bilissel islevlerde
iyilesmeler saglama potansiyeline sahiptir. Bu doz araliginda, dikkat, reaksiyon siiresi ve
hafiza gibi alanlarda uyarici etkiler gézlemlenebilir (Socata vd. 2020). Ayrica adenozin
reseptorlerini antagonize ederek ndronal aktiviteyi diizenler ve bu siirecte antioksidan
savunma sistemini aktive eder (Ikram vd. 2020).
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Sekil 2.11. Kafeinin zamana baglh olarak degisen etkileri (Fredholm vd. 1999)

Kafein, diislik dozlarda glukoz metabolizmasini diizenleyerek insiilin duyarliligin
artirabilirken, yiiksek dozlarda glukoz intolerans: ve insiilin direnci riskini artirabilir
(Stefanello vd. 2014). Bu ¢ift yonlii etkilerin, kafeinin GLUT4 ekspresyonu,
mitokondriyal fonksiyonlar ve serbest radikal iiretimi {izerindeki etkilerinden
kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Fatima vd. 2023).

2.22. Kafeinin yarilanma omrii

Insanlarda kafeinin yarilanma omrii 3 ila 7 saat arasinda degisiklik
gostermektedir. Ancak bu siire, bireyin genel saglik durumu, yasam tarzi ve yas gibi
faktorlere bagli olarak farklilik arz etmektedir.

Hamile bireylerde kafeinin yarilanma 6mrii belirgin bir sekilde uzamakta ve 9 ila
11 saat araligina kadar ¢ikabilmektedir (Diindar 2022). Obez bireylerde ise kafeinin
metabolize edilme siirecinin yavasladigi ve viicuttan atiliminin azaldig1 gosterilmistir.
Yapilan bir ¢alismada, obez kadinlarin zayif kadinlara kiyasla daha yiiksek diizeyde
paraksantin, teobromin ve teofilin salgiladig1 gozlemlenmistir (Harpaz vd. 2017; Sinar
vd. 2019)

Kafeinin yarilanma omrii, yenidoganlar ve ¢ocuklarda yetiskin bireylere kiyasla
daha uzundur. Yenidoganlarin karacigerinde sitokrom P450 enzim miktarinin diisiik
olmasi nedeniyle kafeinin metabolize edilme siiresi yavaslamakta ve yarilanma 6mrii 30
saate kadar uzayabilmektedir. Ergenlik donemindeki bireylerde ise metabolik siirecler
daha hizli gerceklestiginden, kafeinin yarilanma omrii daha kisa olmaktadir (Aydin ve
Dede 2016)
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2.23. Kafein mekanizmasi

ATP'nin
par¢alanmasi
Adenosin Nukleozit  Yuksek Enerjili Fosfat Baglar | sonucu ortaya ¢ikan
dogal bir molekiil
olan adenozin
(Sekil 2.12)
beyindeki adenozin

reseptorlerine
AMP (Adenozin Monofosfat) baglanarak  kiside
yorgunluk, bitkinlik
ve agr1 hislerine yol
ATP (Adenozin Trifosfat) acmaktadir.
Kafeinin adenozine
benzer ¢ boyutlu
bir yapiya sahip
Sekil 2.12. ATP molekiiliiniin yapisi olmas, onun
adenozin
reseptorlerine
baglanabilmesine olanak tanimaktadir. Kafein, adenozin reseptdrlerine adenozine
kiyasla daha yiiksek bir afiniteye sahip oldugundan, viicuda alindiginda reseptorlere
adenozin yerine kafein baglanmaktadir. Kafeinin adenozin reseptorlerine baglanmasi,
adenozinin baglanmasini engelleyerek adenozinin fizyolojik etkilerini baskilamaktadir.
Kisa siireli diizenli kafein tiikketiminin, adenozin reseptorlerinin sayisini artirarak belirli
bir miktarda alinan kafeinin etkilerinin zamanla azaldigini ortaya koydugu bildirilmistir
(Grgic ve Mikulic 2021). Ozetle, adenozin reseptorlerine baglanan adenozin miktar
arttikga bireyin yorgunluk ve bitkinlik hissi de artmaktadir. Memelilerde Al, A2A, A2B
ve A3 olmak tizere dort farkli adenozin reseptorii bulunmaktadir (Landolt 2008). Kafein
metabolizmasinda ozellikle A1 ve A2 reseptorleri etkili rol oynamaktadir. Kafein,
adenozinin neden oldugu uyku ve yorgunluk hissini dogrudan ortadan kaldirmaz, fakat
bu etkilerin ortaya ¢ikmasini engelleyerek uykuyu geciktirir.

ADP (Adenozin Difosfat)
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2.24. Kafeinin farmakolojik etkileri
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Sekil 2.13. Kafeinin sistemler iizerindeki etkisi (Nehlig vd. 1992)

Kafein, diinya genelinde en yaygin tiiketilen psikoaktif maddelerden biri olup,
hem olumlu hem de olumsuz etkiler gosterebilen bir bilesiktir (Ikram vd. 2020). Giinliik
diisiik dozlarda tiiketildiginde, kafeinin dikkat ve konsantrasyonu artirdigi, biligsel
performansi iyilestirdigi ve fiziksel dayanikliligi artirdigi bilinmektedir (Smith vd. 2017).
Ancak, yiiksek dozlarda ve uzun siireli tiikketiminde, kafein anksiyete, uykusuzluk ve
tagikardi gibi yan etkilere neden olabilir (Fatima vd. 2023). Ayrica, ndronal hiicrelerde
kalsiyum homeostazinin bozulmasi yoluyla norotoksik etkiler olusturabilecegi rapor
edilmistir (Fatima vd. 2023).

2.25. D. melanogaster’de kafein mekanizmasi

Kafein, merkezi sinir sistemi iizerinde uyarici etkileriyle taninan bir bilesiktir ve
bu etkilerin biyolojik mekanizmalarini anlamak i¢in D. melanogaster sikga kullanilan bir
model organizmadir. Yapilan arastirmalara gore, belirli dozlarda kafein verilen sineklerin
omrii, kontrol grubuna kiyasla daha uzun olmustur (Nikitin ve Navitskas 2008). Ayrica
Drosophila'nin genetik yapisinin iyi bilinmesi, kafeinin viicutta nasil metabolize
edildigini anlamada biiylikk avantaj saglar. Kafeinin metabolizmasinda gorev alan
sitokrom P450 enzimleri bu modelde detayli incelenmistir (Coelho vd. 2015). Kafeinin
sinir sistemi tizerindeki etkileri de arastirilmig ve uyku-uyaniklik dongiisiinii degistirdigi
bulunmustur (Lin vd. 2010). Kafeinin Cyp6a2 ve Cyp6a8 gibi genlerin ekspresyonunu
artirdifi ve bunun sinyal yollariyla diizenlendigi belirlenmistir (Bhaskara vd. 2008).
Genetik etkiler agisindan, kafeinin sineklerde mutasyon oranlarmi artirabildigi ve
potansiyel bir mutajen olarak degerlendirilebilecegi belirtilmistir (Clark ve Clark 1968).
Drosophila, 6grenme ve hafiza gibi davranigsal etkileri gézlemlemek igin de kullanilir
(Asbah vd. 2021). Daha onceki yapilan aragtirmalar sonucunda D. melanogaster
bireylerinde 1 - 2 mg / ml oraninda kafein miktar1 6liimciil dozlar oldugu, 0,2 — 0,5 mg /
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ml konsantrasyonunun ise zararli ama 6liimciil olmayan kafein dozu olarak bildirilmistir
(Nikitin vd. 2008; Wu vd. 2009; Nall vd. 2016; Scanlan vd. 2022). Tez kapsaminda
molekiiler caligmalarda D. melanogaster bireylerine 0,1 — 05 mg / ml dozlar
uygulanmustir.

Yapilan caligmalar, kafeinin akut uygulamasmin (8-12 saat boyunca 0,25-5,0
mg/ml) D. melanogaster bireylerinde de uyku siiresini azalttigini ortaya koymustur
(Hendricks 2000). D. melanogaster bireylerinde kafein metabolizmasi incelendiginde,
memelilerdeki kafein metabolizmasina benzer bir siire¢ izledigi gozlemlenmistir.
Sitokrom enzimleri, boceklerde gelisim ve detoksifikasyon siireglerinde kritik dneme
sahip olup, cesitli kimyasal reaksiyonlarin gerceklesmesini saglamaktadir. Bununla
birlikte, kafeinin metabolizasyonunda da rol oynayan enzimler arasinda yer almaktadir.
D. melanogaster’de kafein pargalandiginda, metabolitlerin yaklasik %42’sinin
teobromin, %34’linlin memelilerde bir karsilig1 bulunmayan M2 metaboliti, %20’sinin
paraksantin ve %4’{liniin teofilin oldugu tespit edilmistir (Sekil 2.14) (2015).
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Sekil 2.14. D. melanogaster’de kafein pargalanmasiyla agiga ¢ikan metabolitleri (Coelho
2015)

D.melanogaster bireylerinde memelilerde bulunan A1 ve A2A reseptorlerine
benzer 6zellikler gosteren dAdOR adenozin reseptorii bulunmaktadir. dAdoR null mutant
bireylerde yapilan caligsmalar, kafeinin benzer sonuglar dogurdugunu gostermistir. Bu
durum kafein metabolizmas: {izerinde farkli faktorlerin de etkili olabilecegini
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disiindiirmiis ve sonraki arastirmalarda bu faktériin  uyanikligi tesvik eden
norotransmitterlerden biri olan dopamin sentezi ile iligkili oldugu ortaya konulmustur
(Andretic vd. 2008). Kafein tiiketiminin, sinekler ve insanlar arasinda benzer davranigsal
etkiler gostermesi D. melanogaster’deki etki mekanizmasimnin anlasilmasinin
memelilerdeki olas1 etkilerin Ongodriilmesine katki saglayabilecegi diislincesini
desteklemektedir.

Sonug olarak D. melanogaster’in genetik olarak kolay manipiile edilebilmesi, kisa yasam
dongiisii, diisiik maliyetli olusu ve kafeine kars1 fizyolojik ve davranigsal olarak belirgin
yanitlar vermesi, onu kafein arastirmalari i¢in ideal bir model organizma haline
getirmektedir.
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3. MATERYAL - YONTEM
3.1. Kullamlan kimyasallar

Cizelge 3.1. Calisma kapsaminda kullanilan kimyasallar

KULLANILAN KIMYASALLAR

Kafein (CsHioN4O2) || Sarcosine Agar-agar
Stikroz (Ci2H22011) “ (F:;fsa)t tamponu Potasyum kloriir

Org-itas folfl Gl II Etidyum bromiir Ringer's Soliisyonu

(HsPO.)

Propiyonik asit Trizma Base

(C:HeO2) " BioUltra Etemel. (i)
Glasiyel asetik asit e
(CH3C¥OOH) II Agaroz (LMA) Feniltiyotire
Sodyum hidroksit .
(NaOH) " Agaroz (NMA) Sulforhodamine B
Etilendiamin

tetraasetik asit HEPES Brillant Blue FCF
(Na:EDTA)

Sodyum kloriir Coomassie Blue

(NaCl) (Bradford)
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3.2. Kullamilan cihazlar

Cizelge 3.2. Calisma kapsaminda deneylerin yiiriitiilmesinde kullanilan cihazlar

CIHAZ

Stereo Mikroskop
Florasan Mikroskop
Santrifi
Elektroforez Tank1
Mikrodalga
Buzdolabi

Steril Kabin

Hassas Terazi
Vortex

Manyetik Karistirici
Ph Metre

Coklu Plate Calkalayici
Monitor

PCR

KULLANILAN CIHAZLAR

MARKA

Nikon

Nikon

Beckman coulter

SCIE-PLAS
VESTEL
VESTEL
JSR

Precisa
VWR
DLAB
Ohaus
Biosan
Samsung

NY X Teknik
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MODEL

SMZ645
Eclipse E-200
Allegra X-22R
HUZ20
MD-GDX30
Lotus555Deep A
JSCB-1200SB
XB 320M
Cat No. 12620-856
MS-H-S10
a-AB23PH
MPS-1
S22D300
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3.3. Kullanilan kitler

Cizelge 3.3. Calismada yer alan deneyler i¢in kullanilan Kitler

KULLANILAN KITLER
[
URUN MARKA CAT NO.

[

Lipid Peroksidasyonu BT Lab E0726Hu
[

TOS Rel Assay Diagnostics LOT. KM24156A
[

TAS Rel Assay Diagnostics LOT. KM241730
I RNeasy Mini Kit Qiagen LOT. 166013553

3.4. Drosophila melanogaster

Sekil 3.1. Yabaml Tip D.
melanogaster

D. melanogaster, genetik ¢alismalarinda sik¢a kullanilan ve bilim diinyasinda
onemli bir yer edinen bir model organizmadir (Schmidt vd. 2006). Bu kii¢iik sinek tiirt,
hayvanlar alemi i¢cinde Eklem bacaklilar (Arthropoda) subesine ve Bdocekler (Insecta)
sinifina aittir. Cift kanathilar (Diptera) takimmin Drosophilidae familyasinda yer alan
Drosophila, ozellikle genetik ve biyolojik arastirmalarda ¢okga tercih edilmektedir
(Schmidt vd. 2006). Drosophila'nin cins adi olan "Drosophila™, "¢liriiyen meyveyi seven*
anlamma gelirken tiir adi "melanogaster” ise "siyah karm" anlamini gelmektedir
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(O'Grady ve DeSalle 2018). Bu tiiriin dogal yasam alanlarinda yaygin olarak bulunan
yabanul tipleri, kirmizi petek gozlii, uzun kanatli ve agik renk viicutlu fenotipik dzelliklere
sahiptir. Boylar1 genellikle 2 ila 4 mm arasinda degigmektedir (Roberts 2006). D.
melanogaster’in genetik arastirmalarda bu denli yaygin kullanilmasinin sebeplerinden
biri de hizli iireme dongiisiine sahip olmasidir. Bu 6zellik, bilim insanlarinin genetik
varyasyonlart ve mutasyonlar1 kisa silirede gozlemleyebilmesine olanak tanimaktadir.
Ayrica bircok farkli fenotipe ve davranis Ozelliklerine sahip yaklasik 1500 tiiri
bulunmaktadir. Bu ¢esitlilik, D. melanogaster’i biyolojik ¢esitlilik ve evrimsel siireclerin
incelenmesi acisindan degerli kilmaktadir (Sato vd. 2020).

Sonug olarak D. melanogaster sadece genetik calismalar i¢in degil, ekoloji ve
evrimsel biyoloji alanlarinda da 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu kiigiik sinek tiirt, bilim
diinyasinda model organizma olarak kabul edilmekte ve bircok arastirmada
kullanilmaktadir. Bu nedenle D. melanogaster, bilimsel literatiirde sikga atifta bulunulan
bir organizma olmustur (Ong vd. 2015; Rocha 2013).

D. melanogaster biyolojik arastirmalarda model organizma olarak tercih
edilmesinin en Onemli nedenlerinden biri, son derece kisa yasam dongiisiine sahip
olmasidir (Beckingham vd. 2005). Uygun sicaklik kosullarinda (25°C) yumurtadan
erigskin bireye gecis sadece yaklasik 10 giin siirer ve bu da kisa siirede ¢ok sayida nesil
iiretmeye olanak tanir (Rocha 2013; Flatt 2020). Disi bireylerin giinliik olarak 100’den
fazla yumurta birakabilmesi biiyiikk deneysel popiilasyonlarin olusturulmasini
kolaylastirir ve istatistiksel giivenilirligi artirir (Reaume ve Sokolowski 2006). Bunun
yaninda, kii¢iik boyutlar1 ve basit beslenme ihtiyaglar1 sayesinde laboratuvar ortaminda
yiizlerce bireyin diisiik maliyetle yetistirilmesi miimkiindiir. Genetik yapis1 agisindan da
oldukgea elverisli bir tiirdiir; D. melanogaster yaklasik 14.000 gene sahiptir ve bu genlerin
%75 kadar1 insan hastaliklariyla iliskili genlerin homologlaridir (Markow ve O’Grady
2005; Reaume ve Sokolowski 2006; Mirzoyan vd. 2019). Bu durum, ozellikle
norodejeneratif hastaliklar, kanser ve metabolik bozukluklar gibi konularin genetik
diizeyde modellenmesini miimkiin kilar. Cok sayida genetik ara¢ bu organizma igin
optimize edilmistir. Ozellikle UAS-GALA4 sistemi, belirli genlerin hedef dokularda veya
zamansal olarak diizenlenmesini saglayarak gen islevlerinin detayli analizine imkan tanir
(Arias 2008). RNA interferansi (RNAi), CRISPR/Cas9 gibi ileri diizey genetik
diizenleme teknikleri de bu tiirde yaygin olarak basariyla kullanilmaktadir (Neville ve
Goodwin 2012). Gelisimsel genetik ¢alismalar1 agisindan da idealdir; ¢iinkii larvalarinin
bazi dokularinda bulunan polytene kromozomlar, mikroskop altinda kolayca

gozlemlenebilir ve genetik haritalama i¢in miikemmel bir kaynak olusturur (Zykova vd.
2018).

Etik yonden bakildiginda ise, D. melanogaster omurgasiz canli siifinda oldugu
icin pek ¢ok tilkede deneysel kullaniminda etik kurul iznine ihtiyag duyulmaz; bu da bilim
insanlarina 6nemli bir operasyonel kolaylik saglar (Arias 2008). Son olarak Drosophila,
merkezi sinir sistemi {lizerine yapilan ¢alismalarda siklikla tercih edilir ¢linkii beyin yapisi
sadedir 0grenme, hafiza, uyku, saldirganlik ve ciftlesme gibi davranigsal siiregleri
incelemek i¢in oldukga uygundur (Yamamoto ve Jallon, 1997; Jeibmann ve Paulus 2009).
Bu o6zellik, epilepsi gibi norolojik bozukluklarin genetik modellerinin gelistirilmesini
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miimkiin kilar (Fischer vd. 2023). Gida bilimi ve toksikoloji gibi farkli disiplinlerde de
kullanilabilirligi bu organizmayi disiplinler arasi arasgtirmalar i¢in degerli kilar (Staats vd.
2018). Ornegin nanomalzemelerin toksik etkilerinin in vivo degerlendirilmesinde de
yaygin olarak kullanilmaktadir (Ong vd. 2015).

3.5. D. melanogaster’in yasam dongiisii

D. melanogaster’de cinsiyet X kromozomunun otozomal kromozom takimina
orani ile belirlenmesi esasina dayanir:

Disiler (XX), Iki X kromozomuna sahipken erkekler (XY), bir X ve bir Y
kromozomuna sahiptir. Ancak burada Y kromozomu cinsiyeti belirlemez, sadece erkek
fertilitesi i¢in gereklidir (Reaume ve Sokolowski 2006). Erkekler, ciftlesme davranisi
sirasinda “courtship song” {iretir. Bu, kanatlarii titrestirerek ¢ikardiklar1 seslerdir ve
disinin ciftlesmeye hazir olup olmadigini anlamaya yarar. Disiler, bu sinyalleri
degerlendirerek ciftlesmeye izin verir ya da reddeder. Disiler, sperm depolayabilir ve
dollenmis yumurtalar1 giinler boyunca birakabilirler (Neville ve Goodwin 2012).

D. melanogaster’in yasam dongiisii dort ana evreden olusur: yumurta, larva, pupa
ve erigkin (imago) evreleri. Bu siire¢, tiirlin biyolojik ozelliklerini ve ¢evresel
adaptasyonlarini anlamamiza yardimci olur.

1. Yumurta

D. melanogaster disileri, dollenmis yumurtalarimi genellikle ¢iiriiyen meyve gibi
nemli, organik maddeler tizerine birakir. Yumurtalar yaklasik 0,5 mm uzunlugunda, oval
sekilli ve soluk beyaz renktedir. Yumurtanin ucunda bulunan iki "dorsal appendage" adi
verilen solunga¢ benzeri yapilar, embriyonun oksijen almasini saglar. Sicakliga bagl
olarak embriyo gelisimi 18°C’de yaklasik 24 saat, 25°C’de ise 12 saat siirer (Campos-
Ortega ve Hartenstein 2013).

2. Larva

Yumurtadan ¢ikan larva, ilk instar (L1) asamasina girer. Larvalar renksiz ve seffaf
goriiniir, kasli ve segmentli viicut yapisina sahiptir. Agiz kisimlarinda "cephalic hook"
ad1 verilen ¢ene benzeri yapilar bulunur. Larva toplamda {i¢ instar gegirir: L1: Yaklasik
1 giin, L2: 1-1,5 giin, L3: 2-2,5 giin. Toplamda larva asamas1 4-5 giin siirer (25°C'de). Bu
stirecte larva siirekli beslenir ve viicudu 200 kat kadar biiyiir (Bakker 1959). Son instar
sonunda larva genellikle besin kaynagini terk ederek uygun bir yiizeye pupalanmak i¢in
hareket eder (Bownes ve Rembold 1987; Flatt 2020).

3. Pupa

Larva kendini sabit bir ylizeye yapistirarak pupa haline gelir. Basta yumusak ve
soluk sari-bej renginde olan pupa, dis ylizeyi sertleserek koyu kahverengi bir kabuk
olusturur. Bu kabuga puparium denir. Metamorfoz siireci burada gergeklesir: larva
yapilar1 pargalanir ve erigkin yapilar gelisir (Vijayalakshmi 2013). Bu asama 4 giin siirer.
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Son giinlerde erigkin sinegin gozleri pupariumdan digaridan goriilebilir hale gelir
(Azevedo ve Partridge 1997).

4. Eriskin (imago)

Pupariumdan ¢ikan sinege imago denir. 1k ¢iktiginda sinegin kanatlar1 nemli ve
kivriktir, viicut rengi soluktur. Birkag saat i¢cinde kanatlar acilir, sertlesir ve renklenir.
Disiler erkeklere gore daha biiyiik yapidadir. Erkeklerin karin kismi daha koyudur ve son
abdominal segmentlerinde karakteristik siyah bantlar vardir. Cinsel olgunluk genellikle
8-12 saat i¢inde kazanilir. Disi erigkin giinde yaklasik 100 yumurta birakabilir ve dmrii
~50 giin civarindadir (laboratuvar kosullarinda) (Reaume ve Sokolowski 2006).

YETiSKIiN

Pupa % 60 Nem \\\\: > Yumurta

25°C Sicaklik
10-11 Giin
2-3 GUN TGEN
Larval Evre
&
3. Larval 1. Larval
Evre ! " Evre

1GUN le

2. Larval Evre

Sekil 3.2. D. melanogaster yasam dongiisii (Ong vd. 2015)

D. melanogaster larvalari, gelisim siireci boyunca oldukga aktif bir beslenme
davranig1 sergiler ve bu sirada agiz agikliklar1 yaklagik 50 - 200 mikrometre araliginda
degisen boyutlara sahiptir. Larval donemde besinlerle alinan g¢esitli kimyasallar,
gelismekte olan imajinal disk hiicrelerine ulastiginda bu hiicrelerin  genetik
diizenlenmelerini etkileyebilir ve nihayetinde erigkin fenotip {izerinde belirgin sonuglar
dogurabilir (Martin vd. 2021). Imajinal diskler, larval evre boyunca aktif hiicre
boliinmeleri gegiren, eriskin yapilar1 olusturacak olan epitel kdkenli hiicre kiimeleridir.
Bu yapilar, gelisimin sonlarina dogru farklilasarak bacak, kanat, g6z, anten gibi eriskin
yapilar1 meydana getirir (Beira ve Paro 2016). Genital diskin aksine, diger tiim imajinal
diskler ¢ift yapilidir. Bas bolgesinin olusumunda gorev alan agiz, anten ve g6z diskleri
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birlikte ¢alisarak kompleks bir morfolojik yapi olusturur. D. melanogaster’datoplamda
19 adet imajinal disk bulunur; bunlar arasinda bacak, halter, protoraks ve genital diskler
yer alir (Lecuit ve Cohen 1997). Larval gelisim yaklasik dort giin siirmekte olup bu
stiregte imajinal disk hiicrelerinin yaklasik her 10 saatte bir boliindiigii bildirilmektedir.
Hiicresel yogunlugu en fazla olan ve yaklasik 50.000 hiicre igeren kanat diskleri, bu
yapilar arasinda en biiytigiidiir (Cohen 1993; Tripathi and Irvine 2022.).

AGIZ

ANTEN
GOZ

BACAK

HALTER

KANAT

GENIiTAL

Sekil 3.3. D. melanogaster imajinal diskleri ve ergin bireyde olusturdugu yapilar (Aldaz
vd. 2010)

D. melanogaster ile yapilan deneylerde standart Lewis besin ortami
kullanilmistir (Graf ve Schaik 1992; Marcos ve Carmona 2013).

Cizelge 3.4. Standart D. melanogaster besin igerigi (Kaya 2000)

Uriin Miktar I I Kullanim Amaci I
|
Karbonhidrat kaynagi olarak
Misir unu 104 gr II ullanilir I
|
Toz seker 94 gr " Besiyeri i¢in cezbedici maddedir |
|
Karbonhidrat kaynagi ve
e mEz) 19.0r " yumurta verimini arttirir I
|
Besiyerine kati bir kivam
R Sgr " vermesini saglar I
|
Distile su 1020 mL I I Karisma ortami olusturur I
|
. 6 mL .
Asit karisimi (83 mL) Bakteri ve mantar olusumunun
(Ortofosforik asit) engelleyerek mikroorganizma
(Propiyonik asit) (836 mL) liremesinin Oniine geger.
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3.6. D. melanogaster besiyeri hazirlamsi

D. melanogaster besiyeri i¢in kullanilan malzemeler marketlerden ya da buna
benzer satis noktalarindan oldukga kolay elde edilebilen iirtinlerden olusmaktadir. Bu
besiyeri hazirlanirken sadece kullanilacak olan asit karisimi laboratuvar ortamindan
temin edilecektir. Ilk olarak asit karigimi hari¢ musir unu, seker, maya, agar gibi
malzemeler belirlenmis 6l¢iide kaynatmanin yapilabilecegi bir kaba konularak {izerine
hazirlanmak istenilen hacimde distile su eklenir. Bir kasik yardimiyla malzemeler
topaklanmayacak sekilde karistirilir ve kaynatmak icin ocaga alinir. Kasik yardimiyla
karistirilir ve kivam alip kaynayana kadar ocakta tutulur. Karisimin kaynamaya
baslamasindan 2 dakika sonra karisim ocaktan alinarak {izerine karisim oranlarma uygun
miktarda asit karisimi eklenir. Besiyeri artik siselere dokiilmeye hazir hale gelir. Siselerin
dibinde 2 cm olacak sekilde besiyeri siselere bosaltilir. Daha sonra siselerin agiz kismina
ince bir Ortii ya da buna benzer bir materyal serilir ve sogumaya birakilir (Kaya 2000).

3.7. Cahsilan dozlarin hazirlanmasi

Tez kapsaminda molekiiler diizeydeki ¢alismalar i¢in; NS 0,1K - NS 0,5K - 2X$
0,1K ve 2XS 0,5K olmak {izere 4 farkli doz kullanilmistir. Davranig deneyleri i¢in; NS
0,1K — NS 0,5K — NS 1K — NS 2K -2X$ 0,1K - 2XS$ 0,5K - 2XS 1K - 2XS 2K - 4XS
0,1K -4XS 0,5K - 4XS§ 1K - 4XS 2K - 8X$ 0,1K - 8X$ 0,5K - 8XS 1K - 8XS 2K dozlar
kullanilmistir. Davranis deneyleri D. melanogaster bireylerinin 1. 3. ve 5. nesillerinde
gerceklestirilmistir. Deneyler kapsaminda D. melanogaster besiyeri farkli oranlardaki
seker ve kafein sollisyonlar1 eklenerek hazirlanmistir (¢izelge 3.6).

Sekil 3.4. Arastirma kapsaminda kullanilan toz seker (a) ve toz kafein (b)

CH:OH

HOCH i P
o * o OH HC N
OH HO )\ | ,>
07 "N N
CH;

OH 0 CH.OH

OH OH a. b.

Sekil 3.5. Siikroz (a) ve Kafeinin (b) yapisal formiilii
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Besinler lewis besin ortamina gore hazirlanip igerisine ¢alismada yer alan dozlar
eklenerek yiiksek ateste pisirilmistir.

2X$ 0,5K

_» Seker
— Kafein

vl

Sekil 3.6. Calisma kapsaminda hazirlanan seker ve kafein konsantrasyonlari

Tez kapsaminda D. melanogaster bireylerinde kullanilan kafein dozlari, daha
onceki akademik arastirmalarda yaygin olarak kullanilan doz araliklari temel alinarak
belirlenmistir. Kafein orani literatiirden elde edilen verilere gore 1K (1,99 mg / ml)/ 2K
(3,98 mg/ ml) /5K (0,64 g/ 128 ml) ve 10K (1,28 g / 128 ml) oranlarinda belirlenmistir
(Wu vd 2009). Fakat bu doz uygulamalarinda bireylerin belirgin bir sekilde yumurta
veriminde azalma, gelisim siirecinde yavaslama ve ergin bireylerin kisa yasam siiresinden
kaynakli bireylerde kayip gozlemlenmistir (Sekil 3.7.-3.8.). Bu nedenle ¢aligmada daha
onceki yapilan ¢aligmalar temel alinip fizyolojik olarak tolere edilebilir dozlar iizerinde
yogunlagilmustir.

Sekil 3.7. 1K, 2K, 5K ve 10K Kafein konsantrasyonlarinda 6len bireylerin gériintiisii
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Pupa
Yok

Olii
Larvalar

Sekil 3.8. 1K kafein (a) ve 2K kafein dozlarinda (b) D. melanogaster bireylerinin gelisimi

Literatiirde kafein uygulamalar1 genellikle davranigsal yanitlar, uyaniklik diizeyi,
yasam siiresi ve gelisimsel siirecler iizerindeki etkileri degerlendirmek amaciyla
gergeklestirilmis olup dozlar genellikle 0,01 mg/ml ile 1,25 mg/ml arasinda
degismektedir (Nikitin ve Navitskas 2008; Apostolopoulou vd. 2016). Bu baglamda
caligmada 0,1 mg/mL (0,1K) ve 0,5 mg/mL (0,5K) kafein konsantrasyonlar1 se¢ilmistir.
Bu dozlar, literatiirde hem fizyolojik etkilerin gézlemlenebildigi hem de organizma igin
Tolere edilebilir kabul edilen aralik i¢inde yer almaktadir (Lin vd. 2010; Apostolopoulou
vd. 2016).

D. melanogaster deneylerinde kullanilan normal besin % 5 seker i¢ermektedir. Bu
calisma kapsaminda hazirlanmasi planlanan besin ortaminda kullanilan normal seker
miktar1 (NS; 11,7 g /128 ml); 2XS (23,4 g/ 128 ml), 4XS (46,8 g / 128 ml) ve 8XS (93,6
g/ 128 ml) kat artirilarak yiiksek sekerli besinler elde edilmesi planlanmigtir. Calismada
kullanilan NS (91,41 mg/ml) ve 2XS (182,81 mg/ml) silikroz konsantrasyonlari,
literatiirde D. melanogaster bireyleriyle yapilan oOnceki calismalar dogrultusunda
belirlenmistir. Literatiirde kullanilan siikroz dozlar1 oldukga genis bir aralikta degismekte
olup en diisiik doz olarak 0,1 mg/ml (Darby vd. 2024), en yiiksek doz olarak ise 513
mg/ml (yaklasik 1,5 M) (Neamtu vd. 2020) dozlar1 kullanilmistir. Bu ¢alismada tercih
edilen 91,41 mg/ml ve 182,81 mg/ml siikroz konsantrasyonlar1, Tennessen vd. (2014)
tarafindan kullanilan 30 - 150 mg/ml araligindaki metabolik diyet dozlariyla ve Mishra
vd. (2013) tarafindan test edilen 6,85 - 171,15 mg/ml araligindaki seker tercih dozlariyla
ortiismektedir. Caligmanin bagslangicinda daha yiiksek etkileri gézlemlemek amaciyla
4XS (365,63 mg/ml) ve 8XS (731,25 mg/ml) siikroz konsantrasyonlar1 da test edilmis
Fakat 1. nesil uygulamasi gergeklestirildikten sonra sekerin 8XS konsantrasyonunda ve
3. nesil uygulamasi gergeklestirildikten sonra 4XS konsantrasyonunda besinlerin yiiksek
sekerden kurumasindan kaynakli bireylerin gelisiminin belirgin sekilde yavasladigi,
¢ogunun pupa evresine ulasamadig1 ve ergin olan bireylerde ise 6nemli diizeyde 6liim
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gbzlemlendigi i¢in deneyden ¢ikarilmistir (Sekil 3.9). 8 Kat seker + kafein dozlarinda 1.
nesil larvalar elde edilmistir fakat larvalar ergin hale gelememistir. Bu baglamda bu
dozlarin larval deneyleri bulunurken ergin birey deneyleri yapilamamistir. Bu gézlemler,
yiikksek sekerin D. melanogaster bireylerinde gelisimsel stres ve genotoksik etki
yaratabilecegini gosteren literatiir bulgulariyla tutarlidir (Silva-Soares vd. 2017). Calisma
kapsaminda NS ve 2XS konsantrasyonlarinda deneylere devam edilmistir.

Sekil 3.9. 4XS (365,63 mg/ml) ve 8XS (731,25 mg/ml) siikroz maruziyeti sonucu dlen
erginler ve kuruyan larvalarin goriintiisi

Calisma kapsaminda 3. ve 5. nesil deneylerinde bireyler sadece bu nesillerde
uygulamaya maruz birakilmak yerine 1. nesilden itibaren bireyler siirekli olarak ¢alisma
dozlarindan hazirlanmig besinlere maruz birakilmistir. Besinlerdeki ebeveyn erginler her
yeni nesil ¢tkmadan 6nce uzaklastirilmistir. Yeni ¢ikan nesiller tekrar ¢alisma dozlarinin
bulundugu besine aktarilip nesil devamliligi saglanarak 3. nesile ve 5. nesile geldiklerinde
deney yapilmustir.
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KONTROL NS 0,1K NS 0,5K 2X$ 0,1K 2X$ 0,5K
91,41 mg/ml Seker = 91.41 mg/ml Seker | 91,41 mg/ml Seker ' 182,81 mg/ml Seker | 182,81 mg/ml Seker

Kafein yok 0,1 mg/ml Kafein 0,5 mg/ml Kafein 0,1 mg/ml Kafein 0,5 mg/ml Kafein

Sekil 3.10. Tez ¢alismasinda kullanilan konsantrasyonlar

Bu proje kapsaminda incelenecek konsantrasyonlar, daha  dnceki
1919B012111594 numarali TUBITAK 2209-A projemizden elde ettigimiz verilere
dayanarak belirlenmistir. Negatif kontrol grubu olarak, uygulama gruplarindaki
cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan ultra saf su kullanilmistir (Sidduque vd. 2005).
Ayn1 zamanda, hazirlanmis olan standart besin, negatif kontrol grubu i¢in kullanilmistir.
Oregon R+ Drosophila soylari iizerinde yapilan bu galisma, Akdeniz Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii'nden Prof. Dr. Biilent Kaya tarafindan saglanan D.
melanogaster hatt1 ile yiiriitiilmistir. Kiltiirler, 25£1°C sicaklik ve %60 bagil nem
bulunan 6zel bir kiiltiir odasinda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.11. Calisma konsantrasyonlarinda gézlemlenen pupa miktari
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Arastirma kapsaminda hazirlanan NS 0,1K, NS 0,5K, 2XS 0,1K ve 2X§ 0,5K
konsantrasyonlarina 3. larval evre D. melanogaster bireyleri maruz birakildiginda
konsantrasyonlar arttik¢a hem larvalarin ergin bireye gelisme basarilar1 diiserken hem de
ergin bireyin ¢ikma siirelerinde gecikme gézlemlenmistir.

Ayrica NS 0,1K konsantrasyonu Kontrol grubuna kiyasla daha fazla ve daha hizli pupa
olusturdugu gozlemlemistir. Literatirde bu durumu destekleyen calismalar
bulunmaktadir (Zhao vd. 2025). Keebaugh vd. (2017) calismasinda farkli siikroz
konsantrasyonlariyla kafein birlikte verildiginde o6zellikle uykusuzluk ve gelisimsel
gecikme belirtileri gézlenmistir. Bu ¢alismada kafeinle uyarilmis uykusuzluk hali, yiiksek
seker yiikiiyle birlestiginde davramigsal diizensizliklerin ve gecikmis gelisim
periyotlarinin daha siddetli hale geldigi belirtilmistir. Ayrica Silva vd. (2006) tarafindan
yapilan ¢alismada kafeine duyarli mutant D. melanogaster larvalarinda normal beslenme
kosullarinda gelisim 3-4 giin gecikirken kafein maruziyetiyle bu gecikmenin daha da
arttifi gozlemlenmistir. Ozellikle gz gelisimi gibi enerjiye hassas siireclerin bu
durumdan daha fazla etkilendigi vurgulanmistir.

3.8. D. melanogaster molekiiler diizeyde Analizler
3.9. D. melanogaster tek hiicre alkali jel elektroforezi (SCGE/KOMET) testi

Sekil 3.12. Hasarli1 bir hiicrede bas ve kuyruk
gosterimi (Singh vd. 1988)

KOMET testi, DNA hasarin1 hiicresel diizeyde hizli ve hassas bir sekilde
belirlemek icin gelistirilmis bir mikrojel elektroforez yontemidir (Nandhakumar ve
Parasuraman 2011; Speit ve Rothfuss 2012). 1988 yilinda Singh ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanan bu yontem, elektroforez sonrast boyanmis hiicre ¢ekirdeklerinin kuyruklu
yildiz (comet) benzeri goriiniimiinden adin1 almustir (Singh vd. 1988). Her bir 6rnekte en
az 50-100 hiicre analiz edilerek, 6zellikle DNA kiriklarinin yani sira onarim kapasitesinin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Komet testinin temel amaci, tek hiicre diizeyinde
DNA hasarin1 dogrudan, kantitatif ve gorsel olarak tespit etmektir. Bu yontem,
kimyasallar, radyasyon, toksinler ve oksidatif stres gibi i¢sel ve dissal etkenlerin DNA
lizerinde yarattig1 tek zincir kiriklart (SSBs) gibi genotoksik etkileri hiicresel bazda
belirlemeye olanak tanir (Collins 2004; Olive ve Banath 2006). Kisacasi, komet testi
sayesinde bir hiicrenin DNA'sinin zarar goriip gérmedigi, ne kadar hasar aldigi ve hasarin
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tiirii tespit edilebilir. Bir hiicre elektroforez kosullarina maruz kaldiginda, niikleoid adi
verilen bir yap1 ortaya ¢ikar. Bu yap, iki ana boliimden olusur: Bas (Head) ve Kuyruk
(Tail). Bas kismi, DNA'nin biiyiik bir kismini igeren ve yogun bir sekilde boyanmis
bolgedir; burada bozulmamus, ¢ift sarmallit DNA bulunur. Kuyruk kismi ise DNA hasar1
sonucu olusan pargalanmis DNA segmentlerinin elektrik alan1 etkisiyle bagstan
uzaklasarak olusturdugu bolgedir. Hasarin miktari arttik¢a, kuyruk daha uzun ve parlak
hale gelir. Bas ve kuyruk orani, DNA hasarinin siddeti hakkinda dogrudan bilgi saglar.
Komet analizinde su parametreler kullanilir; Kuyruk Uzunlugu, kuyrugun basindan
sonuna kadar olan mesafeyi gosterir ve DNA'nin ne kadar uzaklastigini belirtir. Kuyruk
DNA Yiizdesi, toplam DNA'nin ne kadarinin kuyrukta bulundugunu gosterir ve
genellikle en giivenilir parametre olarak kabul edilir. Kuyruk momenti ise, kuyruk
uzunlugu ile kuyruk DNA yiizdesinin ¢arpimidir; hem hasar miktarin1 hem de dagilimini
dikkate alir (Collins 2004; Olive ve Banath 2006).

Cizelge 3.5. Komet deneyinin kullanildigi alanlar ve amaglari

Amag Aciklama
Genotoksisite Tespiti Ilag, kozmetik, gida katkist veya c¢evresel
kimyasallarin DNA hasar1 potansiyelinin aragtirilmasi
(Dusinska ve Collins 2008).
DNA Onarim Hasar sonrasi hiicrenin ne kadar siirede DNA’y1
Kapasitesinin onarabildigini test etmek i¢in kullanilir (Collins ve
Olgiilmesi Azqueta 2012)

Cevresel Maruziyetin
Degerlendirilmesi

Radyasyonun Etkisi

Tarim ilaglari, agir metaller, hava kirliligi gibi
ajanlara maruz kalan bireylerde DNA hasar1 belirlenir.

UV, X-smi, gama 1smm gibi  radyasyon
kaynaklarinin DNA {izerinde olusturdugu zarar tespit
edilir (Choucroun vd. 2001).

Hastaliklarin Kanser, Alzheimer, Parkinson gibi hastaliklarda
Mekanizmasinin DNA hasar diizeyleri analiz edilir (Tice ve Strauss 1995).
Aydinlatilmas1

Bu tez kapsaminda Yiiksek seker ve yiiksek kafein maruziyetinin genotoksik

etkileri KOMET testi ile degerlendirilmistir. Deneyin asamalar1 agagida detaylica
verilmistir;

1. D. melanogaster Oregon R* hattina ait bireylerden 8 saatlik yumurtalar

toplanmustir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Yumurtalar, 72+4 saate ulasana kadar gelismeye birakilmistir. Bu siirenin
sonunda, larva igeren siseler musluk suyu altinda yikanmis ve larvalar ince
gozenekli bir elek yardimiyla ayrilmistir.

72+4 saatlik larvalar (3. larval evrenin bags1), yiiksek sekerli ve kafeinli besin
ortamlarina aktarilmistir. Her konsantrasyon i¢in ii¢ tekrarli olacak sekilde
deneysel gruplar olusturulmustur.

Larvalar, ergin birey haline gelinceye kadar uygulama ortaminda tutulmustur.
Ergin bireyler tiiplerde toplanarak +4 °C'de saklanmustir.

Pens yardimiyla, her gruptan ergin bireyler secilmis ve kafalar1 ayrilarak beyin
dokular1 izole edilmistir.

Her konsantrasyon i¢in 20 bireyin 3 tekrardan 80 bireyin kafa izolasyonu
gerceklestirilmistir.

Beyin dokularmin izolasyonu ringer soliisyonu igerisinde gergeklestirilmis ve
elde edilen beyinler 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilmistir.

Santrifiijleme islemi uygulanmis, ardindan istteki siipernatant dikkatlice
uzaklagtirilmistir. Tiiplere soguk 40 uL PBS ve 160 pL diisiik erime noktali
agaroz (LMA) eklenmistir.

Onceden hazirlanarak oda sicakliginda bekletilen normal erime noktal1 agaroz
(NMA) ile kaplanmig lamlar iizerine 120 pL’lik karisim yayilmis ve lamel ile
kapatilarak 10 dakika stireyle soguk levha lizerinde bekletilmistir.

Lameller dikkatlice uzaklastirilmis ve 80 uL LMA ikinci katman olarak lamlar
tizerine tekrar yayilmistir. Tekrar lamel ile kapatilmis ve 10 dakika daha soguk
ortamda bekletilmistir.

Lameller yeniden uzaklastirilmis, lamlar +4 °C’de en az 1 saat siireyle lizis
sollisyonunda inkiibe edilmistir.

Bu siirenin sonunda lamlar, elektroforez tamponu igeren bir tankta 30 dakika
bekletilmis ve ardindan elektroforez kosullari altinda (25 V, 300 mA, 30 dakika)
yuriitilmiistir.

Elektroforez isleminden sonra lamlar, tris tamponu ile +4 °C’de 5’er dakikalik
iki yikama ile notralize edilmistir.

Her lam iizerine 50 puL’lik etidyum bromiir ¢6zeltisi (500 uL distile su + 750 uL.
EtBr) damlatilmis, lamel ile kapatilmis ve 20 - 30 dakika boyunca +4 °C’de
inkiibe edilmistir.

Her doz grubundan rastgele secilen en az 50 hiicre, 400x biiyiitmeli floresan
mikroskop (Nikon Eclipse E200) altinda incelenmis ve Komet-1V (siiriim 4.11)
yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

Yazilim aracilifiyla, kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk yogunluk
degerleri otomatik olarak hesaplanmustir.

Elde edilen sonuclar negatif kontrol grubuyla karsilastirilarak anlaml farkliliklar
istatistiksel testlerle (One-way ANOVA) degerlendirildi.
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3.10. Akridin Oranj /etidyum bromid boyama ile hiicre canlihig: 6l¢iimii

Akridin Oranj (AO) ve Etidyum Bromid (EB) boyalarn kullanilarak
gergeklestirilen ¢ift boyama yontemi, noronal hiicrelerde apoptozu hizli ve morfolojik
olarak belirlemek i¢in kullanilan klasik bir floresan tekniktir. Bu yontem sayesinde canli
hiicreler, erken apoptoz asamasindaki hiicreler, ge¢ apoptoz asamasindaki hiicreler ve
nekrotik hiicreler kolaylikla ayirt edilebilir (Ribble vd. 2005). Akridin Oranj, hem canli
hem de 6lii hiicrelerin DNA'sina baglanarak floresan mikroskop altinda yesil bir parlama
olusturur. Ote yandan, Etidyum Bromid yalnizca zar biitiinliigii bozulmus hiicrelere niifuz
eder ve DNA ile baglandiginda kirmizi-turuncu floresans yayar. Bu temel farklilik, hiicre
Oliimiiniin evrelerinin mikroskop altinda ayristirilmasini saglar (Mironova vd. 2007).

Nekroz

Gec¢ Apoptoz

Erken Apoptoz

Sekil 3.13. Florosan mikroskop altinda farkli
renkler veren hiicreler (Kasibhatla ve Tseng 2003)

AO/EB yontemi ile: Canli hiicreler; yesil floresansli, homojen ve saglam niikleus

Erken apoptotik hiicreler; yogun yesil floresans, kromatin yogunlagmasi, Geg
apoptotik hiicreler; turuncu-kirmiz1 floresans, pargalanmis niikleus, Nekrotik hiicreler;

diizensiz ve parlak kirmizi-turuncu niikleer yap1 olarak goriiniirler (Ribble vd. 2005;
Kasibhatla ve Tseng, 2003).

Bu teknik, hiicre sabitlemesi gerektirmedigi i¢in canli hiicreler {izerinde
uygulanabilir, diisiik maliyetli ve hizl1 sonug alinabilen bir yéntemdir. Ozellikle sinir
hiicreleri gibi yapisal olarak hassas hiicrelerde canlilig1 ortaya koymada avantaj sunar
(Mironova vd. 2007). Caligma kapsaminda 6lii ve canli hiicreleri ortaya koymak i¢in
yapilmistir. Apoptoz ve nekroz kaynakli 6liimler dikkate alinmayip sadece 6lii hiicre
olarak sayim gerceklestirilmigtir.

Caligma siiresince gerceklestirilen deneylerde kafa homojenizati kullanilmigken,
bu caligmada dogrudan ergin bireylerden beyin izolasyonu yapilmistir. Drosophila
beyinlerinin yaklagik 100.000 hiicre icerdigi ve bu hiicrelerin %90’ min noronlardan
olustugu bildirilmektedir (Davie vd. 2018). Bu ¢alismada izole edilen beyinlerdeki hiicre
olim oran1 degerlendirilmistir. Floresan DNA’ya baglanan boyalar (6rnegin AO/EB
boyama), hiicre zarindan gegerek c¢ekirdege ulagsmalar1 sayesinde, floresan 151k
mikroskopisi ile birlikte kullanildiginda; basitligi, dogrulugu ve hizli sonu¢ verme
ozellikleri nedeniyle yaygin olarak tercih edilmektedir. AO boyasi tiim hiicrelere girerek
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cekirdegi yesil renkte boyarken, EB yalnizca membran biitiinliigii bozulan hiicrelere
gegerek cekirdegi kirmizi renge boyar (Smith vd. 2012). Bu galismada, her bir uygulama
grubu i¢in dort farkli konsantrasyon ve kontrol grubu olarak ultra saf su kullanilmstir.

Ornekleri Santrifiij

Toplama —

Kafa Homojenizat
izolasyonu

:
R
el Bl

o0
(1

Title _— Lamlar
§ agarile
kaplanir
24 saat 6nce f
| BN \\//
Istatistiksel \/
Degerlendirme \/
f 4
b Q ‘ Santrifiij sonrasi
: an N hiicreler vr EtBr/
. OA agarli lama
? S_ \/ — N eklenir
S ayim 15-20 dk bekletilir yuns—
~— e

Sekil 3.14. Akridin Oranj deney asamalar1 gosterimi

1. D. melanogaster Oregon R* hattina ait bireylerden 8 saatlik yumurtalar toplanmustir.

2. Yumurtalar, 72+4 saate ulagana kadar gelismeye birakilmistir. Bu siirenin sonunda,
larva igeren siseler musluk suyu altinda yikanmis ve larvalar ince gozenekli bir elek
yardimiyla ayrilmistir.

3. Elde edilen larvalar, deney gruplarina ait farkli konsantrasyonlardaki besiyerlerine 1-
2 mikrospatiil (yaklagik 500-1000 birey) aktarilmistir.

4. 7244 saatlik larvalar (3. larval evrenin basi), yiiksek sekerli ve kafeinli besin
ortamlarina aktarilmistir. Her konsantrasyon igin ii¢ tekrarli olacak sekilde deneysel
gruplar olusturulmustur.

5. Larvalar, ergin birey haline gelinceye kadar uygulama ortaminda tutulmustur.

6. Pupadan cikan bireyler, ¢ikislarinin ardindan 5. giline kadar standart besiyerinde
bulunan yeni siselere aktarildi ve 5 giinliik ergin bireylerden beyin izolasyonu
gercgeklestirildi. Ergin bireyler tiiplerde toplanarak +4 °C'de saklanmustir.

7. Pens yardimiyla, her gruptan ergin bireyler se¢ilmis ve kafalar1 ayrilarak beyin
dokular1 izole edilmistir. Beyin hiicreleri, Tito vd. (2016) protokoliine uygun sekilde
izole edilmistir.

8. Her konsantrasyon i¢in 20 bireyin 3 tekrardan 80 bireyin kafa izolasyonu
gergeklestirilmistir.
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9. Acridine orange (AO) ve etidyum bromid (EB) boyalarinin stok ¢dozeltileri
kullanilarak, her birinin son derisimi 50 pg/mL olacak sekilde fosfat tamponlu salin
(PBS) ile seyreltilerek toplam hacmi 1 mL olan AO/EB boyama soliisyonu
hazirlanmistir.

10. Izole edilen beyin hiicreleri ile hazirlanan AO/EB ¢dzeltisi 1:1 oraninda
karistirilarak, 6nceden normal erime noktali agaroz (NMA\) ile kaplanmig lamlar
iizerine yayilmistir.

11. Boyanan hiicreler, floresan mikroskop ile incelenmistir. Mikroskobik analizde; canli
hiicreler yesil, 6li hiicreler ise turuncu-turuncu-kirmizi renk ile ayirt edilmistir
(Smith vd. 2012).

12. Her deney grubu i¢in analizler ii¢ tekrarli olarak yiiriitiilecek ve her tekrarda en az
100 hiicre sayilarak degerlendirme yapilmistir.

13. Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS yazilimi kullanilacaktir. i1k olarak,
verilerin normal dagilima uyup uymadig1 normalite testi ile belirlenecektir. Veriler
normal dagilim gosterdigi takdirde, uygulamalar aras1 farkin anlamlilig1 tek yonlii
ANOVA (One-way ANOVA) ile analiz edilecek ve gruplar arasi karsilastirmalar
Dunnett ¢oklu karsilagtirma testi ile yapilacaktir. Verilerin normal dagilmadig:
durumlarda ise Kruskal-Wallis testi uygulanacaktir.

3.11. Toplam antioksidan seviyesi /toplam oksidan seviyesi 6l¢iilmesi

Total Antioksidan Seviyesi (TAS), biyolojik numunelerdeki toplam antioksidan
kapasitenin dl¢lilmesini olanak saglar. Viicutta meydana gelen reaktif oksijen tiirlerine
(ROS) kars1 koruma gorevini tistlenen antioksidan bilesiklerin tiimiiniin birikimli etkisini
belirlemek amaciyla gelistirilmistir. Bu analiz, numunedeki antioksidanlarin belirli bir
radikal tiiriinii (genellikle ABTS*+ gibi) ne oOl¢iide baskilayabildigini dlgerek
gergeklestirilir. Sonuglar genellikle mmol Trolox esdegeri/L cinsinden ifade edilir (Erel
2004). Total Oksidan Seviyesi (TOS) ise biyolojik numunelerdeki toplam oksidan
bilesiklerin miktarini tespit eder. Bu test, oksidan maddelerin demir-iyon kompleksi ile
olusturdugu renk degisimi esasina dayanir. Oksidan maddeler tarafindan oksitlenen
demir, kromojenik bir substratla etkileserek renkli bir bilesik olusturur. Bu renk degisimi
spektrofotometrik olarak olgiiliir ve sonuglar pmol H20: esdegeri/L cinsinden verilir (Erel
2005). TAS ve TOS wverileri birlikte degerlendirildiginde, viicudun oksidatif stres
durumunu yansitan Oksidatif Stres Indeksi (OSI) hesaplanabilir. OSI su formiil ile elde
edilir: OSI = (TOS / TAS) x 100 Bu oran, antioksidan savunma kapasitesine gore oksidan
yukiinii gostererek oksidatif denge hakkinda bilgi verir (Yazar 2023).

42



MATERYAL VE YONTEM S. KUCUKBENLI

ABTS+
@
HiC CH3

o
(@]
O
o

%
o, S
TAS TOS

Sekil 3.15. TAS/TOS Prensibi (Erel 2004)

o o O

TAS (Total Antioksidan Seviyesi) Erel (2004) tarafindan gelistirilen kolorimetrik
yontemle yapilir. Prensibi sudur:

- ABTS (2,2'-azinobis-3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) radikali olusturulur.
Ornekteki antioksidanlar, bu mavi-yesil renkli radikali notralize ederek rengini acar. Renk
acilma derecesi spektrofotometrik olarak dl¢iiliir (660 nm). Trolox esdegeri lizerinden
antioksidan kapasite hesaplanir. Bu yontem, antioksidanlarin birlikte ve sinerjik etkisini
Olcer (Erel 2004).

TOS (Total Oksidan Seviyesi) Erel (2005) tarafindan gelistirilmistir. Prensibi:

- Ornekteki oksidanlar, Fe** iyonlarin1 Fe*"'a oksitler.

- Fe** iyonlar1 kromojenik bir madde (ksilenol orange) ile kompleks olusturur — mor
renk

- Renk yogunlugu spektrofotometre ile dlgiiliir (530 nm).

- Hidrojen peroksit esdegeri (umol H20: eq./L) olarak ifade edilir. Bu yontem oksidan
yiikiinii toplamda ve birlikte 6lger. OSI (Oksidatif Stres Indeksi)

OSI = (TOS / TAS) x 100 formiiliiyle hesaplanir. Bu oran, organizmadaki oksidatif
dengenin bozulup bozulmadigini gosterir. Yiiksek OSI; oksidatif stres artisiyken diisiik
OSI; Antioksidan savunma yeterli anlamina gelmektedir (Yazar 2023).
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Sekil 3.16. TAS/TOS deney asamalar1 gosterimi

TAS ve TOS Deneyi igin;

1. D. melanogaster Oregon R+ hattindan 8 saatlik yumurtalar toplanmistir.

2.

Toplanan yumurtalar 72+4 saatlik (3. larval evre baslangici) olduklarinda ytiksek
sekerli ve kafeinli besin konsantrasyonlarina maruz birakilmistir.

Maruziyet, 72+4 saatlik larvalar farkli konsantrasyonlarindan olusan Drosophila besin
ortamina aktarilmasi ile gerceklestirilmistir.

TAS/TOS deneyi i¢in BCA testine gore gerekli seyreltme islemleri yapilmis olan 200
ul kafa homojenizati TAS/TOS kit protokolii dikkate alinarak spektroskopik 6lgtimler
icin kullanilmustir.

Toplam antioksidan durumu (TAS mmol Trolox Eq/ L) ve 2. Toplam oksidan durumu
(TOS pmol H202 Eqg/L), kit {reticisinin talimatlarina dayanarak Erel (2005)
tarafindan bildirilen yonteme gore belirlenmistir.

Oksidatif stres diizeyi oksidatif stres indeksi (OSI = TOS/TAS) kullanilarak
hesaplanmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

. Istatistiksel degerlendirmelerde SPSS programi kullanilarak dncelikle verilerin normal

dagilim gosterip gostermedigi normalite testi ile belirlendi, normal dagilim
gosteriyorsa uygulamalar arasi farkin 6nemli olup olmadigi One-way ANOVA’da
Dunnett ¢oklu karsilastirma testi ile normal dagilim gostermiyor ise Kruskal Wallis
testi ile test edildi.
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3.12. Tiyobarbitiirik asit ile lipid peroksidasyonunun belirlenmesi

Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeler (TBARS) testi, biyolojik 6érneklerde lipid
peroksidasyonunu degerlendirmek icin yaygin olarak kullanilan ve giivenilirligi yiiksek
bir analiz yontemidir (Draper ve Hadley 1990). Bu yontem, lipid peroksidasyonunun son
iriinlerinden biri olan malondialdehit (MDA) diizeyini 6l¢meyi amaglar (Esterbauer vd.
1991). MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile etkilesime girerek renkli bir kompleks
olusturur ve bu kompleksin absorbanst genellikle 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak dl¢iiliir (Ohkawa vd. 1979; Dasgupta vd. 2014).

Biyolojik orneklerin analizi sirasinda, lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesi
amaciyla siklikla Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeler (TBARS) testi uygulanir. Bu
yontem, lipid peroksidasyon siirecinin son Tiriinlerinden biri olan malondialdehit
(MDA)'nin seviyesini 0lgcmeyi hedefler (Esterbauer vd. 1991; Catalan vd. 2018).
MDA'nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyonu sonucu olusan renkli kompleksin
absorbansi, genellikle 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iiliir (Ohkawa
vd. 1979; Dasgupta vd 2014). Deneysel uygulamada, biyolojik numuneler genellikle
trikloroasetik asit (TCA) ile homojenize edilip santrifiij edilir. Elde edilen siipernatant,
TBA igeren ¢ozeltiyle karistirilarak belirli bir sicaklikta inkiibe edilir ve MDA-TBA
kompleksi 6l¢iilebilir hale gelir (Yagi 1987). Ancak yontemin bazi sinirlamalar1 vardir;
TBA yalnizca MDA ile degil, diger reaktif aldehitlerle de reaksiyona girdiginden testin
spesifikligi diisiiktiir (Grotto vd. 2009). Bu sebeple, TBARS yontemi yalniz basina
kullanilmamali; sonuglar diger oksidatif stres belirtegleri ile desteklenerek
yorumlanmalidir (Del Rio vd. 2005).

TBARS testi, lipid peroksidasyonunun bir yan iiriinii olan MDA'nin TBA ile
reaksiyona girerek renkli bir kompleks olusturmasi prensibine dayanir. Bu kompleksin
absorbansi, genellikle 530 - 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmektedir (Ohkawa vd. 1979). Deney kapsaminda kullanilan kit BT-Lab markasina
ait EO726Hu katalog nolu {irlinii ile yapilmustir.
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Sekil 3.17. Lipid peroksidasyonu deney asamalar1 gosterimi

Lipid peroksidasyonu Deneyi i¢in;

1. D. melanogaster Oregon R* hattina ait bireylerden 8 saatlik yumurtalar toplanmastir.

2. Yumurtalar, 72+4 saate ulagana kadar gelismeye birakilmistir. Bu siirenin sonunda,
larva igeren sigeler musluk suyu altinda yikanmig ve larvalar ince gozenekli bir elek
yardimiyla ayrilmigtir.

3. Elde edilen larvalar, deney gruplarina ait farkli konsantrasyonlardaki besiyerlerine 1—
2 mikrospatiil (yaklagik 500 - 1000 birey) aktarilmistir.

4. 7244 saatlik larvalar (3. larval evrenin bas1), yiiksek sekerli ve kafeinli besin
ortamlarina aktarilmistir. Her konsantrasyon igin ii¢ tekrarli olacak sekilde deneysel
gruplar olusturulmustur.

5. Larvalar, ergin birey haline gelinceye kadar uygulama ortaminda tutulmustur.

6. Pupadan cikan bireyler, ¢ikislarinin ardindan 5. giline kadar standart besiyerinde
bulunan yeni siselere aktarildi ve 5 giinliik ergin bireylerden kafa izolasyonu
gerceklestirildi. Her konsantrasyon i¢in 20 kafa elde edildi. 3 tekrardan toplam 60 kafa
izole edildi. Ergin bireylerin kafalar tiiplerde toplanarak +4 °C'de saklanmuistir.

7. Lipid peroksidasyonunun belirlenebilmesi igin BCA testine uygun olarak seyreltme
islemi uygulanan 200 pl’lik kafa homojenizati, 20 um’lik filtreden gecirildi.

8. Elde edilen 100 pl filtrat, 100 ul TBA ¢ozeltisi ile karanlik ortamda inkiibe edildi ve
535 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbans degeri 6lctldii.

9. Deneyler ii¢ tekrar halinde gergeklestirildi. Istatistiksel analizlerde SPSS yazilimi
kullanildi; 6ncelikle verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi normalite testiyle
belirlendi. Veriler normal dagilim gosterdigi takdirde gruplar arasi fark One-Way
ANOVA ve Dunnett ¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirildi; normal dagilim
gostermeyen veriler ise Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi.
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3.13. Drosophila’da davramssal parametrelerle norotoksisite analizi
3.14. Drosophila melanogaster davranis deneyleri ve beslenme kaynakh
norodavranigsal etkilerin degerlendirilmesi

D. melanogaster, kisa yasam dongiisii, diisiik bakim maliyeti, genetik
manipiilasyonlara uygunlugu ve genetik olarak iyi tamimlanmis yapisiyla,
norodavranigsal toksisite caligmalarinda yaygin olarak tercih edilen bir model
organizmadir (Rand 2010; Akins 1991). Bu organizma ile yapilan davranig deneyleri,
sinir sistemi {lizerindeki dogrudan ve dolayl etkilerin degerlendirilmesi i¢in kritik bir
oneme sahiptir (Suh vd. 2017; Montgomery vd. 2014). Deneysel ¢aligmalarda kullanilan
davranis testleri arasinda larval siirlinme, yetiskin bireylerde tirmanma yetisi, 1518a
yonelim, ¢iftlesme davranisi, hareketlilik diizeyi, ani uyarana tepki ve soguk soktan
kurtulma gibi ¢ok ¢esitli yontemler yer almaktadir (Das vd. 2024; Cabrita vd. 2022;
Podratz vd. 2011).

D. melanogaster larvalari, beslenme diizeylerine son derece duyarlidir. Bu durum
yalnizca genel gelisimi degil ayn1 zamanda ndrogelisimsel siiregleri de dogrudan etkiler
(Demir ve Demir 2024). Larval donemde yetersiz veya zararli ajanlara maruz kalinan
beslenme kosullari, imajinal disklerdeki hiicre proliferasyonunu ve farklilasmay1 sekteye
ugratabilir (Beamish vd. 2023). imajinal diskler, eriskin yapilar1 (gdz, kanat, anten vb.)
olusturmanin yani sira sinir sisteminin erken olusumunda yer alan noral progenitor
hiicreleri de igerir (Mishra vd. 2023).

Imajinal disklerindeki gelisimsel bozukluklar, gelisimin ileri safhalarinda ortaya
c¢ikan noroanatomik yapilart ve bdylece ndronal islevselligi dogrudan etkileyebilir
(Cabrita vd. 2022). Ozellikle nérotoksisite ¢aligmalar1 kapsaminda yapilan davranis
testlerinde larval evredeki beslenme durumunun noronal yolaklarin gelisimini etkiledigi
ve bunun da erigkin bireyde motor beceriler, ses algis1 veya kacinma gibi davranigsal
parametrelerde bozulmalara yol agtigi gosterilmistir (Anushree vd. 2023; Welch ve
Mulligan 2022). Bu baglamda Drosophila davranis deneyleri, beslenme kaynakli ya da
cevresel ajanlarin sinaptik iletim, motor koordinasyon ve biligsel islevler gibi nérolojik
stireglerdeki degisimlerini incelemek i¢in son derece duyarli ve ¢ok yonli bir test
sunmaktadir (Eom vd. 2017; Rand 2010; Mishra vd. 2023).

Tiim davranis deneylerinde ortak olacak sekilde asagidaki prosediir izlenmistir;

e Tim deneyler i¢in D. melanogaster Oregon R+ genetik hatt1 kullanildi.

e Drosophila Oregon R+ genetik hattindan 8 saatlik yumurtalar toplandi.

e Toplanan yumurtalar 7244 saatlik (3. larval evre baslangici) olduklarinda yiiksek
sekerli ve kafeinli besin konsantrasyonlarina maruz birakildi.

e Maruziyet, 72+4 saatlik larvalar belirlenen konsantrasyonlardan olusan besin
ortamina aktarilmasi ile gergeklestirilmistir.

e Her konsantrasyon igin 3 tekrarli olacak sekilde deneyler planlanmustir.

e Ayrica tiim deney gruplarinda negatif kontrol grubu olarak konsantrasyonlarin
hazirlanmasinda kullanilan distile su uygulamasi yapilmstir.

e Negatif kontrol grubundan elde edilen sonuglar ile istatistiksel karsilastirma SPSS
One Way Anova programinda yapilmaistir.
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3.15. Larval siiriinme deneyi
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Sekil 3.18. (A) Larval lokomotor davranislarda yer alan
cesitli noron tipleri (B) Drosophila larva merkezi sinir ve
néromiiskiiler sisteminin sematik gosterimi (Gowda 2021)

D. melanogaster larvalarinda gézlenen siirinme davranisi, abdominal ve toraksal
segmentlerde diizenli olarak siralanmis olan kaslarin merkezi sinir sistemi (MSS)
tarafindan kontrol edilen ritmik kasilmalariyla saglanmaktadir (Dhar vd. 2020; Gowda
vd. 2021). Larval MSS, anatomik olarak iki ana bilesene ayrilir: sub6zofageal ganglion
(SOG) ve ventral sinir kordonu (VNC); bu yapilar birlikte hareket komutlarinin tiretilmesi
ve duyusal bilgilerin islenmesini diizenler (Clark vd. 2018). Larvalarin kas anatomisine
bakildiginda karsilikli ¢ift bantlagsmis kas yapist karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 3.18). Bu
bantlasmaya yakindan bakildiginda yatay, dikey ve caprazlama kas gruplan yer
almaktadir. Bu kas gruplarinin her biri merkezi sinir sisteminin farkli elemanlari
tarafindan kontrol edilmektedir. Siiriinme davranisi, ileri yonlii hareketi esas alir. Larvalar
yaklasik % 99,8 oraninda 6ne dogru yalnizca % 0,2 oraninda geri dogru hareket eder. Bu
yonsel asimetri, motor devrelerin ileri hareketi dnceleyen yapisiyla agiklanmaktadir
(Gowda vd. 2021). Bu motor davranig, segmental motor ndronlar ile kas lifleri arasinda
kurulan baglantilar sayesinde ortaya ¢ikar ve sinaptik etkinlikler, siiriinme fonksiyonunun
koordinasyonunda kritik rol oynar (Demir ve Demir 2024). Larval siirlinme testi,
segmentler aras1 hareketin pozisyon algisina dayali geri bildirim, motor devre biitiinligi
ve sinaptik iletkenlik gibi ¢coklu ndrolojik alt sistemlerin biitiinsel bir ¢iktis1 oldugundan
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norotoksisite ¢aligmalari i¢in hassas bir biyobelirteg olarak kullanilmaktadir (Cabrita vd.
2022).

Cevresel ya da kimyasal ajanlarla indiiklenen néronal hasar durumlarinda bu
baglantilarda aksama goriilmekte ve larvalarin siirlinme performansinda belirgin
azalmalar saptanmaktadir (Anushree vd. 2023). Siirlinme sirasinda olusan motor
bozukluklar, siklikla merkezi sinir sistemi kaynakli fonksiyonel aksakliklarla
iliskilendirilir (Kohsaka 2023). Dolayisiyla larval siirinme davranigi sinir-kas
etkilesiminin bozulmasini erken donemde saptamak i¢in islevsel ve yiiksek duyarliliga
sahip bir davranigsal gosterge olarak degerlendirilmektedir (Nichols ve Becnel 2012).

3.16. Larval siiriinme (crawling) deneyi asamalari

Deney de kullanilacak petrilere % 2’lik agar yayilmistir. Her deney tiipiine 1-2 spatiil
kadar larva eklendi. Her uygulama igin 3 tekrar yapildi. Bu deney ¢alismasi 24 saatlik
uygulama sonrasi gergeklestirilmistir. Her uygulama igerisinden 15’er larva olmak iizere
toplamda 45 larvanin 1 dakika icerisindeki aldig1 yol kayit edildi. Petrilerin goriintiisii
fotograf makinesiyle cekilerek Image-J uygulamasindan santimetre cinsinden 6l¢iimii
gerceklestirildi  (Sekil 3.19). Deney sonucu elde edilen veriler SPSS 20 paket
programinda one-way ANOVA (Dunnet) test yontemi ile degerlendirilmistir (Dhar vd
2020).
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Sekil 3.19. Larval siiriinme deney siirecinin gdsterimi

3.17. D. melanogaster larval agirhk

D. melanogaster larvalarinda agirlik 6l¢imii, organizmanin gelisimsel biiyiime
hizin1 ve genel fizyolojik durumunu degerlendirmede temel bir parametredir (Mirth ve
Riddiford 2007). Bu 6l¢iim {igiincii evrede yapilmaktadir. Ciinkii bu evrede larvalar, besin
alimin1 maksimum diizeye ulastirarak viicut kiitlesinin en yiiksek seviyesine ulasir ve kisa
slire sonra pupaya doniisiim siirecine girer. Bu nedenle bu donem, beslenme, metabolik
yanitlar ve toksik etkilerin biiyiime tiizerindeki birikimli etkilerini degerlendirmek
acisindan en uygun zamandir (Tennessen vd. 2014) ve agirlik farkliliklart sistemik
stresleri veya cevresel etkileri daha belirgin sekilde yansitir (Callier ve Nijhout 2011).
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3.18. Larval agirhgn sinir sistemi gelisimine etkisi

D. melanogaster larvalarinda sinir sistemi gelisimi yiiksek diizeyde enerji tiiketen
biyolojik siirecler olan hiicre g¢ogalmasi, farklilasmasi ve sinaptogenez ile dogrudan
iliskilidir (Frank vd. 2013; Chou vd. 2020; Duhart ve Mosca 2022). Bu siireglerin saglikli
bi¢imde ilerlemesi, larvanin somatik biiyiimesine ve dolayisiyla viicut agirligindaki artisa
katki saglar. Sinir sistemi gelisiminde olusan bozukluklar larval biiyiime hizinda diisiis
ve agirlik kazaniminda gerileme ile sonu¢lanabilmektedir (Beamish vd. 2023). Noronal
farklilasma ve beyin hiicrelerinin diizenli gelisimi, larvanin ¢evresel uyaranlara tepkisi,
beslenme davranisi1 ve 6grenme kapasitesi gibi ndrolojik islevlerle yakindan iligkilidir.
Bu sistemlerin islev bozuklugu, fizyolojik biiyiimeyi sekteye ugratarak larval agirligin
azalmasina neden olabilmektedir (Cabrita vd. 2022).

Gelisim siirecinde norotoksik bilesiklere maruz kalinmasi hem merkezi sinir
sisteminde morfolojik ve fonksiyonel bozulmalara hem de larval donemde biiylime
yetersizligi gibi fenotipik sonuglara yol agar. Bu baglamda larval agirlik, sinir sistemi
gelisimindeki aksakliklar1 degerlendirmede dolayli fakat anlamli bir biyobelirte¢ olarak
kullanilmaktadir (Vu vd. 2023).

3.19. Larval agirhgin hareket davramsi iizerine etkisi

Larvalarin hareket edebilmesi i¢in kaslarmin ve sinir baglantilarinin iyi gelismis
olmas1 gerekir. Bu sistemlerde sorun varsa hem hareketlerinde bozulma olur hem de
biliylimeleri yavaslar (Zhang vd. 2023). Viicuda zarar veren maddelere maruz kalan
larvalar hem daha az hareket eder hem de yeterince agirlik artis1 olmaz. Bu kas ve sinir
sisteminin diizglin ¢alismadigin1 gosterir (Anushree vd. 2023). Hareket bozukluklariyla
birlikte gozlenen disiik agirlik, larvanin genel sagliginin da bozuldugunu gosteren 6nemli
bir isarettir (Rand 2010).

3.20. Gelisim iizerindeki etkileri

Toksisite analizlerinde larval agirhik kimyasal ajanlarin sistemik etkilerini
degerlendirmek i¢in kullanilir. Agir metaller (6rnegin kadmiyum, kursun) ya da pestisitler
gibi toksik maddelere maruz kalan larvalar genellikle oksidatif stres, hiicre 6liimleri veya
hormon bozukluklari, azalmig bitylime oran1 ve agirlik kaybi ortaya ¢ikmaktadir (Mishra
vd. 2023; Dos Santos vd. 2024). Bu durum hiicresel stres, hormonal bozulma ve
metabolik dengesizliklerin dolayli bir gostergesidir (Rand 2010). Larval agirlik ayrica
davranigsal toksisite deneyleriyle birlikte kullanildiginda gézlenen motor ya da norolojik
bozukluklarm fizyolojik alt yapisin1 destekleyici bir 6lciit sunar. Ornegin hem davranissal
gecikme hem de diisiik agirlik, gelisimsel norotoksisiteye isaret eder (Anushree vd. 2023).
Bu nedenle larval agirlik 6l¢limleri genellikle lokomotor analizler, siirlinme testleri ve
metabolik parametrelerle birlikte degerlendirilerek ¢ok yonlii biyolojik etki analizleri
yapilir (Texada vd. 2020).
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Larvalarin agirhigi bize asagidaki konularda bilgi verir;

¢ Ne kadar beslendikleri ve biiylidiikleri — daha ¢ok beslenen larva daha hizli biiyiir
(Zhang vd. 2023).

o Gelisimlerinin ne kadar siirdiigii — gecikme varsa genellikle stres veya zararl etki
vardir (Cabrita vd. 2022).

o Hareket edip edemedikleri — hareket az ise kas ve sinir sistemi etkilenmis olabilir (Vu
vd. 2023).

3.21. Larval agirhik deneyi

Her uygulama i¢in 3 sise tekrar yapildi. Bu 3 sise islatildi ve igerisinden
olabildigince besiyerinden temizlenmis 10’ar larva alinarak toplamda 30 larvanin hassas
terazide Olgiimii gergeklestirilmistir (Sekil 3.20). Elde edilen sonuglar SPSS 20 paket
programinda One-way ANOVA (Dunnet) test yontemi ile degerlendirilmistir.
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Sekil 3.20. Larval agirlik deneyi asamalari

3.22. D. melanogaster pupa pozisyon deneyi

Diistik maliyetli, gozleme dayali ve canliya zarar vermeyen yapisiyla pupa
pozisyon deneyi, Drosophila’da gelisimsel toksisite degerlendirmesi i¢in gii¢lii ve yaygin
kullanilan davranigsal testlerden biridir (Rand vd. 2010).

D. melanogaster pupa pozisyonu, larvalarin puplasmadan Once siiriinerek
ulastiklar1 ytikseklik seviyesine gore konumlandiklar1 bir davranig 6l¢iitiidiir (Rand vd.
2014). Bu davranis, larvalarin ¢evresel kosullara kars1 verdikleri motor ve yonelimsel
tepkileri yansittig1 i¢in gelisimsel toksisite ve ¢evresel stres caligmalarinda hassas bir
biyobelirteg olarak kullanilir (Affleck ve Walker 2019).
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Deneysel uygulamada, larvalar genellikle standart bir besin ortaminda biiytitiiliir
ve pupa evresine ulastiklarinda besin ylizeyinden yukariya dogru tirmanarak pupa
olustururlar. Bu pupa pozisyon davranisi sayisal olarak gruplandirilarak degerlendirilir
(Peterson ve Long 2018). Normal kosullarda pupalarin ¢cogu besin yiizeyinin iist kismina
konumlanirken toksik ajanlara maruz kalan larvalar genellikle daha diisiik konumlarda
pupa olusturur. Bu durum motor islev bozukluguna veya yonelim mekanizmalarinda
bozulmaya isaret eder (Anushree vd. 2023). Ozellikle arsenik gibi agir metallerin akut
maruziyeti sonucunda pupalarin yiikseklik dagilimi degismekte bu da noérolojik ve
gelisimsel bozukluklarin davranigsal diizeyde ortaya konmasina olanak saglamaktadir
(Anushree vd. 2023). Ayrica bu yontem stresin dogrudan 6liimciil olmayan ama alt esik
etkilerini gozlemlemek icin de uygundur. Ciinkii pupa yiiksekligi maruziyet sonucu
hayatta kalan bireylerde uygulanan ajanin fizyolojik etkilerini yansitir (Polak vd. 2004)

Pupa pozisyon analizi, bireylerin g¢evresel stres etkenlerine karsi gelisimsel
bozukluk, defekt olmus viicut yapisi ve puplasma davranisindaki degisiklikler gibi farkli
tepkiler verdigini gostermek i¢in kullanilmistir (Polak vd. 2004; Raj vd. 2024; Niu vd.
2025). Bu yoniiyle deney yalnizca g¢evresel faktorleri degil ayn1 zamanda genetik
duyarliliklar1 da ortaya koymak igin etkilidir.

3.23. Pupa pozisyon deneyi asamalari

Uygulama sonras1 larvalar su yardimiyla elek ile besinden toplanir. D.
melanogaster larvasi (50 adet) birbirine esit uzaklikta (1,3 cm’lik) 5 bolime ayrilan (A-
B-C-D-BY:: Besin yiizeyi) 50 ml’lik etekli falcon tiiptine konuldu. Daha sonra larvalarin
hangi bélgede pupa olusturdugu kayit edildi (Sekil 3.21). Bu deneyin sonuglari SPSS 20
paket programinda ki kare testi ile degerlendirilmistir (Fauzi vd. 2020).
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Sekil 3.21. Pupa pozisyon deney asamalari
3.24. D. melanogaster ergin agirhik ol¢iimii ve larval agirhga ek degeri

Bir toksik ajanin uygulanmasindan sonra ergin D. melanogaster bireylerinin
agirhigin1 6lgmek maddenin gelisim siireci tizerindeki toplam etkisini degerlendirmek igin
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kritik bir yontemdir. Bu Ol¢lim, ajanin sadece larval gelisim doneminde degil ayni
zamanda pupaya doniisiim ve ergin olusum sirasinda da organizmada kalici etkiler birakip
birakmadigini gosterir (Marcus Fiumera 2016).

Ornegin, baz1 kimyasallar larval agirligi azaltmasa bile hormonal sinyal yollarimi
veya metabolik rezervleri (glikojen, lipid, protein) etkileyerek eriskin bireylerin

boyutunun kiiclilmesine, kiitle kaybina ya da yasam siiresinde azalmaya neden olabilir
(Chen vd. 2019).

Bu rezervler, larval evrede beslenme sirasinda biriktirir ve enerji kaynaklarini
viicutlarinda depolar (Stefanyshyn ve Strilbytska 2024). Pupa doneminde besin alimi
durdugunda larval donemde biriktirilen bu rezervler organizmanin metamorfoz siirecinde
enerji saglamak amactyla kullanilir (Rehman ve Varghese 2021). Eger uygulanan bir ajan
bu rezervlerin birikimini engeller ya da fazla tiiketilmesine neden olursa pupa gelisim
stireci yetersiz kalabilir ve metabolik dengesizlikler olusur (Strilbytska ve Semaniuk
2022). Sonug olarak ergin bireyler daha diisiik agirlikta, zayif yapida ya da islevsel
kusurlarla ortaya ¢ikar ¢iinkii yeterli enerji rezervi olmadan tamamlanan metamorfoz hem
morfolojik hem de fizyolojik bozukluklara yol agmaktadir (Yamada vd. 2019).

Ozetle metabolik rezervler bireyin gelisimini tamamlay1p eriskin hale gelebilmesi
icin bulundurmasi gereken biyokimyasal enerji stogudur ve bu stoklarin eksikligi ergin
agirhigin azalmasia, enerji dengesinin bozulmasina ve iireme basarisizligina yol
acmaktadir (Klepsatel vd. 2020). Bu nedenle ergin agirlik yalnizca biiyiime oraninin degil
ayn1 zamanda enerji kullanim etkinliginin, hiicresel stresin ve iireme potansiyelinin bir
ciktist olarak degerlendirilmektedir (Weiner vd. 2014).

Larval agirlik tek basina gelisimin o anlik bir kesitini verirken ergin agirlik, tim
gelisim evrelerinin biitiinciil sonucunu yansitir. Ozellikle pupa dénemindeki doniisiim
stireglerinin (6rnegin larval yag dokusunun doniisiimii) etkilerini analiz etmek agisindan
eriskin evrede 6l¢tim yapmak gereklidir (Butterworth ve Bodenstein 1965). Ayrica ergin
agirlik, yasam boyu kaliciligi olan toksik etkileri (6rnegin endokrin bozulmalar, oksidatif
stres ya da davranigsal degisiklikler) belirlemekte de kullanilmaktadir (Wiseman vd.
2013; Rix ve Cutler 2022; El-Din ve Ghareeb 2023). Ornegin karbon nanomalzemelere
maruz kalan larvalar erigskin evrede normal gelisim gosterse bile erginlerde hareket kaybi,
kilo diisiisii ve 6liim oraninda artig gibi sonucglar gozlemlenmistir (Liu vd. 2009). Bu
baglamda ergin agirhik Sl¢iimii larval Ol¢limlerin Gtesine gegerek ajanin gelisimsel,
metabolik ve davranigsal etkilerinin toplam bir gostergesi olarak kabul edilmektedir ve
cogu toksisite analiz protokoliine dahil edilmesi 6nerilmektedir (Wang vd. 2010).

3.25. Ergin agirhik deneyi asamalari

Yabanil tip yumurtalar toplanarak deney tiipii igerisine konuldu. Her uygulama
icin 1 tane deney tiipii kullanildi. D. melanogaster, 3. Larval evreye geldiginde deney i¢in
1-3 spatiil larva deney tiipiine birakildi ve kullanilan uygulama maddesine maruz
birakildi.
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Sekil 3.22. Ergin Agirlik deney asamalari

Ergin bireyler olusuncaya kadar larvalar uygulama maddesi ile beslenmesi
gerceklestirilir. Olusan ergin bireyler uygulama tiipiinden alinip eterizasyon teknigi ile
bayiltildi. Her konsantrasyon i¢in 3 tekrarli olacak sekilde 10 erkek 10 disi birey olmak
iizere toplamda 30 erkek ve 30 disi birey hassas terazi de 6l¢iildii (Sekil 3.15). Deney
sonucu SPSS 20 paket programimnda Two-way ANOVA test yontemi araciligiyla
degerlendirilmistir.

3.26. D. melanogaster Negatif jeotaksis deneyi

Negatif jeotaksis, D. melanogaster’in diisme veya titresim gibi ani bir uyaridan
sonra yercekimine zit yonde (yukartya) hareket etme davramisidir (Ali vd. 2011). Bu
refleks, hem duyusal algilama, hem de hareket yanitinin organize edilmesi agisindan sinir
sistemi ve kas sistemi arasinda saglikli bir ileti gerektirir (Taylor ve Tuxworth 2019).

Bu davranigin temel mekanizmasi su sekilde isler;

e Dis uyaran (Ornegin tiipiin dibine diisme), Oncelikle sinegin viicudundaki
mekanosensor hiicreler tarafindan algilanir. Bu hiicreler, sinegin yer degistirdigini ve
pozisyonunun degistigini tespit eder.

e Bu alg1 sinyalleri, duyusal sinirler araciligiryla sinegin merkezi sinir sistemine
(6zellikle ventral sinir kordonuna) iletilir.

e Merkezi sinir sistemi bu bilgiyi isler ve uygun bir motor yanit olusturur.

e Motor sinir hiicreleri bu yanit1 bacak kaslarina iletir ve sinek yukariya dogru tirmanma-
u¢ma davranisini baglatir.

Bu stire¢ boyunca hem sinir hiicreleri arasindaki sinaptik iletisim hem de kaslarin
bu sinyallere yanit verme kapasitesi etkili bir sekilde ¢alismalidir. Eger herhangi bir
noktada sinirsel iletim zayiflarsa (6rnegin toksik madde maruziyeti, yaslanma veya
genetik mutasyon nedeniyle), tirmanma-u¢ma refleksi yavaglar, gecikir ya da hig
gerceklesmez (Rhodenizer vd. 2008).
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Bu stire¢ boyunca hem sinir hiicreleri arasindaki sinaptik iletisim hem de kaslarin
bu sinyallere yanit verme kapasitesi etkili bir sekilde ¢alismalidir. Clinkii negatif jeotaksis
gibi refleks hareketler, duyusal alginin merkezi sinir sisteminde islenmesi ve motor
ndronlar aracilifiyla kaslara dogru yanitin iletilmesini gerektirir (Iliadi ve Boulianne
2010; Mishra vd. 2023).

Bu yontem sayesinde bireylerin kas giicii, refleks yanit siiresi ve néromotor
koordinasyonu hakkinda nicel veri elde edilir (Mukherjee 2020; Cabrita vd. 2022;
Biischges ve Ache 2025). Negatif jeotaksis Ol¢limleri yasla iliskili motor kayiplarin
saptanmasinda yaygin olarak kullanilmakta olup yaslanma siireci boyunca azalan hareket
kabiliyetini giivenilir sekilde ortaya koymaktadir (Yusuf vd. 2024). Ayrica Parkinson ve
Alzheimer hastaliklarinin modellendigi D. melanogaster bireylerindeki negatif jeotaksiste
azalma norodejeneratif etkilerin dogrudan bir gostergesi olarak rapor edilmistir (Moulin
vd. 2021; Rahul ve Siddique 2022).

Eger herhangi bir noktada sinirsel iletim zayiflarsa (6rnegin toksik madde
maruziyeti, yaslanma veya mutasyon nedeniyle), tirmanma-u¢ma refleksi yavaslar,
gecikir ya da hi¢ gerceklesmez. Yaslanmayla birlikte hem sinaptik fonksiyonlar
zayiflamakta hem de motor sinyallerin kaslara iletimi gecikmektedir bu da negatif
jeotaksis performansinda anlamli diistislere yol agmaktadir (Rhodenizer vd. 2008; Jones
ve Grotewiel 2011; Hu vd. 2020). Bu refleksin zayifladigi gozlenerek motor
disfonksiyonun ve sinir sistemi hasarinin davranigsal ciktilari degerlendirilmektedir
(Abdulbaki ve Al-Deeb 2022).

3.27. Negatif jeotaksis deney yapihisi

Deney icin gerekli uygulamalar yapildiktan sonra 3 tekrarli olacak sekilde 30
birey toplamda 90 ergin birey deney i¢in kullanilmistir. Deney yapilma asamasina
gecildiginde D. melanogaster eter ile bayiltilip 3 tekrarli 30 birey olacak sekilde besiyeri
icermeyen ve 10 cm uzunluga sahip tiipler igerisine konuldu. Sineklerin Eter etkisinden
¢ikmasi igin 3 saat kadar bekletildi ve siire sonunda kendine gelen sineklerin tiipiin dibine
inmesi i¢in zemine 3 kez vuruldu. Tiip iizerine baska bir bos tiip koyuldu ve sineklerin
tiiptin alt kismina inmesi saglandi. Tiipiin dibinden 30 saniye igerisinde 10 cm’nin ilizerine
gecen, Ustte bulunan tiipe gecen, sinekler kayit edildi (Sekil 3.16). Negatif jeotaksis
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deneyinden elde edilen verilerin istatiksel analizi SPSS 20 paket programinda one-way
ANOVA (Kruskal-Wallis) test yontemi ile degerlendirilmistir (Manjila ve Hasan 2018).
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Sekil 3.23. Negatif jeotaksis deney asamalari
3.28. D. melanogaster 6miir uzunlugu deneyi

D. melanogaster, kisa yasam dongiisii (~60-90 giin), kolay yetistirme kosullar1 ve
genetik manipiilasyona ag¢iklig1 nedeniyle yaslanma arastirmalart icin ideal bir model
organizmadir. Omiir uzunlugu deneyi, belirli sayida ergin sinegin cikisindan itibaren
belirli araliklarla izlenerek ne kadar siire hayatta kaldiklarinin 6l¢tilmesidir (Linford vd.

2013).

Deney baslangicinda ayni giin yumurtadan ¢ikan ayni yasta ve ayni sartlar altinda
ergin hale gelen bireyler secilir. Sinekler, genellikle 20-50 birey igeren tiiplere yerlestirilir
ve her 2-5 giinde bir taze besin ortamina aktarilir ve 6len bireyler sayilarak yasam egrileri
olusturulur (Jafari 2010). Omiir uzunlugu, yalmzca yasam siiresinin uzunlugunu degil
ayni zamanda yaslanma hizini, stres dayanimini ve genel fizyolojik durumu yansitir.
Ozellikle besin icerigi, genetik mutasyonlar, cevresel toksinler veya farmakolojik ajanlar
gibi faktorlerin yasam siiresine etkisi bu yoOntemle Kkarsilastirilabilir sekilde
degerlendirilmektedir (Kim vd. 2011).

Bu deney ayni zamanda ‘“healthspan” saglikli yasam siiresi kavramimin da
analizine imkan verir. Ornegin bir ajan yasam siiresini uzatiyorsa bununla birlikte hareket
kabiliyeti, stres toleransi ya da iireme kapasitesi gibi parametrelerde de iyilesme olup
olmadigina bakilmaktadir (Rogers vd. 2012; Shindyapina vd. 2022; Banse vd. 2024).

Bazi kimyasal maddeler, organizmaya akut toksik etki gostermeyebilir fakat uzun
stireli maruziyet sonucunda yasam siiresini kisaltabilir. Bu durumda 6miir uzunlugu
deneyleri, subletal (O6limciil olmayan) ancak zararli etkileri ortaya koymakta
kullanilmaktadir (Holsopple vd. 2023). Ornegin diisiik dozda pestisit ilk basta sinekleri
oldiirmeyebilir ancak bu sineklerin 6miirlerini 6nemli 6l¢iide kisaltmaktadir (Deans ve
Hutchison 2022; Martelli vd. 2022; Ullah vd. 2024).
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Drosophila’nin genetik yapisi insan yaglanma mekanizmasiyla ilgili birgok
yolakla (6rnegin: insiilin/IGF-1, TOR, FOXO, Sir2) ortaktir (Wang 2018; Jiang vd.
2019; Tabibzadeh 2021). Bu genlerdeki mutasyonlar yasam siiresini uzatabilir ya da
kisaltabilir. Omiir uzunlugu deneyi bu degisimlerin etkisini test etmede temel yontemdir
(Bauer vd. 2004; Spoor 2018; Lee ve Lee 2022). Ornegin Sir2 geninin asir1 ekspresyonu
ile yasam siiresinin uzadigi 6te yandan insiilin yolunun asir1 aktive edilmesinin yasam
stiresini kisalttig1 gosterilmistir (Lee vd. 2010).

3.29. Omiir uzunlugu deney yapihist

Her uygulama icin 3 tekrar yapildi. Segilen 70+4 saatlik 50 adet larva deney
tiiplerine aktarildi. Ergin bireyler pupadan ¢iktiktan sonra 5 giinde bir yeniden besiyeri
hazirlanir ve hazirlanan besiyerlerine uygulama maddesi eklenerek canli bireyler bir
sonraki deney tiiptine aktarildi. Her aktarim sonrasi hangi tiipte ne kadar canlinin 6ldiagi
not edildi. Bu deney, tiip de biitiin sinekler 6lene kadar devam ettirildi. Bu deney
sonucunda veriler SPSS 20 paket programinda One way Anova test yontemi ile
degerlendirilmistir (Linford vd. 2013).
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Sekil 3.24. Omiir uzunlugu deneyinin asamalari
3.30. D. melanogaster iki yonlii besin analizi

D. melanogaster’de uygulanan iki yonlii besin analizi deneyi, sineklere ayni1 anda
iki farkli besin (6rnegin sekerli ve kafeinli ¢ozeltiler) sunularak hangi secenege
yoneldiklerinin davranissal olarak 6l¢iildiigii temel bir tekniktir (Sellier 2010). Bu yontem
duyusal sistemlerin ve bunlara bagli norolojik aglarin besin tercihi {izerindeki etkilerini
anlamak icin kritik dneme sahiptir (Apostolopoulou vd. 2016). Ozellikle genetik olarak
miidahalelere agik olmasi nedeniyle D. melanogaster, tat ve koku reseptorlerinin
fonksiyonel rollerini incelemek adina ideal bir model organizmadir (French vd. 2015).

Bu deneyin en sik kullanildigr durum sineklerin yiiksek enerji icerigi nedeniyle
sekerli ¢ozeltileri tercih edip potansiyel toksisite barindiran kafeinli ¢6zeltilerden kaginip
kaginmadiklarini analiz etmektir (\Vosshall ve Stocker 2007). Sekerli ¢ozeltiler Gr43a
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gibi tat reseptor noronlart (GRN) tarafindan tespit edilerek merkezi sinir sistemine pozitif
sinyaller gonderirken kafein Gr66a gibi aci reseptorleri tarafindan algilanarak kaginma
davranigina neden olmaktadir (Masek ve Keene 2016). Tat ve koku sinyalleri merkezi
sinir sistemine iletildikten sonra subesofageal ganglion ve antennal lob gibi 6zel yapilar
tarafindan islenir ve bu sayede besin yonelimi gerceklesmektedir (Herrero 2012). Bu
sinyaller, beynin karar alma merkezlerinde islenip degerlendirilerek davranisa doniisiir
ve deney boyunca sinegin tercih ettigi ¢ozeltinin belirlenmesini saglar (Li 2025). Bu
sistemin norogenetik temeli D. melanogaster’de yaklasik 60 farkli tat reseptor geninin
0zel olarak ifade edilmesine ve gorev paylasimi yapmasina dayanir (Cobb vd. 2009).
Kafein gibi ac1 bilesenlerin saptanmasinda gorev alan bu néronlar ayn1 zamanda 6grenme
ve hafiza siiregleri ile iliskilidir ve bu da D.melanogaster ’yi sadece bir davranis modeli
degil ayn1 zamanda bir norobilim platformu haline getirir (Ghosh 2020).

Hayvanlarda kemosensasyon, c¢evreden gelen kimyasal ipucglarini tanimayi
saglayan temel bir duyusal siirectir ve bu sistem organizmalarin uygun besin kaynaklarini
segmesini ve toksik bilesiklerden kagcinmasini miimkiin kilar (Komarov ve Sprecher
2022). Kemosensasyon iki ana bilesene ayrilir: tat (gustation) ve koku (olfaction), bu iki
sistem farkli kemoreseptdr aileleri ve sinirsel yollarla algiy1 yonetir (Joseph ve Carlson
2015). Meyve sinekleri ve sivrisinekler gibi bocekler, ¢cevresel kimyasal sinyallere karsi
oldukca gelismis kemosensor sistemlere sahiptir (Keesey 2022). Boceklerde tat alma,
“gustatory sensilla” olarak adlandirilan ve agiz, bacak ve antenlerde bulunan yapilar
sayesinde gerceklesmektedir (King ve Gunathunga 2023). Koku ndronlari ise anten ve
maksiller palp lizerinde bulunarak cevredeki kimyasallar1 algilar (Mansourian 2018).
Drosophila’da bu yapilar, seker, tuz, amino asitler, eksi ve aci gibi tat modalitelerini ayirt
etmekte gorevli tat reseptor noronlarini igerir (Shrestha ve Lee 2023). Koku alma sistemi
ise Ozellikle anten ve maksiller palp bolgelerinde yer alan olfaktdr reseptorlerle ugucu
bilesikleri algilayarak, besin ve konak tespiti gibi davranislar1 yonlendirir (Ruedenauer
vd. 2023). Sivrisinekler gibi hematofag tiirlerde kemosensor sistemler, konak seg¢imi igin
insan teri ve nefesindeki karbondioksit gibi bilesikleri saptamaya 6zellesmistir (Anholt
2020). Bu nedenle boceklerdeki tat ve koku reseptorlerinin evrimsel cesitliligi, yalnizca
beslenme degil ayn1 zamanda iireme, yuvalama ve ka¢inma davraniglar1 gibi karmasik
yasam stratejilerinin diizenlenmesinde de merkezi bir rol oynar (Depetris-Chauvin ve
Galagovsky 2015).

1. Drosophila Oregon R* hattina ait bireylerden 8 saatlik yumurtalar toplanmistir.

2. Yumurtalar, 72+4 saate ulasana kadar gelismeye birakilmistir. Bu siirenin sonunda,
larva igeren siseler musluk suyu altinda yikanmis ve larvalar ince gézenekli bir elek
yardimiyla ayrilmigtir.

3. Elde edilen larvalar, deney gruplarina ait farkli konsantrasyonlardaki besiyerlerine 1—
2 mikrospatiil aktarilmisgtir.

4. 7244 saatlik larvalar (3. larval evrenin bas1), 2 kat yiiksek sekerli besin ortamlarina
aktarilmustir.

5. 20 sise sekerli besinde larvalar ergin hale gelene kadar uygulama ortaminda
tutulmustur.

6. Ergin hale gelen 3-5 giinliik bireyler giin 6ncesinden hazirlanmis % 1°lik agarli siselere
alindi.
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7. Ergin bireyler 18 saat besin ortamindan uzak sadece agarl siselerde bekletilerek ag
birakild.

8. Deney sabahi 72 well plate icerisinde farkli uygulama kimyasallarmin cesitli

10.

11.

12.

13.

konsantrasyonlarini igeren % 1 agarozlu besin ortamlari hazirlandi. Bu ortamlardan biri
yalmizca 2 mM sakkaroz igerirken digerleri 2 mM sakkaroza ek olarak belirlenen
konsantrasyonlarda uygulama kimyasali bulunuyordu.

Bu gida kaynaklar1 0.125 mg/mL mavi renklendirici (Brilliant blue FCF) ve 0.1 mg/mL
kirmiz1 renklendirici (stilforhodamin B) gida boyalar ile karistirilarak 72 kuyucuklu
mikrotitre kaplarina zikzak desende dagitilir (Rimal vd. 2020; Shrestha ve Lee 2021).
18 saatin sonunda erginler eter ile bayiltilarak 30 erkek 30 disi olmak {izere toplam 60
birey 72 well plate igerisine alindi.

Bireyler ayilincaya kadar beklenildi. Ayildiktan sonra 120 dakika 25 °C’de % 60 nem
de ve karanlikta bekletildi.

Siire sonunda bireyler +4°C de buzdolabinda muhafaza edildi. Bireyler buzdolabi
icerisinde 7 giine kadar kalabilir. Dolaptan ¢ikardiktan hemen sonra stereo mikroskop
aldinda sayim yapildi.

Sonuglar dahilinde (P.I.) = (NB + 0,5NP)/(NR + NB + NP) formiiliinden gida se¢im
indeksi hesaplandi. Renksiz bireyler hesaplamaya dahil edilmedi. Mavi (NB), kirmizi
(NR) veya (NP) mor abdomenli sinekler olarak siniflandirilir.

59



MATERYAL VE YONTEM S. KUCUKBENLI

60



BULGULAR S. KUCUKBENLI

4. BULGULAR

4.1. D. melanogaster molekiiler calismalar
4.2. D. melanogaster beyin hiicrelerinde tek hiicre jel elektroforez (KOMET) testi

Komet testine iliskin verilerin analizinde bas uzunlugu, bas yogunlugu, kuyruk
yogunlugu, kuyruk gogii, kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti gibi birgok parametre vardir
(Sekil 4.1) fakat literatiirde DNA kirikliklarint degerlendirirken ii¢ temel parametre 6ne
cikmaktadir: kuyruk uzunlugu (um), kuyruk yogunlugu (%) ve kuyruk momenti (kuyruk
uzunlugu x kuyruk yogunlugu). Bu parametreler arasinda, DNA hasar diizeyini niceliksel
olarak yansittig1 i¢in kuyrugun yogunlugu en yaygin tercih edilen degerlendirme
olgitiidiir. Dozlar arttik¢a kontrole kiyasla tiim parametrelerde (kuyruk uzunlugu, kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momenti) istatistiksel olarak anlaml bir fark gdzlemlenmistir.

» Kuyruk uzunlugu bakimindan galisilan biitiin dozlarda (NS 0,1K - NS 0,5K - 2XS
0,1K - 2XS 0,5K) kontrol grubuna kiyasla istatistiksel onemde artig gézlemlenmistir
(Sekil 4.2).

» Kuyruk yogunlugu bakimindan kontrole kiyasla 2XS 0,1K anlamli fark
gozlemlenmistir. Diger taraftan NS 0,5K ve 2XS 0,5K dozlarinda ise kuyruk
yogunlugunda kontrole kiyasla yliksek oranda artis gozlemlenmistir (Sekil 4.2).

» Kuyruk momenti sonucunda kontrole kiyasla uygulanan biitiin dozlarda DNA kiriklart
bakimindan istatistiksel 6nemde anlamli bir fark belirlenmistir (Sekil 4.4).

Kontrol grubu, Lewis besin ortamina gore hazirlanmis optimum besinde gelisen

D. melanogaster bireylerinden alinan sonuglar. Tiim sonuclar negatif kontrole gore

karsilastirilmistir (*p < 0,05). Hazirlanan preparatlardaki DNA hasar1 Nikon Eclipse

E200 151k mikroskobunda COMET Assay (Comet assay IV version 4.11) yazilimindan

elde edilen veriler ile hesaplanmistir. Her konsantrasyon igin 50 beyin hiicresi sayilmistir.

Elde edilen veriler SPSS programinda One-way ANOVA ile degerlendirilmistir.

=t

T Head ZInt Ted%lm  TedMgiohon [aiMoment Widh  TotalAwea Toallnl M|
5050 1a51] 12800 1011400 61062 504
| 77.00 63.00 65.62| 3439/ 24! 00/ 650000 41932 6.44
] f { 450 013 600l 52100 32444 612

31.00 £9.00 8455 504 2350 482 10200 760600 101685 13,00
1.03 0.00 025/ 10000/ 43400 47450 737

52 28 1072 2450 119 €400, 43)7.00 27630 641
= o ol 2350 1183 8500/ 625200 35570 569

Sekil 4.1. COMET assay IV programinda dl¢iimii Ve degerlendirme parametreleri
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15 .

KUYRUK UZUNLUGU

@Kontrol ONS 0,1K BNS$ 0,5K @2X$ 0,1K 02X$ 0,5K
KONSANTRASYONLAR

Sekil 4.2. Beyin KOMET kuyruk uzunlugu bakimindan konsantrasyonlar (*0,01 <P <
0,05-**0,001 <P<0,01-*** P <0,001)

14

12

*%

-
o

— %
—

KUYRUK YOGUNLUGU
]

Y

@ Kontrol oNs$ 0,1K @N$ 0,5K @2X$ 0,1K 02X$ 0,5K
KONSANTRASYONLAR

Sekil 4.3. Beyin KOMET kuyruk yogunlugu bakimindan konsantrasyonlar (*0,01 <P <
0,05-**0,001 <P <0,01-***P<0,001)
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Sekil 4.4. Beyin KOMET kuyruk momenti bakimindan konsantrasyonlar (*0.01 <P <
0.05, **0.001 <P <0.01, *** P <0.001)

D. melanogaster beyin komet ¢alismasinda uygulanan dozlar i¢in (Kontrol, NS
0,1K, NS 0,5K, 2XS$ 0,1K ve 2XS 0,5K) ii¢ parametrede de (kuyruk yogunlugu, kuyruk
uzunlugu ve kuyruk momenti) kontrole kiyasla istatistiksel anlamli fark gézlemlenmistir.
Bu baglamda kullanilan dozlarin istatistiksel olarak anlamli nérotoksik etkisinin oldugu
sonucu elde edilmistir.

4.3. D. melanogaster beyin hiicrelerinde total antioksidan (TAS) ve total oksidan
(TOS) olgiimii

Uygulanan konsantrasyonlar sonucunda D. melanogaster beyin hiicrelerinde
toplam antioksidan ve toplam oksidan miktarlarinin ve oksidatif stres indeksinin élgtimii
TAS/TOS kiti kullanilarak kantitatif olarak degerlendirilmistir. Oksidatif stres ve redoks
dengesizligi diizeyini belirlemek igin OSI (Oksidatif Stres indeksi) hesaplandi. TAS, tiim
antioksidanlarin toplam aktivitesini gosterirken; TOS, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
diizeyini yansitir. OSI ise bu iki parametreye dayanarak oksidatif stres seviyesini ortaya
koyar. OSI, TOS’un TAS’a oran1 olarak belirlenir ve su formiil ile ifade edilir: OSI =
TOS [umol/L] / TAS [umol/L] x 100. OSI degerinin yiiksek olmasi, antioksidan
savunmaya kiyasla oksidatif siireclerin baskin oldugunu gosterir (Erel 2005; Polat vd.
2023). Biitiin 6l¢iimler Thermo multiskan spektrofotometre ile yapilmistir. Elde edilen
veriler SPSS programinda One-way ANOVA ile degerlendirilmistir.
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izole edilen beyin hiicrelerine eklenen izole edilen beyin hiicrelerine eklenen
TAS - Reagent 1 TAS - Reagent 2

Sekil 4.5. Toplam Antioksidanin spektrofotometrede 6lgiime hazirlanmis deney asamasi

AN —
izole edilen beyin hiicrelerine eklenen izole edilen beyin hiicrelerine eklenen
TOS, Reagent 1 ve 2 sonrasi gorlintu TAS, Reagent 1 ve 2 sonrasi gorintl

Sekil 4.6. TAS ve TOS olglim Oncesi goriintiisii

TAS/TOS deneyinden elde edilen veriler dahilinde;

» Toplam oksidan seviyelerinin (TOS) seviyesinde konsantrasyonlarin etkisi istatistiksel
anlaml fark gézlemlenmemistir (Sekil 4.7).

» Toplam antioksidan seviye (TAS) dl¢iim sonuglarina gore kontrole kiyasla 2XS 0,1K
ve 2X§ 0,5K dozlarinda anlamli fark gozlemlenmemistir. NS 0,1K i¢in anlamli fark
vardir. NS 0,5K i¢in ise yiiksek anlaml1 fark gézlemlenmistir (Sekil 4.7).

> Oksidatif stres Indeksi (OSI) sonuglarma gére dozlar arttikga kontrole kiyasla OSI

degerinin azaldig1 ortaya konmustur fakat istatiksel anlaml fark gbzlemlenmemistir
(Sekil 4.9).
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TOPLAM OKSIiDAN SEVIYESi

1,8 | |

1,4 |
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SLGUM SEVIYESI (1MOLIL)

KONTROL N$ 0,1K N$ 0,5K 2X$ 0,1K 2X$ 0,5K
KONSANTRASYONLAR

Sekil 4.7. D. melanogaster beyin hiicreleri i¢in kullanilan dozlardaki toplam oksidan
seviyesinin gosterimi (*0,01 <P < 0,05 - ** 0,001 <P < 0,01 - *** P <0,001)
TOPLAM ANTIiOKSIDAN SEVIYESi
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% 0,5
5 [ |
KONTROL NS 0,1K NS 0,5K 2X$ 0,1K 2X$ 0,5K
KONSANTRASYONLAR

Sekil 4.8. D. melanogaster beyin hiicreleri i¢in kullanilan dozlardaki toplam antioksidan
seviyesinin gosterimi (*0,01 <P < 0,05 - ** 0,001 <P < 0,01 - *** P <0,001)
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TOPLAM ANTIOKSIDAN VE OKSIDAN SEVIYESI
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Sekil 4.9. D. melanogaster beyin hiicreleri i¢in kullanilan dozlardaki toplam oksidan ve
antioksidan seviyesinin gésterimi (*0,01 <P <0,05 - ** 0,001 <P < 0,01 - *** P <0,001)
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Sekil 4.10. D. melanogaster beyin hiicreleri i¢in kullanilan dozlardaki oksidatif stres
indeksinin gdsterimi (¥*0,01 <P < 0,05 - ** 0,001 <P < 0,01 - *** P < 0,001)
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4.4. D. melanogaster beyin hiicrelerinde akridin oranj ol¢ciimii

CANLI HUCRE OLU HUCRE

Sekil 4.11. Canl1 ve 6lii hiicreden yayilan
yesil ve kirmiz1 yansima

D. melanogaster beyin hiicrelerinde hiicre canliligini degerlendirmek amaciyla
kullanilmistir. Akridin Oranj canli hiicrelerde yesil, Etidyum Bromid ise sadece
membrani bozulmus, 6li hiicrelerde kirmizi floresans verir. Yapilan boyama sonucunda,
canli hiicreler yesil, apoptotik hiicreler turuncu ve nekrotik hiicreler kirmizi renkte
gbzlemlenmistir. Bu sayede hiicre popiilasyonundaki canli ve 6lii hiicreler net sekilde
ayirt edilebilmigstir. Caligma kapsaminda kullanilan 5 konsantrasyon i¢in akridin oranj
testi uygulamistir. Her konsantrasyon i¢in 100 hiicre sayilmistir. Saymm florasan 151k
mikroskobunda gergeklestirilmistir.

» Kontrole grubuna kiyasla dozlarin konsantrasyonu arttik¢a canlilik yiizdesi giderek
azalmistir.

» NS 0,1K konsantrasyonunda kontrol grubuna kiyasla azalma gézlemlenmistir.

» Konsantrasyonlar arttikga 6lii hiicre sayis1 artmustir.
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AKRIDIN ORANJ
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Sekil 4.12. D. melanogaster beyin hiicrelerinde 6liim yilizdesinin gosterimi (*0,01 <P <
0,05-**0,001 <P<0,01-***P<0,001)

4.5. D. melanogaster beyin hiicrelerinde tiyobarbitiirik asit ile lipid
peroksidasyonunun belirlenmesi

D. melanogaster’in beyin hiicrelerinde lipid peroksidasyon diizeyleri,
tiyobarbitiirik asit (TBA) yontemi ile degerlendirilmistir. Bu yontemle peroksidasyona
ugrayan lipidlerin son {irlinii olan malondialdehit (MDA) miktar1 olgiilerek hiicresel
oksidatif hasar diizeyi belirlenmistir. Lipidler yalnizca hiicre zarinda degil ayn1 zamanda
lipid damlaciklari, organel zarlar1 ve sinyal iletim yollarinda da yer aldigindan,
peroksidasyon farklt hiicresel bolgeleri etkileyebilir. Ancak elde edilen sonuglara gore,
uygulanan farkli dozlar arasinda MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmemistir. Elde edilen veriler dahilinde uygulanan dozlarin Drosophila beyin
hiicrelerinde belirgin bir oksidatif stres yaniti olusturmadigini ve lipid peroksidasyonunun
anlamli diizeyde artmadigin1 gostermektedir. Elde edilen veriler SPSS programinda One-
way ANOVA ile degerlendirilmistir.

» Dozlarin lipid perosidasyonu iizerindeki etkisinde istatistiksel anlamli fark

gozlemlenmemistir.
» NS 0,5K uygulamasinda kontrole kiyasla az miktarda artis goriilmesine karsin bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildir
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LIPID PEROKSIDASYONU
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Sekil 4.13. D. melanogaster beyin hiicrelerinde yapilan lipid peroksidasyonu sonuglari
(*0,01<P<0,05-**0,001<P<0,01-***P<0,001)

4.6. D. melanogasterde gerceklestirilen davranis deneyleri
4.7. D. melanogaster larval siiriinme

D. melanogaster larvalari, ritmik kas kasilmalariyla siiriinerek hareket eder. Bu
hareket, merkezi sinir sistemi ve proprioseptif (canlinin kendi viicut pozisyonunu ve kas
gerilimini algilama yetisi) geri bildirimle diizenlenir (Heckscher vd. 2012). Siirlinme
sirasinda g¢evreyi kesfetmek icin yon degistirirler (Berni vd. 2012). Neuromekanik
modeller bu hareketin fiziksel temellerini agiklar (Sun vd. 2022). Bu model, néromotor
hastaliklarin incelenmesinde kullanilir (Giinther vd. 2016). Deney i¢gin 3. larval evrede 24
saat uygulama ajanina maruz kalan bireylerin %2’lik agar iizerinde 1 dakika igerisindeki
kat ettikleri yolu 6lctilmektedir.

e Larval siiriinme deneyinde One way Anova testine gore istatistiksel olarak anlamli fark
vardir.

e Kontrole kiyasla 0,1K anlamli fark ortaya koymustur.

e Kontrole kiyasla 0,5K dozu i¢in yiiksek anlamli fark gozlemlenmistir (** 0,001 <P <
0,01).

e 2XS0,1K ve 2XS 0,5K dozlarinda kontrole kiyasla anlamli fark gézlemlenmemistir.

o 2K-2XS 1K - 2XS 2K - 4XS 0,1K - 4XS 0,5K - 4XS 1K - 4XS 2K - 8XS 0,1K - 8XS
0,5K - 8XS 1K - 8XS 2K dozlarinda kontrol grubuna kiyasla ¢ok yiiksek anlamli fark
gbzlemlenmistir (*** P < 0.001).

Larval siiriinmenin 1. nesil sonuglarina bakildiginda kontrol grubu yaklasik olarak
4,6 cm siirinme gergeklestigi gozlemlenmistir. Sadece kafein uygulamalarinda bu
uzunluk ortalama 4,1 cm olarak bulunmustur. 2 kat seker uygulamalarinda larval siiriinme
ortalama 3,5 cm.olarak gézlemlenmistir 4 kat seker uygulamalarinda siirlinme uzunlugu
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ortalama 3 c¢m uzunluga sahiptir. 8 kat sekerin kafeinli grubunda ise siiriinme
uzunlugunun 1,9 santimetreye kadar diistiigii tespit edilmistir.

Uzunluk (cm)

N NS B
xX X X X
w w w v
= N © o
X X 4. o

AL
NG
M0 8XZ

N
x
W)
o
o
P - =X

Konsantrasyonlar

Sekil 4.14. Larval siirinme 1. nesil deneyinin grafiksel gosterimi. Kontrole kiyasla
anlamli fark ortaya koyulmustur (*0,01 <P < 0,05 - ** 0,001 <P < 0,01 - *** P <0,001)

D. melanogaster 3. nesil larval siirlinme sonuglarina bakildiginda kontrol grubu
ortalama 4,6 cm deger alirken yalniz kafein uygulamasinda siirlinme uzunlugu ortalama
3,2 cm goriilmiistiir. 2 kat seker ortalama 1,9 cm siiriinme gerceklestirilmistir. Ek olarak
2 kat sekerin 1. nesil deney sonuglarina bakildiginda ortalama 3,5 cm deger aldig: ortaya
koyuldugundan nesil ilerledik¢e calisma dozlarinin etkisi larval siirlinme uzunluguna
daha ¢ok yansidigi gozlemlenmistir. 4 kat seker ise ortalama 3,3 cm siiriinme
gerceklestirmistir.

¢ Uygulanan dozlarda kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir.
o Kontrole kiyasla 0,1K dozunda yiiksek anlaml fark goriilmistiir.

e 05K - 2XS 0,1K - 2XS 0,5K - 4XS 0,1K - 4XS 0,5K dozlarinda kontrol grubuna
kiyasla ¢ok yiiksek anlamli fark gézlemlenmistir.
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Sekil 4.15. Larval siirinme 3. nesil deneyinin grafiksel gosterimi. Kontrole kiyasla
anlamli fark ortaya koyulmustur (*0,01 <P <0,05-** 0,001 <P < 0,01 - *** P <0,001)

Larval siiriinme 5. nesil deney sonuglarina bakildiginda kontrol grubu ortalama
4,5 cm siiriinme uzunluguna sahipken tek basina kafein uygulamalar1 ortalama 3,1cm
deger almistir. 2 kat seker uygulamalari

e Larval siiriinme 5. nesil dozlar1 kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli fark ortaya
koymaktadir.

e Kontrol grubuna kiyasla 0,1K dozu anlamli fark ortaya koymustur.

e 05K - 2XS 0,1K ve 2XS 0,5K dozlarinda kontrol grubuyla kiyaslandiginda
istatistiksel ¢cok yiliksek anlamli fark goriilmiistiir.
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Sekil 4.16. Larval siiriinme 5. nesil deneyinin grafiksel gosterimi. Kontrole kiyasla
anlaml fark ortaya koyulmustur (*0,01 <P < 0,05 - ** 0,001 <P < 0,01 - *** P <0,001)

Larval siirtinmenin 1. neslinin konsantrasyonlar arasindaki farkina bakildiginda
gorsellik olarak da sonuglarin hem uzunluk hem de manevra sayis1 bakimindan degisiklik
gosterdigi de goriilmiistiir (Sekil 4.17 - 4.21.). Manevra sayisinin artmasi anormal
siiriinmenin ortaya ¢ikisiyla baglantili olmakla beraber bu durumun nérolojik
bozukluklarla, motor kontrol bozukluklariyla baglantili oldugu disiintilmektedir
(Jakubowski vd. 2012; Greaney 2025).
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4.7.1. Larval siiriinme goriintiileri

KONTROL

Sekil 4.17. Kontrol grubunun 1. nesil larval siirtinme goriintiisii

S1O

Sekil 4.18. Sadece kafein uygulanan gruplarin 1. nesil larval siiriinme goriintiileri. Kafein
miktar arttik¢a larvalarin kat ettigi yolun giderek azaldigi goriillmektedir

Sekil 4.19. 2 kat seker ve kafein uygulanan gruplarin 1. nesil larval siirinme goriintiileri
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Sekil 4.20. 4 kat seker ve kafein uygulanan gruplarin 1. nesil larval siiriinme goriintiileri

Sekil 4.21. 8 kat seker ve kafein uygulanan 1. nesil larval siirtinme goriintiileri

4.8. D. melanogaster larval agirhk

D. melanogaster larvalarinin agirligi, gelisimsel evreye ve ¢evresel kosullara bagl
olarak degisir. Ugiincii instar evresinde larvalar genellikle 1-2 mg agirhiga ulasabilir. Lipit
igerikleri agirliklarinin yaklasik %15’ini olusturur (Church ve Robertson 1966). Agirlik,
biiytime oranlar1 ve beslenme durumu gibi faktorlerle yakindan iliskilidir (Bakker 1959).
Kritik metamorfoz esigi de belirli bir larval agirliga ulasilinca tetiklenir (Mirth vd.2005).
Larvalarin 24 saatlik maruziyeti sonucunda 1. 3. ve 5. nesil deneylerinin verileri elde
edilmistir. Larval agirligin 3. ve 5. nesil verilerinde 4 kat sekerin ve 8 kat sekerin kafeinli
konsantrasyonlarinda bireyler elde edilemedigi i¢in bu konsantrasyonlar i¢in sonuglar
elde edilememistir.

Larval agirlik 1. nesil sonuglarinda larvalar sadece kafein uygulanan
konsantrasyonlarda kontrole kiyasla diisiik kafein dozunda agirligin arttigr yiiksek kafein
dozunda agirhigin distigi gozlemlendi. Kafeinin 2 kat seker ile birlikte uygulandigi
konsantrasyonda 2XS 0,1K icin kontrole kiyasla agirlik artis gosterirken diger
konsantrasyonlarinda agirligin azaldig1 gézlemlendi. 4 kat sekerin kafein birlikteliginde
larval agirlik fazla diisiis gosterirken 8 kat sekerin kafeinli konsantrasyonlarinda agirligin
kontrole kiyasla ¢cok daha fazla diistiigii gézlemlendi.
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elLarval agirlik dozlari kontrole kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark
gozlemlenmistir.

¢ Kontrol grubuyla karsilastirildiginda 1K - 2K - 2XS 1K - 2XS 2K - 4XS$ 0,1K - 4XS
0,5K - 4XS§ 1K - 4XS 2K - 8XS 0,1K - 8X$ 0,5K - 8XS 1K - 8XS 2K dozlarinda
istatistiksel olarak ¢ok yiiksek anlamli fark gézlemlenmistir.

Sadece kafein uygulamasinin yapildigi deney grubunda kontrole kiyasla agirlik
diigmiistiir. 2 kat sekerin kafeinli konsantrasyonlarinda kafein miktar1 arttikca larval
agirhigin istatistiksel anlamda diistiigii gézlemlenmistir. Sadece kafein ve 2 kat seker +
kafein uygulamalarinda, kafeinin 1K ve 2 K uygulamalarinda kontrol grubuna kiyasla
cok yiiksek anlamli azalma gozlemlenmistir.
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Sekil 4.22. Larval agirlik 1. nesil sonuglari (*0,01 <P < 0,05 - ** 0,001 <P < 0,01 - ***
P <0,001)

Larval agirlik 3. nesil deney sonucunda tek basina kafein uygulamasi ve 2 kat
seker + kafein uygulamasi sonucunda kontrol grubuna kiyasla azaldig1 gézlemlenmistir.

e D. melanogaster larval agirlik i¢in dozlarin kontrole kiyasla istatistiksel anlamli fark
ortaya koydugu gozlemlenmistir.

¢ Kontrol grubuna gore 0,1K - 0,5K - 2XS 0,1K - 2XS 0,5K dozlarinda istatistiksel
olarak cok yiiksek anlamli fark gézlemlenmistir (*** P < 0,001).
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Sekil 4.23. Larval agirlik 3. nesil sonug¢larinin grafiksel gésterimi (*0,01 <P < 0,05 - **
0,001 <P<0,01-***P<0,001)

Larval agirlik 5. nesil deney sonuclarinda kontrol grubuna kiyasla agirlik
miktarinda azalma gozlemlenmistir. Agirlik azalmasi 3. nesil ile kiyaslandiginda gok
fazla fark gézlemlenmemistir fakat 1. nesil ile kiyaslandiginda agirlik azalmasi daha
fazla oldugu gozlemlenmistir.

e Larval agirlik 5. nesil deney sonuglarinda istatistiksel olarak anlamli fark
gozlemlenmistir.

e 0,1K-0,5K-2XS 0,1K - 2XS 0,5K dozlarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
cok yiiksek anlamli fark goriilmiistiir.
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Sekil 4.24. Larval agirlik 5. nesil deney sonuglar1 (*0,01 <P < 0,05 - ** 0,001 <P <0,01
- *** P <(,001)

D. melanogaster larvalari siirekli olarak yeme, biiyiime ve depolama yaptigindan
beslenme caligmalarinda giivenilirlikle kullanilmaktadir. Bunun yaninda yetigkinlerde
cinsiyete bagl olarak bulunan fizyolojik farkliliklardan da yoksunlardir (Musselman vd
2011). D. melanogaster farkli yasam dongiileri boyunca farkli metabolik ihtiyaglar duyar.
Ornegin larva asamasinda viicut kiitlesi 200 kat artar (Mattila ve Hietakangas 2017). Bu
nedenle besinsel farkliliklarin belirlenmesinde D. melanogaster larvalari model
organizma olarak kullanilmaktadir (Baker ve Thummel 2007). Larval agirlik sonuglarina
bakildiginda bireylere kafein uygulamasi gerceklestirildiginde diisilk dozda kafein
uygulamasi bile agirligin yiiksek oranda diismesine sebep olurken 2 kat sekerli uygulama
grubu bu agirhigin daha da diismesine neden olmaktadir. Bu siirecte larvalarin
agirliklarimin diismesi bireylerin yeterli miktarda beslenemedigini ve gelisimsel agidan
gerilemeye gittiginin de isareti olmustur.

4.9. D. melanogaster pupa pozisyon deneyi

Pupa pozisyon larvalarin pupa olusturma basarisini ortaya koyan, norotoksisiteyi
ve gelisimsel norotosisiteyi degerlendiren bir parametredir. Normal sartlarda 25°C’de
genellikle 11 giin kadar siirer (Ashburner ve Roote 2007; Chen vd. 2013). Fakat uygulama
konsantrasyonlar1 sonucunda bu siire normal besinle beslenen bireylere oranla 2-3 giin
kadar gecikme gostermistir. Larvalarin pupa olusturmak i¢in belli bir yol kat ederek
besinden uzaklagip bulundugu tiipin iist kisimlarima pupa olusturmaktadir. Pupa
olusturmak icin kat edilen mesafe bireyin genetik 6zellikleri, nem seviyesi ve gevresel
etmenler gibi disg farktorler etkili olmaktadir (Beltrami vd 2010; Narasima vd 2015).
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Normal sartlarda beslenmesi optimum konsantrasyonda ve miktarda olan larvalar
beslenmelerini sagliklt bir sekilde gergeklestirebilir ve gelisimi beklenen siirede
tamamlanir. Optimum sartlarda beslenme ile her bolge aras1 1,3 cm olacak sekilde 6
bolgeye ayrilan 50 ml’lik falcon tiiplerinde larvalar 6zellikle iist bolgelerde (A, B ve C)
pupa olusturmaktadir. Fakat beslenme kaynakli larvalarin agirlikli olarak pupa
olusturdugu bolgeler ve pupa olusturma basarist degismistir. Pupa pozisyon deneyi 3. ve
5 nesil i¢in 1K - 2K - 2XS 1K - 2XS 2K - 4XS + kafein ve 8XS + kafein dozlarinda
bireyler elde edilemedigi i¢in bu dozlar deneye tabi tutulamamistir. Pupa pozisyon 1.
nesil deney sonuglarinda kontrol grubunda B-C-D-E-BY bdlgelerinde pupa oldugu
gozlemlenmistir. Tek basina kafein uygulamalarinda kafein miktar1 arttikga D ve E
bolgelerinde daha ¢ok pupa gozlemlenmistir. 2 kat sekerin 0,1K ve 0,5K dozlarinda A
bolgesinde de pupa miktar1 goriilmistiir. 2 kat seker 1K dozundan itibaren 4 kat seker 2K
dozuna kadar agirlikli olarak D ve E bdlgesinde pupa gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda bu
dozlarda besin ylizeyinde olusan pupalarda gézlemlenmistir.

e (Calisma kapsaminda dozlar ve bélgeler i¢in pupa olusturma basarisi istatistiksel olarak
anlaml fark gézlemlenmistir.

o Veriler ki-kare testinde standardized residuals sonuglarina gore degerlendirilmistir. Bu
sonuglara gore 1. nesil pupa pozisyon deneyinde A- B- C- D- E- BY bolgelerinin
hepsinde ¢ok yiiksek anlamli fark ortaya koymustur (***|Z| > 3,29).

e Konsantrasyonlara bakildiginda 4XS 0,5K ve 2X$S 2K yiiksek anlamli fark ortaya
koymustur (**|Z| > 2,58).

e Diger dozlar (0,1K - 0,5K - 1K- 2K - 2XS 0,1K - 2XS 0,5K - 2XS 1K - 4XS 0,1K -
4XS 1K - 4XS 2K - 8XS 0,1K - 8XS 0,5K - 8XS 1K - 8XS 2K) ¢ok yiiksek anlamli
fark ortaya koymustur (***|Z| > 3,29).
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Sekil 4.25. Pupa pozisyon 1. nesil pupa olusumunun grafik gosterimi (***|Z| > 3,29 -
(**|2| > 2,58 - (*|2| > 1,96).
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Pupa pozisyonun 3. nesil uygulamasinda yogun olarak larvalar E; D ve BY
bolgesine pupa olusturdugu gozlemlenmistir. Nesil ilerledik¢e ve konsantrasyonlar
arttikca A, B ve C bolgesinde pupa olusumu goriilmemeye baslanmistir. Bu veriler
sonucunda yiiksek seker ve yiiksek kafein uygulamasi sonrasinda larvalarin besin
ylizeyinden fazla uzaklasamadig ve tist bolgelere ulasamadigi gézlemlenmistir.

e (alisma sonucunda konsantrasyonlarin bdlgeler iizerinde Two Way Anova sonucuna
gore istatistiksel olarak anlamli fark ortaya ¢ikmustir.

e Pupa pozisyon 3. nesil veri sonuglarina goére B- C-D- E- BY bolgelerinde ¢ok yiiksek
anlamli fark goriiliirken (***|Z| > 3,29) A bolgesinde anlamli fark goriilmemistir (|Z]
<1,96).

e (Calismada yer alan 0,1K- 0,5K- 2XS 0,1K dozlarinda ¢ok yiiksek anlamli fark
gbzlemlenirken 2XS 0,5K dozunda anlamli fark gozlemlenmemistir.
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Sekil 4.26. Pupa pozisyon 3. nesil pupa olusumunun grafik gosterimi (***|Z| > 3,29 -
(**|2| > 2,58 - (*|2| > 1,96).

Pupa pozisyon 5. nesil veriler sonucunda kafein uygulanan gruplarda pupa olusan
bolgelerin genellikle D ve E bolgesinde agirlikli olarak goriilmiistiir. A bolgesinde hig
pupa olusumu goriilmemistir. 2 kat seker + kafein uygulanan larvalarinda yogun olarak
E ve D bolgesinde pupa olusturdugu gozlemlenirken en yiiksek konsantrasyonuda A, B
ve C bolgesinde pupa olusumu goriilmemistir.

e Pupa pozisyon 5. nesil deney sonuglarina gére konsantrasyonlarin bolgeler iizerinde
istatistiksel olarak anlamli fark gézlemlenmistir.
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e Deney sonucuna gore bolgeler i¢in pupa olusturma sayisina bakildiginda D bolgesinde
anlamli fark gériilmemistir (|Z|<1,96) A bolgesinde anlamli fark gézlemlenmistir (*|Z|
> 1,96). B-C- E ve BY bolgelerinde ¢ok yiiksek anlamli fark gézlemlenmistir (***|Z|
> 3,29).

e (Calisma dozlarindan 0,1K ve 0,5K kontrol grubuyla karsilastirildiginda yiiksek
anlaml fark ortaya koymustur (¥*|Z| > 2,58). 2XS 01K ve 2XS$ 0,5K dozlarinda ise
cok yiiksek anlamli fark goriilmiistiir.

e Bu bulgular, hem uygulanan dozlarin hem de bdlgesel konumlarin, pupalarin yerlesim
tercihleri iizerinde etkili oldugunu; baz1 dozlarin bu tercihi istatistiksel olarak baskin
bicimde degistirdigini gdstermektedir.
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Sekil 4.27. Pupa pozisyon 5. nesil pupa olusumunun grafik gosterimi
4.10. D. melanogaster negatif jeotaksis sonuglari

Bir¢ok canli yonlerini bulmak i¢in Diinyanin manyetik alanini algilar ve bunu
kullanma yetenekleri gelismistir (Naisbett-Jones ve Lohmann 2022). Ucus becerisi
Drosophila bireylerinde yas arttik¢a azaldigi gozlemlenmistir (Arking ve Wells 1990;
Goddeeris vd. 2003). dAdoR mutant D. melanogaster bireylerinde kafein aliminin yine
uyaniklik durumunu ortaya cikartmast dopamin senteziyle iliskili oldugu ortaya
konmustur (Nall vd. 2016). Kafein alim1 ile dopaminin neden oldugu uyaniklik durumu
sonucunda D. melanogaster bireylerinin ugma becerisi olumsuz etkilenebilmektedir
(Philyaw 2022). Negatif jeotaksis deneyi yiiksek seker ve yiiksek kafeinin D.
melanogaster bireylerindeki etkisinin davranis ve lokomotor aktivitesi tizerindeki
potansiyel etkilerinin degerlendirilmesinde kullanilan bir parametredir (Grotewiel vd
2005).
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Negatif jeotaksis 1. nesil deney sonuglarinda toplam 30 bireyden 25’in iistiinde
bireyin kontrol grubunda iist tiipe gectigi gozlemlenmistir. Kafein miktari arttik¢a gegen
birey sayisinda azalma goriiliirken en yiiksek kafeinli konsantrasyonda kontrole yakin
sonug elde edilmistir. 2 kat sekerin kafeinli konsantrasyonlarinda kafein miktar1 arttikga
gecen birey sayist giderek azaldigi tespit edilmistir. Bu konsatrasyonlarda minimum
gecen sayisi 10 - 15 degerleri arasina kadar diigmiistiir. 4 kat seker kafeinli gruplarinda
ise kafein miktar arttik¢a gecen birey sayisinda azalis goriilmiistiir.

o Negatif jeotaksis 1. nesil deney sonucunda One-Way Anova sonucunda istatistiksel
olarak sonuglar anlamli fark ortaya ¢ikmistir.

e Tukey dunnet sonucunda kontrole kiyasla 0,1K - 2K - 2 kat seker + kafein - 4XS 0,5K
- 4XS 1K - 4XS$ 2K dozlarinda anlamli fark goézlemlenmemistir. 0,5K ve 1K
dozlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli fark goriilirken 4X$ 0,1K dozunda
kontrole kiyasla yiiksek anlamli fark goriilmiistiir.
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Sekil 4.28. Negatif jeotaksis 1. nesil deney sonuglarinin grafiksel gosterimi (*0,01 <P <
0,05 - ** 0,001 <P <0,01-*** P <0,001)

Uygulama konsantrasyonlarina maruz birakilan ergin D. melanogaster bireyleri
3. nesil negatif jeotaksis deney verilerine bakildiginda Kontrol grubunda 30 bireyden 28
bireyin tiliplin {ist kismina gectigi gézlemlenirken kafein arttikca gegen birey sayisinin
diistiigii gézlemlendi. 2 kat sekerin yiiksek kafein konsantrasyonunda 30 bireyden 18
bireyin altinda gectigi gézlemlenerek minimum gegen birey sayisi elde edilmistir.

e Negatif Jeotaksis 3. nesil deney sonuglarinda konsantrasyonlar ve gegen birey
sayist bakimindan yiikek anlamli fark ortaya koymustur.

e Post-hoc dunnet veri sonuglarina gore 0,5K kontrol grubuna kiyasla anlamli fark
ortaya koymustur. 2XS 0,5K ise yine kontrole kiyasla yiiksek anlamli fark ortaya
koymustur. 0,1K ve 2XS 0,1K dozlar1 kontrole kiyasla anlamli fark
goriilmemistir.

81



BULGULAR S. KUCUKBENLI

P
®105n ~
2y
3 v )
& e |
c \ )
o
-4 t
0 )
3
)

KONTROL 5 0,5K 2X$ 0,1K
Konsantrasyonlar

2X$ 0,5K

Sekil 4.29. Negatif jeotaksis 3. nesil deney sonuglarinin grafiksel gosterimi (*0,01 <P <
0,05-**0,001 <P <0,01-*** P <0,001)

Calisma konsantrasyolarinin bireylere maruziyeti sonucu negatif jeotaksis 5. nesil
bireylerinin ugus becerisinin kontrole kiyasla artan konsantrasyona paralel olarak azaldig:
gozlemlenmistir. Deneyde 30 bireyden 15°in altinda birey gegisinin oldugu 2 kat seker
0,5K minimum degeri gostermistir.

e One Way Anova sonucunda gore negatif jeotaksis 5. nesil deney sonucunda anlamli
fark yoktur.

e Ek olarak post-hoc dunnet testi de yapilmistir fakat dozlar arasinda anlamli fark
gorliilmemistir.
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Sekil 4.30. Negatif jeotaksis 5. nesil deney sonuglarinin grafiksel gosterimi (*0,01 <P <
0,05-**0,001 <P <0,01 - *** P <0,001)
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4.11. Ergin agirhik sonuglar:

D. melanogaster bireylerinde ergin agirlikta disi ve erkek ayrimi gozetilir. Normal
beslenme sartlarinda disi bireyler yumurtlama doneminden gectikleri i¢in viicut agirlig
bakimindan erkek bireylere oranla daha biiyiiktiirler (Shingleton ve Masandika 2017; De
Groef vd. 2021). Bu yiizden viicut biiytikliikleri cinsiyet siniflandirmay1 dolayli yoldan
etkiler ve bireylerin genotipi ve fenotipi ile iligkilidir (Handa vd 2014). Ergin agirhik disi
ve erkek bireylerde konsantrasyonlara ve ilerleyen nesillere bagli olarak degisiklik
gostermektedir.

Ergin agirhik 1. nesilde disiler de erkekler de kafein konsantrasyonlarinda
agirhiklart  diistis gostermistir.  Uygulama gruplarindan 2 kat sekerin kafeinli
konsantrasyonlar1 arttitkca sadece kafein wuygulamasina oranla agirlik artist
gbzlemlenmistir. 4 kat sekerin kafein konsantrasyonlar: arttikga erkek bireyler de disi
bireylerde kafein ve seker uygulamalarina oranla agirlikta artis gostermistir. Erkek
bireyler artan kafein konsantrasyonu ile birlikte neredeyse kontrol grubuna yakin sonuglar
vermistir.

e Ergin agirlik 1. nesil deney sonucu Two-Way Anova ile degerlendirilmistir. Doz
gruplari arasinda agirlik degisiminde anlamli fark goriilmiistiir. Disi ve erkek bireyler
arasinda agir1 yiiksek anlamli fark goriilmistiir. Ek olarak konsantrasyonlarin ve
cinsiyete gore etkisi degismektedir ve anlaml bir fark ortaya koymustur.

e Bagimsiz 6rneklem t-testi ile degerlendirilerek erkek ve disi agirligin dozlar ile birlikte
anlamlilik durumu degerlendirilmistir.

¢ Disi bireylerde kontrol grubuna kiyasla 2XS 0,1K- 2XS 0,5K- 2XS 1K- 2XS 2K- 4XS
1K- 4XS 2K dozlarinda anlamli fark gozlemlenmemistir. 0,1K ve 2K dozlarinda
yiiksek anlamli fark goézlemlenmistir. Diger dozlarda ise (0,5K- 1K- 4XS$ 0,1K- 4XS
0,5K) ¢ok yiiksek anlamli fark gézlemlenmistir.

e Erkek bireylerde kontrol grubuna kiyasla ise 0,5K- 2XS 0,5K ve 4XS 2K dozlarinda
istatistiksel olarak anlamli fark gozlemlenmemistir. 2XS 1K dozunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak yiiksek anlamli fark goriilmiistiir. 0,1K- 1K- 2K- 2XS 0,1K-
2XS 2K- 4XS 0,1K- 4XS 0,5K- 4XS 1K dozlarinda ¢ok yiiksek anlamli fark
gozlemlenmistir.
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Sekil 4.31. Ergin agirlik 1. nesil deney sonucunun grafiksel gosterimi (*0,01 <P < 0,05
-**0,001 <P <0,01-***P<0,001)

Ergin agirlik 3. nesil verilerinde erkek ve disi bireyler sadece kafein uygulamasi
sonucunda kontrole kiyasla agirliklart azalmistir. 2 kat seker 0,1K konsantrasyonunda her
iki cinsiyette de sadece kafeinli konsantrasyonlara oranla agirlik artis1 gézlemlendi. Disi
bireylerin agirlik artis1 erkek bireylerden daha fazla olmustur. En yiiksek doz da ise agirlik
her iki cinsiyette de 2 kat seker 0,1K konsantrasyonuna kiyasla azalmistir. Disi ve erkek
birey arasindaki agirlik farki 3. nesilde korunmustur.

e Ergin agirlik 3. nesil deney sonucu Two-Way Anova ile degerlendirilmistir. Doz
gruplari arasinda anlamli fark goriilmustiir.

e Bagimsiz 6rneklem t-testi sonucunda disi ve erkek bireylerin agirliklar1 arasinda
istatistiksel olarak ¢ok yiiksek derecede anlamli fark gortilmiistiir.

¢ Disi bireylerin ortalama agirligi1 erkeklerden anlamli diizeyde fazladir.

e Disi bireylerde kontrol grubuna kiyasla 2X$ 0,1K dozunda kontrol grubuna kiyasla
anlamh fark goriilmemistir. 0,1K ve 0,5K dozlarinda kontrole kiyasla yiiksek dozda
anlamli fark gorlilmiistiir. 2XS$ 0,5K dozunda ¢ok yiikksek anlamli fark
gozlemlenmistir.

o Erkek bireyler i¢in biitiin dozlar kontrol grubuyla kiyaslandiginda ¢ok yiiksek anlamli
fark gorilmistiir.
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Sekil 4.32. Ergin agirlik 3. nesil deney sonucunun grafiksel gosterimi (*0,01 <P < 0,05
-**0,001 <P <0,01-***P<0,001)

Ergin agirlik 5. nesil verileri sonucunda her iki cinsiyet i¢in de kontrole kiyasla
yaklagik olarak 2 kat kadar artis goriilmiistiir. Maksimum artis 0,1K konsantrasyonunda
goriiliirken disi ve erkek arasindaki agirlik farkinin en aza indigi konsantrasyonda bu
grupta olmustur. Ergin agirligin 1. ve 3. nesilde genel olarak uygulanan konsantrasyon
gruplarinda azalma gosterirken 5. nesil veri sonuglarinda agirligin yiiksek oranda arttigi

gorilmiistiir.

eErgin agirhk 5. nesil deney sonucu bagimsiz Orneklem t-testi sonucu ile
degerlendirilmistir. Disi ve erkek bireylerin ortalama agirliklari istatistiksel olarak farkli
degildir (p > 0,05).

¢ Doz gruplarindan 0,1K igin kontrole kiyasla anlamli fark gériilmiistiir. Diger dozlar
i¢in istatistiksel olarak anlamli fark gézlemlenmemistir.

e Disi ve erkek bireylerde kontrole kiyasla 0,1K dozu ¢ok yiiksek anlamli fark vardir.
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Sekil 4.33. Ergin agirlik 5. nesil deney sonucunun grafiksel gosterimi (*0,01 < P < 0,05
-**0,001 <P <0,01-***P<0,001)

4.12. D. melanogaster 6miir uzunlugu sonuclari

D. melanogaster bireyleri ortalama olarak yaklasik 50 - 60 giine kadar maksimum
90 giine kadar yasayabilmektedirler (Linford vd. 2013; Landis vd. 2020). Omiir uzunlugu
genetik gecmige, saglik kosullarina, beslenme tarzina ve dig faktorlere bagli olarak
farklilik gostermektedir. (Yashin vd. 2016; Timmers 2020; Castruita vd. 2022). Omiir
uzunlugu 1. nesil verilerinde kontrol grubu 50 giline kadar yasarken 0,1K
konsantrasyonunda maksimum deger olan 70 giine kadar yasam siiresi gozlemlenmistir.
0,1 ve 0,5 mg/ml kafein konsantrasyonunda kontrole kiyasla dmiir uzunlugu artmistir.
Kafein konsantrasyonu arttik¢a 6miir uzunlugu giderek azalmistir. 2 kat seker 0,1 ve 0,5
kafeinli konsantrasyonlar1 kontrole kiyasla dmiir uzunlugu artmistir. 4 kat seker 0,1k de
kontrole kiyasla yasam siiresi daha fazla olmustur. Yiiksek sekerlerin kafein
konsantrasyonu arttik¢a dmiir uzunlugunda azalma goriilmiistiir. En yiiksek dozdaki 2
mg/ml kafein uygulama grubunda 40 giin ile minimum yasam siiresi gozlemlenmistir.

e Omiir uzunlugu 1. nesil deney sonuglar1 Bagimsiz drneklem t-testi ile degerlendirildi.
Dozlara gore yasam siirelerinde ¢ok yliksek anlamli fark gézlemlenmistir.

e Post-hoc dunnet testine gore 0,5K- 1K- 2XS 0,1K- 2XS 0,5K- 2XS 1K- 2XS 2K- 4XS
0,5K- 4XS 1K- 4XS 2K Dozlarinda istatistiksel olarak kontrolle karsilastirildiginda
anlaml fark olusturmamaistir.

e 2K ve 4XS 0,1K dozlarinda istatistiksel olarak kontrol grubuna kiyaslandiginda
yuksek anlamli fark goriilmiistiir.

¢ 0,1K dozunda ise kontrol grubuna kiyasla ¢ok yiiksek anlamli fark gériilmiistiir.
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Sekil 4.34. Omiir uzunlugu 1. nesil deney sonucunun gdsterimi (*0.01 <P < 0.05, **
0.001 <P <0.01, *** P <0.001)

Omiir uzunlugunun 3. nesil sonuglarinda sadece kafein uygulamasi ve 2 kat
sekerin kafeinli uygulamalarinda bireylerin yasam siirelerinin genel olarak giderek arttig1
gozlemlenmistir. Maksimum yasam siiresi 70 giin ile 2 kat seker 0,5K konsantrasyonunda
gbzlemlenmistir.

e Omiir uzunlugu 3. nesil deney verileri bagimsiz érneklem t testi ile degerlendirilmistir.
Elde edilen veriler dahilinde dozlarin Omiir uzunlugu iizerine istatistiksel olarak
yuksek derecede anlamli fark ortaya koydugu bulunmustur. Bu fark dmiir siiresinin
uygulanan doza bagli olarak anlamli sekilde degistigini gosterir.

e 0,1K dozu kontrol grubuna gore anlamli fark olusturmustur (p < 0,05).

e 2XS 0,1K ve 2XS 0,5K dozlari ise yiiksek derecede anlamli fark gézlemlenmistir (p <
0,01).

e 0,5K dozu ise kontrol ile karsilastirildiginda anlaml fark gostermemistir.
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Sekil 4.35. Omiir uzunlugu 3. nesil deney sonucunun gésterimi (*0,01 <P < 0,05 - **
0,001 <P <0,01-*** P <0,001)

Omiir uzunlugunun 5. nesil sonuglarinda 2 kat seker 0,1K konsantrasyona kadar
kontrole kiyasla yasam siiresinin arttig1 gozlemlenmistir. 3. nesilde 2 kat seker 0,5K’de
70 giin ile maksimum yasam siiresi goriiniirken 5. nesilde 70 giin ile maksimum yasam
stiresi 2 kat seker 0,1K konsantrasyonda goriilmiistiir.

e 5. nesil deney verileri bagimsiz 6rneklem t testi ile analiz edilmistir. Elde edilen
sonuglar, dozlarin 6miir uzunluguna etkisi istatistiksel olarak ¢ok yiiksek anlamli
diizeyde (*** P < 0,001) bulundugunu gostermektedir. Bu durum &miir siiresinin
uygulanan doza gore anlamli bigimde degistigini ifade etmektedir.

e 0,1K- 0,5K- 2XS 0,1K ve 2XS 0,5K dozlari, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde omri arttirmistir. 0,1K ve 2X$ 0,5K kontrole kiyasla
anlamli fark ortaya koymustur. 0,5K ve 2XS 0,1K dozlarinda yiiksek anlamli fark
gOriilmiistiir.
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Sekil 4.36. Omiir uzunlugu 5. nesil deney sonucunun gosterimi (*0,01 <P < 0,05 - **
0,001 <P<0,01-***P<0,001)

Yapilan c¢alismalar sonucunda yiiksek seker ve yiiksek kafein uygulamasi
gerceklestirilen D. melanogaster bireyleri nesiller boyunca; larval agirlik, larval siiriinme,
pupa pozisyon negatif jeotaksis, ergin agirlik ve omiir uzunlugu olmak iizere 6 farkl
parametrede degerlendirilmesi gerceklestirilmistir. Uygulanan konsantrasyonlarin
etkileri farkli parametrelerde farkli sekilde ortaya ¢ikmistir. Baz1 parametrelerde maruz
birakilan konsantrasyonun etkisi uygulanan nesilde daha az goriiliirken ilerleyen
nesillerde etkinin daha da arttigi goriilirken bazi parametreleri degerlendirirken
konsantrasyona bagli olarak etkinin net bir sekilde gozler oniine serildigi goriilmiistiir.

4.13. D. melanogaster iki yonlii besin analizi

Besin analizinde 72 kuyucuk plate igerisine her bir dozun hem kirmizi hem mavi
boya ile birlikte halini renklerin 6nemsiz oldugunu ortaya koymak amaciyla deneyde yer
verildi. Dozlar zikzak seklinde 72 kuyucuklu platelere koyuldu (Sekil 4.37). Kirmizi
renkte uygulama kimyasalini yiyen bireylerin abdomeni kirmiz1 renk (Sekil 4.40), mavi
renkte uygulama besinlerini yiyen bireylerin abdomeni mavi renk (Sekil 4.39)
gortinitirken her ikisini de yiyen bireylerin abdomeni mor renkte goriilmiistiir (Sekil 4.41).
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Sekil 4.38. Platelerin inkiibator i¢erisindeki goriintiisii

Inkiibator 25°C %60 nem oranma sahiptir. Deney karanhik ortamda
gergeklestirilmistir. Bu ortam yine renk yonelimini diglamak adina yapilmistir.
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Sekil 4.40. Kirmizi besin ile beslenen bireyler ve kirmizi abdomen renginin gosterimi
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Sekil 4.41. Hem mavi hem kirmizi besinden yiyen mor renkli abdomene sahip bireyler

D. melanogaster tizerinde yapilan iki yonlii besin tercih analizlerinde, Gida Se¢im
Indeksi (Preference Index, P.I.) degerleri, sineklerin belirli bir besin maddesine olan
yonelimlerini degerlendirmek i¢in kullanilir. P.l. degeri 0,5 oldugunda, sineklerin her iki
besin segenegine esit derecede yoneldigi kabul edilir. P.I. degerinin 0,5'ten biiyiik olmasi,
sineklerin test edilen besin maddesine yoneldigini; 0,5'ten kiigiik olmasi ise sineklerin test
edilen besin maddesinden kacindigini gosterir (Mack ve Zhang 2021).

Cizelgede mavi renk ile gosterilen kisimlar dozun mavi renk besin olarak

sunuldugunu, kirmizi renk ile gosterilen kisim dozun kirmizi renk besin ile sunuldugunu
temsil etmektedir.
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Cizelge 3.6. Konsantrasyonlar ve besine yonelimi ifade eden Pl degeri

Doz Say1 Doz Say1 Pl
I 1 0,1K 11 Sakkaroz 15 0,463
I 2 0,1K 17 Sakkaroz 9 0,4245
I 3 0,5K 2 Sakkaroz 44 0,0962
I 4 0,5K 1 Sakkaroz 42 0,9457
I 5 0,1K 56 0,5K 0 1
I 6 0,1K 49 0,5K 2! 0,1167
I 7 NS 56 Sakkaroz 0 1
I 8 NS 58 Sakkaroz 1 0,0169
I 9 2XS 59 Sakkaroz 0 1
I 10 2XS 59 Sakkaroz 0 0
I 11 2XS 60 NS 0 1
I 12 2XS 56 NS 3 0,0583
I 13 Sakkaroz 11 Sakkaroz 11 0,500

Bu sonuglar dahilinde; D. melanogaster ergin bireyleri Larval evreden ergin hale
gelene kadar 2 kat seker iceren besin ile beslenmislerdir. Bu beslenme sonucunda maruz
kaldiklar1 besin dozlar1

P1=0,5 - her iki besine de yonelim

Pl <0,5 - Besinden kaginma

Pl > 0,5 - Besinden kagma egilimi gostermistir. Bu verileri baz olarak deney
degerlendirildiginde;

e 0,1K uygulama dozu i¢in (1 ve 2 numara), Pl degerine gore bireyler besinden kaginma

davranis1 gostermislerdir. Fakat 0,5’in biraz altinda yani bireyler kafeinli ¢ozeltiye az
da olsa daha az yonelmis.
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e (,5K besin i¢in (3 ve 4 numara), PI degerine gore sakkaroz bariz sekilde daha fazla
tercih edilmis. PI degeri 0'a yakin, bu da sakkarozun acik ara tercih edildigini
gosteriyor.

e 0,1K ve 0,5K ayni plate igerisinde 2 farkli renkte koyuldugunda (5 ve 6) bireyler 0,1K
icin ¢ok giiclii tercihte bulunmustur.

e NS (7 ve 8) deney dozunda PI degerine gore bireyler yiiksek oranda NS doza yonelim
gergeklesmistirler.

e 2XS (9 ve 10) calisma dozunda ise PI degeri sonucunda biiyiik bir fark ile bireyler
2XS iceren besinlere yonelim gerceklestirmislerdir.

e Hem NS hem 2XS dozlarinin farkli renklerde yer aldigi platte bulunan bireyler ise (11
ve 12) yine 2XS dozu igin ¢ok giiclii tercih goriilmiistiir.

e Sakkaroz dozlari deneyin kontrol grubu olarak yapilmistir. PI degerine gore sonug
anlamli ¢ikmistir. Beklendigi gibi mavi ve kirmizi esit derecede tercih edilmistir. 13
Numarali satirda yer alan sakkaroz deney sisteminde renk etkisinin gézlemlenmedigini
yani kontrol ¢alismasinin diizgiin ¢alistigini gosterir. Pl degeri 0.5'e ne kadar yakinsa,
deneklerin mavi (NB) ve kirmiz1 (NR) gidalar arasinda tercih gostermedigi yani her
iki gidanin da esit oranda tiiketildigi anlasilir. PI degerinin 0.5’¢ yakin olmasi deney
diizeneginin giivenilirligini teyit eder.

94



TARTISMA S. KUCUKBENLI

5. TARTISMA

Yiiksek seker ve kafein tiiketimi, modern beslenme aliskanliklarinin énemli bir
pargast haline gelmistir (Barcelos vd. 2020). Bu bilesenlerin norolojik sistem {izerindeki
etkileri, son yillarda hem insan hem de hayvan modellerinde bilimsel olarak yogun
sekilde arastirilmaktadir (Ruggiero vd. 2022). Seker, 6zellikle rafine sakkaroz ve fruktoz
formunda, uzun siireli ve yiiksek miktarda alindiginda hipokampusta mitokondriyal
disfonksiyon, oksidatif stres ve iltihabi yanitlarin artisina neden olabilmektedir (Mazzoli
vd. 2021). Bu tiir metabolik degisiklikler, sinir hiicrelerinin yapisini ve iglevini bozarak
bilissel performans kaybi, noronal yikim ve ndrodejeneratif siireglerin ilerlemesiyle
iligskilendirilmektedir (Fila vd. 2021).

Sekerin hiicre metabolizmasinda oksidatif strese yol actigi, kafeinin ise doz
bagimli olarak farkli etkiler gosterebildigi bilinmektedir. Diistik doz kafein (yaklasik 0,01
— 0,1 mg/mL aras1), literatiirde genellikle noroprotektif ve antioksidan ozellikleriyle
tanimlanirken, 0,3 mg/ml ve iizeri dozlarda bu etkilerin kayboldugu ve kafeinin
norotoksik hale geldigi rapor edilmistir (Mateo-Fernandez vd. 2016). Bu nedenle bu
calismada kullanilan kafein dozlar1 olasi zararli etkilerin degerlendirilmesi agisindan
onem arz etmektedir. Calisma kapsaminda norotoksisiteye bagli DNA hasarmi tespit
edebilmek icin alkali komet testi kullanilmistir. Bu yontem DNA’daki zincir kiriklarin
yuksek hassasiyetle belirleyerek hiicresel diizeydeki genetik hasarin 6l¢iilmesini
saglamigtir. Calismada uygulanan dozlar; normal seker (91,41 mg/ml), yiiksek seker
(182,81 mg/ml), diisiik kafein (0,1 mg/ml) ve yiiksek kafein (0,5 mg/ml) daha 6nceki
genotoksisite arastirmalarinda kullanilan dozlarla ortiismektedir (Dambrosio 1994;
Mateo-Fernandez 2019).

Genotoksisite, hiicredeki genetik materyalin yapisinda kalict veya gegici
degisikliklere neden olan kimyasal, fiziksel ya da biyolojik ajanlarin olusturdugu etkiyi
ifade eder. Genotoksik etkiler; mutasyonlar, kromozomal kiriklar, andploidi ve baz
degisimleri gibi molekiiler diizeyde genom biitiinliigiinii tehdit eden bozukluklara yol
acabilir. Bu etkiler genellikle kanserojenite, teratojenite ve lireme toksisitesi gibi ciddi
biyolojik sonuglara neden olabilir (Eastmond vd. 2009; Ames vd. 1995). Genotoksik
potansiyele sahip maddelerin tanimlanmasi, toksikoloji ve farmakoloji alaninda kritik
Ooneme sahiptir.

Norotoksisite, sinir sistemi hiicrelerinin maruz kaldig1 kimyasal, fiziksel veya
biyolojik ajanlara bagli olarak yapisal veya islevsel zarar gormesi durumudur. Bu durum
hiicresel diizeyde iyon dengesizlikleri, mitokondriyal disfonksiyon, ndronal sinyal
iletiminde bozulma, oksidatif stres artis1 ve programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) gibi
cesitli biyolojik tepkilerle kendini gosterir (Grandjean and Landrigan 2014). Noronlar;
yiiksek enerji ihtiyact, sinirli antioksidan rezerv ve yenilenme kapasitelerinin kisitlt
olmasi nedeniyle toksik ajanlara karsi oldukca hassastir (Friedman 2011).

Pestisitler, agir metaller (6r. kursun, civa), solventler, alkol, uyusturucular ve bazi
gida katki maddeleri gibi ajanlar, hem gelisimsel hem de eriskin norotoksisitesine neden
olabilir. Ayrica yiiksek sekerli ve kafeinli beslenme aligkanliklarinin kronik maruziyetle
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birlikte sinir hiicrelerinde ROS {iretimini artirarak oksidatif DNA hasar1 ve hiicre
canliliginda azalma ile sonuglandigi gosterilmistir (Grandjean ve Landrigan 2014; Park
vd. 2023; Sherif vd. 2024). Bu tiir norotoksik etkilerin degerlendirilmesinde molekiiler
biyobelirtegler, oksidatif stres Ol¢iimleri ve DNA hasar analizleri (6rnegin Komet testi)
onemli araglardir.

Bu kapsamda Komet testi (tek hiicre jel elektroforezi) genotoksisite ve
ndrotoksisite taramalarinda yaygin sekilde kullanilan giivenilir bir yéntemdir. Ozellikle
oksidatif stres, radyasyon, ilaglar veya ¢evresel kirleticilere bagli DNA hasarlarini tespit
etmekte etkili olup, hem in vitro hem in vivo sistemlerde uygulanabilir (Collins 2004).
Testte degerlendirilen kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk yogunlugu
genotoksik ve norotoksik etkinin doz bagimli ve zaman bagimli profilini ortaya koyarak
genotoksisite risk degerlendirmelerine katki saglar.

Elde edilen bulgulara gore, kuyruk uzunlugu bakimindan NS 0,5K grubu kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel 6nemde anlamli fark gostermistir. 2XS 0,1K ve 2X$ 0,5K
gruplarinda ise daha yiliksek diizeyde istatistiksel anlamlilik goézlemlenmistir. Bu
sonuglar, yliksek seker varliginda diisiik doz kafeinin dahi DNA hasarini artirabilecegini
ve iki ajamin birlikte uygulandiginda sinerjistik genotoksik etki olusturdugunu
gostermektedir. Kuyruk yogunlugu bakimindan yalnizca 2X$ 0,1K grubunda anlamh
fark gozlenirken, NS 0,5K ve 2XS$ 0,5K gruplarinda ytiksek anlamlilik saptanmistir. Bu
bulgular, DNA {izerindeki yapisal hasarin kafein dozuyla birlikte yogunlastiZini
diistindiirmiistiir. Uygulanan tiim doz gruplarinda kuyruk momenti degerlerinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmistir. Bu parametredeki artis, DNA
hasarmin yalmizeca belirli gruplarla sl kalmadigii, tiim seker ve kafein
uygulamalarinin DNA biitiinliigiinii bozdugunu gostermistir. Bu durum DNA zincirinde
yaygin kiriklara ve genetik stabilitenin bozulmasina isaret etmektedir.

Elde edilen sonuclar daha Once yapilmis olan arastirmalarla biiyiik Olciide
ortismektedir. Demir (2020) tarafindan yiriitilen calismada yiiksek sakkaroz
konsantrasyonlarinin D. melanogaster hemositlerinde DNA hasar1 olusturdugu
gosterilmis; Mateo-Fernandez vd. (2016) ise kafeinli i¢eceklerin genotoksik etkilerini
farkl1 test sistemleriyle dogrulamigtir. Yalnizca kafein uygulanan gruplarda DNA
hasarinin sinirli diizeyde olmasi bu kimyasalin diisiik dozda ndroprotektif etki
gosterdigini disiindiirmektedir (Pereira-Figueiredo ve Nascimento 2021; Ruggiero vd.
2022). Ancak yiiksek sekerle birlikte verildiginde metabolik stresin artisi kafeinin
potansiyel norotoksik etkisini agiga ¢ikarmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Yiiksek sekerli beslenme, hiicresel diizeyde oksidatif stresin baslica nedenlerinden
biridir ve bu durum ¢esitli biyokimyasal mekanizmalar araciligiyla serbest radikal (ROS)
iiretimini artirir. Oncelikle asir1 glikoz alimi mitokondride oksidatif fosforilasyonu
zorlayarak elektron tasima zincirinde kagaklara ve siiperoksit radikali (O2") olusumuna
yol agar (Yuzefovych vd. 2013; lacobini vd. 2021). Ayn1 zamanda glikoz, protein ve
lipidlerle etkilesime girerek ileri glikasyon iiriinleri (AGES) olusturur. Bu bilesikler hiicre
yilizeyinde bulunan RAGE (AGE Reseptorii) iizerinden sinyal yolaklarini aktive eder ve
NF-kB araciligiyla inflamasyonu ve ROS iiretimini tetikler (Moldogazieva vd. 2019;
Semchyshyn 2024). Bir diger 6nemli yolak, NADPH oksidaz aktivasyonudur. Yiiksek
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glikoz seviyeleri bu enzim komplekslerini uyararak siiperoksit iiretimini dogrudan artirir
(Newsholme vd. 2016; Tan ve Norhaizan 2018; Njeim vd. 2023). Tiim bu siirecler
inflamatuar sitokin salinimini (6r. TNF-a, IL-6) tetikleyerek kronik oksidatif yiikii kalict
hale getirir (Jiang vd. 2021).

Bu biyokimyasal mekanizmalar, hiicresel diizeyde ciddi hasarlarla sonuglanabilir.
Olusan ROS, DNA’da baz oksidasyonlarina, zincir kiriklarina ve genomik dengesizlige
neden olmaktadir; 6zellikle néronal hiicrelerde apoptoz siirecini hizlandirir (Leyane vd.
2022). Ayn1 zamanda hiicre zarindaki ¢oklu doymamus yag asitleri ROS tarafindan hedef
alinarak lipid peroksidasyonuna, malondialdehit (MDA) ve 4-Hidroksinonenal (4-HNE)
gibi toksik tiriinlerin birikimine yol agar (Feillet-Coudray vd. 2009; Gaschler ve
Stockwell 2017; Chandimali vd. 2025). Ayrica proteinlerde karbonilasyon, enzim
inaktivasyonu ve yapisal bozulmalar da yiiksek seker kaynakli oksidatif stresin onemli
sonuglarindandir (Rani vd. 2016; Nowak vd. 2024). Bu bilgiler 15181nda yiiksek sekerli
beslenmenin yalnizca metabolik dengeyi degil ayn1 zamanda hiicresel biitiinliigli bozan
cok yonlii oksidatif mekanizmalari aktive ettigini ortaya koymaktadir.

Ek olarak noronal hiicreler, yiliksek oksijen tiiketimi ve diisiik antioksidan
rezervleri nedeniyle oksidatif strese karsi daha hassastir. Bu nedenle seker ve kafein
kombinasyonlar1 altinda bu hiicrelerde DNA hasar1 daha kolay tetiklenmektedir (Wang
ve Michaelis 2010; Nowak vd. 2024).

Noronal hiicreler boliinmeyen (post-mitotik) yapilar1 nedeniyle DNA hasarlarini
hiicre dongiisiiyle ortadan kaldiramaz. Bu yilizden yalnizca onarim mekanizmalarina
bagimlidirlar (Konopka vd. 2022; Ramadoss vd. 2025). Ancak bu hiicrelerde 6zellikle
baz eksizyon tamiri (BER) gibi yollarla sinirli diizeyde onarim yapilabilmekte yasla
birlikte bu kapasite daha da azalmaktadir (Qin vd. 2022; Dubey ve Cary 2023). Ayrica
cift zincirli kiriklar1 onaran yollar (6rnegin homolog rekombinasyon) béliinmeyen
hiicrelerde aktif degildir (Fishel vd. 2007; Shadfar vd. 2022). Bu sinirli onarim kapasitesi,
noronlarin yiiksek metabolik aktivitelerinden kaynaklanan oksidatif stresle birlestiginde
DNA hasarina kars1 kirillganliklarini artirmakta ve apoptoz riskini ylikseltmektedir
(Harrison vd. 2005; Yang vd. 2008; Jeppesen vd. 2011; Konopka ve Atkin 2022). Bunun
sonucunda hiicre, DNA’daki ciddi hasar1 tantyarak apoptoz gibi programlanmis hiicre
Oliim yollarin1 aktive edebilir (Silva vd. 2014; Narciso vd. 2016; Li vd. 2018;).

Yiiksek seker ve kafein alimimin hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri son yillarda
hem model organizma olarak Drosophila hem de Drosophila’nin néronal hiicre
sistemlerinde arastirilmistir. Catalani vd. (2021) ¢alismasinda, yiiksek sekerli diyetle
beslenen Drosophila bireylerinde noronal dokuda oksidatif stresin arttigi ve bunun
apoptoz ve ototofaji sinyallerini tetikledigi gosterilmistir. Seker kaynakl yiiksek enerji
mitokondriyal fonksiyon bozukluguna ve ROS (reaktif oksijen tiirleri) birikimine neden
olarak hiicre 6liimiine zemin hazirlamaktadir (Theagwam vd. 2025).

Ote yandan kafein de doza bagimli olarak hem koruyucu hem de toksik etkiler
gdsterebilmektedir (Arroyave-Ospina vd. 2023). Ozellikle 0,3 — 0,5 mg/mL gibi yiiksek
konsantrasyonlarda uygulandiginda ndronal hiicrelerde sitotoksik etki, DNA hasar1 ve
nekroz benzeri hiicre 6limii bildirilmistir (Mateo-Fernandez vd. 2021). Bu etkiler
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kafeinin adenozin reseptorleri lizerindeki uyarici etkisi, kalsiyum dengesizligi ve
mitokondriyal stres ile agiklanmaktadir (Osz vd. 2022). Ayrica yiiksek sekerle birlikte
uygulandiginda bu iki ajanin sinerjik olarak oksidatif yiikii artirdigi ve hiicre 6liim
yollarini aktive ettigi vurgulanmaktadir (Lu vd. 2008; Mateo-Fernandez 2019; Correia ve
Vale 2024).

Bu ¢alismadan elde edilen Drosophila beyin hiicrelerinde uygulanan Akridin
Oranj/Etidyum Bromid (AO/EB) boyama sonuglariyla ile literatiir bulgulari, uyum
gostermektedir. Calismada dozlarin konsantrasyonu arttik¢a hiicre canliliginin azaldig:
buna karsilik 6lii hiicre oraninin arttigi gézlemlenmistir. Akridin Oranj/Etidyum Bromid
boyama sonuglarina gére NS 0,1K grubunda yani normal sekerle birlikte uygulanan
diisiik doz kafein (0,1 mg/mL) konsantrasyonunda kontrol grubuna kiyasla 6lii hiicre
oraninin azaldig1 goézlenmistir. Kafein, genellikle merkezi sinir sistemi iizerinde uyarici
etkileriyle taninsa da son yillarda yapilan deneysel calismalar fizyolojik dozlarda
uygulandiginda sinir hiicreleri ilizerinde antioksidan ve ndroprotektif etkiler
gosterebildigini ortaya koymustur. Bu etkiler baglica adenosin reseptdr blokaji,
mitokondri fonksiyonlarinin iyilestirilmesi ve oksidatif hasarin dolayli yoldan azaltilmasi
mekanizmalariyla iligkilidir. Ornegin, Dragicevic vd. (2012) galigmalarinda kafein
uygulamasi Alzheimer hastaligi modelindeki farelerde mitokondriyal disfonksiyonu
azalttig1 ve sinaptik proteinleri korudugu gosterilmistir. Benzer sekilde, Arendash vd.
(2006), kafeinin diisiik dozlarda uygulandiginda beta-amiloid kaynakli sinir hasarini
baskilayarak bellek ve 6grenme performansini artirabildigini bildirmistir. Ayrica Tiwari
vd. (2013), tarafindan yapilan hiicre kiiltiirii c¢alismalari kafeinin ndronlarda lipid
peroksidasyonunu azalttigini ve hiicre canliligini artirdigini ortaya koymustur. Ek olarak
Ikram vd. (2020) kafeinin diisiikk dozlarda noronal oksidatif stresi baskilayan ve Nrf2
yolaklarin1 aktive eden bir antioksidan gibi davrandigin1 gostermistir. Benzer sekilde
Manalo ve Medina (2018), D. melanogaster dopamin néronlarinda diisiik doz kafein
uygulamasinin hiicre kaybini 6nledigini ve apoptozu baskilayan adenozin reseptor
etkilesimleri sayesinde noroprotektif etki yarattigini bildirmistir. Son olarak Asbah vd.
(2021) tarafindan yapilan bir in vivo D. melanogaster c¢alismasinda da diisiik diizeyde
kafein uygulamasinin hiicre canliligini artirdigi ve ROS seviyelerini azalttig1 rapor
edilmistir. Bu mekanizmalar kafeinin adenozin A2A reseptorleri tizerindeki antagonistik
etkisi, hiicre i¢i kalsiyum dengesinin korunmasi ve mitokondriyal fonksiyonlarin
desteklenmesi gibi yollarla 6zellikle diistik dozlarda oksidatif strese karsi sinir hiicrelerini
stres altinda koruyabilecegini ortaya koymaktadir (Socala vd. 2020). Dolayisiyla
calismadaki NS 0,1K grubunda canlilik yiizdesinin artmasi kafeinin bu tiir diisiik dozda
dengeleyici ve koruyucu etki gosterdigi durumlara bir 6rnek olusturmaktadir. Yiiksek
seker ve yiliksek kafein tiiketiminin sinir hiicrelerinde oksidatif stres araciligiyla
programlanmis hiicre 6liimii siireclerini (apoptoz) tetikleyebilecegini daha ileri dozlarda
ise geri doniisii olmayan nekrotik slireclere neden olabilecegini gostermektedir.
Dolayistyla Akridin Oranj testi, bu hiicresel diizeydeki hasarin biyolojik gostergesi olarak
islev gérmiistiir.

Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS), organizmadaki tiim antioksidan
molekiillerin, enzimatik (SOD, CAT, GPx) ve non-enzimatik (GSH, vitamin C ve E,
flavonoidler), reaktif oksijen tiirlerini (ROS) notralize etme kapasitesini dlgen bir
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gostergedir. Bu sistemin c¢aligmasi oksidatif stresle miicadelede temel bir savunma hatt1
olusturur (Demirci-Cekig vd. 2022). Buna karsin Toplam Oksidan Seviyesi (TOS), hiicre
ve dokularda bulunan siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve peroksinitrit gibi
zararl oksidan molekiillerin toplam konsantrasyonunu ifade eder (Giiler vd. 2020). TAS
diizeyleri genellikle oksidatif stresin varligina bir tepki olarak artar. Ornegin
mitokondriyal disfonksiyon, cevresel toksinler, inflamasyon ve enfeksiyonlar ROS
tretimini artirdiginda hiicreler buna karsilik olarak antioksidan yaniti yiikseltebilir
(Memis vd. 2022). Bu durum viicut dengesini koruma amaciyla TAS seviyelerinin
yilikselmesiyle sonuglanir. Ancak bu artis sistemin héalen dengeleyici kapasitesinin
oldugunu gosterir.

TOS diizeyleri ise genellikle hiicresel hasarin habercisidir. Kronik inflamasyon,
pestisit maruziyeti, sigara, toksinler ve yliksek seker/yag igeren beslenme gibi faktorler,
mitokondrilerde ROS iiretimini artirarak TOS’un yiikselmesine yol agar (Jomova vd.
2023; Corona 2020). TOS un asir1 yiikselmesi; DNA, protein ve lipitlerde geri doniisii
olmayan hasarlara neden olabilir ve apoptozu tetikleyebilir. TAS’1n yiiksek TOS un ise
diisiik olmasi ideal fizyolojik durumu temsil ederken TOS’un TAS’a baskin hale geldigi
durumlar oksidatif stresin net etkisini gosterir. Bu dengeyi Oksidatif Stres indeksi (OS]
= TOS/TAS x 100) ile sayisal olarak takip etmek miimkiindiir. OSi’nin artmas1 hiicrenin
savunma kapasitesini astigini ve oksidatif hasarin yayginlastigini gosterir (Altaany vd.
2019; Janion vd. 2022).

Bu calismada kafein tiim gruplara sabit dozlarda (0,1 mg/mL ve 0,5 mg/mL)
uygulanmis olmasina ragmen yalnizca normal seker (NS) iceren gruplarda anlamli TAS
artist gozlenirken yiiksek seker (2X$S) iceren gruplarda bu artis anlamli olmamustir.

Nrf2/ARE yolu, hiicrelerin oksidatif strese karsi savunma sistemidir. Normalde
sitoplazmada Keapl proteini tarafindan baskilanan Nrf2, oksidatif stres kosullarinda
serbest kalir ve c¢ekirdege gecerek ARE (Antioxidant Response Element) bolgelerine
baglanir. Boylece SOD, CAT, GPx, HO-1, NQO1 gibi antioksidan genlerin
ekspresyonunu artirir ve hiicreyi ROS birikimine kars1 korur (Jaiswal 2004; Nguyen vd.
2003; Liu vd. 2022).

Kafeinin diisiik dozlarda Nrf2/ARE yolunu aktive ederek hiicresel antioksidan
savunmay1 artirdig1 gesitli galismalarda gosterilmistir (Ikram vd. 2020; Osz vd. 2022). Bu
mekanizma, SOD, CAT, GPx gibi enzimlerin ekspresyonunu artirarak ROS
notralizasyonunu destekler. NS 0,1K ve NS 0,5K gruplarinda gézlenen anlamli TAS artist
bu diizenleyici antioksidan yanitin bir gostergesi olabilir. Kullanilan 0,1 mg/mL kafein
dozu Manalo ve Medina (2018) calismasinda da noroprotektif olarak gosterilmistir. Bu
dozda TAS artis1 goriilmesi bu etkiyle uyumludur. 0,5 mg/mL kafein, genellikle sinirda
veya toksik diizeyde ROS iiretimiyle iliskilendirilmistir dolayisiyla TAS miktarinda
gbzlenen yiiksek anlamli artis organizmanin bu strese karst giicli bir savunma
gelistirdigini gosterebilir (Ikram vd. 2020).

Ancak ayn kafein dozlari, 2XS (182.81 mg/mL seker) gruplarinda anlamli TAS
artig1 saglayamamistir. Bu durum 182,81 mg/mL sekerin (2XS) literatiirde hiperglisemik
stres modeli olarak kabul edilen >150 mg/mL esiginin tizerinde olmasindan ve uzun siireli
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uygulamalarda hiicrede daha yogun mitokondriyal stres ve ROS yiikiine sebep
olabileceginden kafeinin olusturdugu antioksidan yanitin bu yiikii karsilamaya
yetemedigini diisiindiirmektedir (Catalani vd. 2021).

Khan vd. (2019) c¢alismasinda da belirtildigi gibi asir1 oksidatif yiik durumlarinda
Nrf2 yanitt yetersiz kalabilir veya gecikmeli aktivasyon gosterebilir. Seker
metabolizmasindaki bu dengesizlik hiicrede NADPH tiikenmesine, GSH (glutatyon)
yikimina ve ROS birikimine neden olur. Bu kosullarda, Nrf2 aktivasyonu bile yeterli
antioksidan yanit iiretmeye yetmeyebilecegi bildirilmistir

Sonug olarak kafein her iki seker dozunda da ayni konsantrasyonda uygulanmis
olmasina ragmen yalnizca normal seker yiikii altinda etkili bir antioksidan yanit
gozlemlenmistir. Bu durum kafeinin koruyucu etkisinin ancak oksidatif stres diizeyinin
tolere edilebilir sinirlar iginde kaldig1 durumlarda etkili olabildigini yiiksek glukoz yiikii
altinda ise bu etkinin kayboldugunu ortaya koymaktadir.

Calisma kapsaminda hem normal hem de yiiksek sekerle birlikte verilen diisiik ve
yiiksek doz kafein uygulamalarina ragmen hicbir grupta TOS (Toplam Oksidan Seviyesi)
diizeyinde kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmemistir. Bu
durumun cesitli biyolojik ve metodolojik nedenleri olabilir. Oncelikle TOS dl¢iimii
sistemik diizeyde toplam oksidan yiikii degerlendiren bir testtir. Bu nedenle hiicre veya
doku diizeyinde lokal olarak artan ROS iiretimi sistemik Olcekte fark edilemeyebilir
(Giines ve Nizamlioglu 2023). Ozellikle kisa siireli maruziyetlerde hiicre i¢i antioksidan
sistemlerin ROS’u hizlica nétralize etmesi bu artisin TOS degerlerine yansimamasina
neden olabilir. Arroyave-Ospina vd. (2021) bu durumla iliskili olarak antioksidan
tamponlama kapasitesi gii¢lii olan hiicrelerde oksidatif dengenin uzun siire
korunabilecegini ve TOS un bu siirecte degisiklik gdstermeyebilecegini bildirmistir.

Ayrica, kafeinin diisiik ve orta dozlarda Nrf2/ARE yolunu aktive ederek
antioksidan sistemleri (SOD, CAT, GPx) uyarabilecegi, bu nedenle ROS birikiminin
engellenmis olabilecegi diisliniilmektedir (Ikram vd. 2020). Kafeinin bu etkisi glukozun
neden oldugu mitokondriyal stresle birlikte ROS iiretimini artirmasina ragmen
antioksidan sistemin TOS diizeyini dengelemesine olanak saglayabilir. Bu mekanizma
sayesinde oksidatif stres molekiilleri hizla detoksifiye edilmis ve dolayisiyla TOS artis1
baskilanmis olabilecegi diistintilmektedir.

Bir diger olasilik ise 6l¢lim zamanlamasiyla ilgilidir. ROS iiretimi dinamik ve
gecici bir siiregtir; kisa bir siirede pik yapip ardindan hizla diisebilir. Eger 6l¢iim bu pik
siiresinden sonra yapilmigsa gecici oksidatif artis kagirilmig olabilir. Catalani vd. (2021)
Drosophila modelinde glukoz kaynakli oksidatif stresin hiicresel diizeyde artmasina
ragmen sistemik olglimlerle fark edilemeyebilecegini vurgulamistir. Bu da komet ve
akridin oranj gibi hiicreye 0zel testlerle saptanan hasarin TOS gibi sistemik Ol¢iim
yontemleriyle neden es zamanli gdzlenemedigini agiklamaktadir.

OSI degeri, hiicre i¢i veya sistemik oksidatif dengenin bozulup bozulmadigin
gosterir. OSI degeri ne kadar yiiksekse oksidan yiik antioksidan kapasiteye gore o kadar
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baskindir ve bu durum hiicresel hasar agisindan risk tasir (Motor vd. 2014; Sezen vd.
2010).

Bu c¢alismada seker ve kafein dozlar1 arttikga OSI degerlerinin diisme egiliminde
oldugu, fakat bu farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gozlenmistir. Bu
durum icin birkag¢ olasi durum diisiiniilmektedir. Ornegin TAS ve TOS’un birlikte
degismesinden kaynaklaniyor olabilir. OSI bir oran oldugundan eger hem oksidan
seviyesi (TOS) hem de antioksidan seviyesi (TAS) benzer sekilde artar veya azalirsa oran
korunur ve OSI’de anlamli fark olusmaz (Kurku ve Yavuz 2022). Yani hiicre i¢i stres
artmus olabilir fakat antioksidan sistem bu artis1 karsilamissa OSI sabit kalmis olabilir.

Ancak yiiksek seker (2XS) gruplarinda aymi doz kafeine ragmen TAS
diizeylerinde anlamli bir artis gozlenmemesi bu antioksidan savunma yanitinin
smirlandigim ve sistemin yiik altinda oldugunu diisiindiirmektedir. Bu durum OSI
hesaplanirken payda da olan TAS’1n sabit veya diisiik kalmasi nedeniyle TOS’da hafif
bir degisiklik olsa bile oranin ciddi bi¢gimde farklilasmamasina ve anlamli fark
c¢tkmamasina yol agmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Baska bir ifadeyle normal seker
altinda antioksidan sistem calistigi icin OSI diiserken yiiksek seker kosullarinda bu
sistemin baskilanmasi oran1 sabitlemis olabilir.

TAS ve TOS gibi toplam diizeydeki oksidatif stres belirtecleri hiicre i¢i dengenin
genel durumunu yansitsa da bu parametreler her zaman hiicresel diizeydeki hasar1 tam
olarak ortaya koymayabilir (Wu vd. 2017; Sanchez-Rodriguez 2019; Karkhanei vd. 2021,
Demirci-Cekic vd. 2022). Bu ¢alismada da OSI degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
fark gozlenmemesine ragmen hiicresel diizeyde hasar artabilir (6rnegin DNA kiriklari,
hiicre 6liimii vb.) Bu nedenle komet testi ve Akridin Oranj boyama ¢alismalarinda beyin
hiicrelerinde DNA biitiinliigiiniin bozuldugunu ve hiicre canliliginda azalma oldugu
gozlemlenmistir. Bu durum bolgesel oksidatif hasarin toplam oksidatif stres 6lgiimlerine
her zaman yansimayabilecegini desteklemektedir (Barcelos vd. 2020; Yiriin vd. 2016).

Lipid peroksidasyonu, hiicre zarlarin1 olusturan ¢coklu doymamis yag asitlerinin,
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile etkilesimi sonucu oksidatif olarak bozulmasi siirecidir
(Tuchi vd. 2021; Wang vd. 2023). Bu reaksiyon zincirleme sekilde ilerleyerek hiicresel
yapilarn tehdit eden toksik bilesiklerin ortaya g¢ikmasina neden olur. Siirecin temel
asamalari; baglatma (ROS’larin lipit hidrojenlerini ¢cekmesi), ilerleme (lipit radikallerinin
oksijenle reaksiyonu) ve sonlanma (stabil iiriin olusumu veya diger hiicresel bilesiklerle
etkilesim) olarak tanimlanir (Ayala vd. 2014; Xu vd. 2024).

Bu siire¢ sonucunda ortaya ¢ikan ve en bilinen toksik iiriinlerden ikisi
malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE)’dir. 4-HNE, membranin ¢oklu
doymamis yag asitlerinden tiireyen oldukga reaktif bir aldehittir ve hiicre i¢i proteinler,
DNA ve enzimlerle kovalent baglar kurarak fonksiyonel bozulmalara neden olur (Li vd.
2022; Zhang vd. 2023). MDA ise genellikle TBARS (thiobarbituric acid reactive
substances) yontemiyle olgiilerek lipid peroksidasyonunun biyobelirteci olarak kullanilir
(Negre-Salvayre vd. 2010; Tsikas 2017; Mas-Bargues 2021).
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Lipid peroksidasyonu o6zellikle yiiksek oksijen tiiketimi ve zengin membran lipid
icerigiyle karakterize edilen beyin, karaciger, kalp ve bobrek gibi organlarda daha yogun
sekilde gergeklesir. Bu siireg, oksidatif stres araciligiyla gelisen ndrodejeneratif
hastaliklar (6rnegin Alzheimer ve Parkinson), kardiyovaskiiler bozukluklar, diyabet ve
cesitli kanser tiirlerinin patogenezinde Kritik bir rol oynamaktadir (Mattson 2009; Zhong
ve Yin 2015).

Bu ¢alismada, normal seker (91,41 mg/mL) ve yiiksek seker (182,81 mg/mL) ile
birlikte uygulanan diisiik (0,1 mg/mL) ve yiiksek (0,5 mg/mL) kafein dozlarinin lipid
peroksidasyonu lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bulgulara gore yalnizca NS +
yiksek kafein (0,5K) grubunda MDA diizeyinde artis gbzlenmis diger tiim gruplarda
kontrole kiyasla azalma egilimi bulunmustur. Ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmamistir. Bu durum daha once yapilan komet testi ve Akridin Oranj
boyama sonuglariyla birlikte degerlendirildiginde lipid peroksidasyonunun élgiilen MDA
diizeylerine yeterince yansimamis olabilecegini gostermektedir.

MDA (Malondialdehit), lipid peroksidasyonunun son iiriinii olarak yaygin bir
biyobelirtegtir ancak her oksidatif stres durumunda Olglimde anlamli bir artis
gostermeyebilir. Bu durumun nedenleri arasinda; MDA ’nin gegici Ve reaktif bir molekiil
olmasindan kaynakli olabilmektedir. Hiicre i¢inde hizla bagka bilesiklerle reaksiyona
girer veya antioksidan sistem tarafindan detoksifiye edilir. Bu nedenle oksidatif hasar
gerceklesse bile ol¢clim aninda MDA seviyesi diisiik kalabilir (Tsikas 2017) veya lokal
hasar ve sistemik Ol¢iim farkindan kaynaklanabilir. MDA, hiicre i¢inde lokal olarak
artmig olabilir ancak 6rnekleme sirasinda alinan doku veya hiicre siispansiyonunda bu
artig seyrelmis olabilir. Bu da 6l¢liim sonuglarinin gergek hasar diizeyini yansitmamasina
yol agabilir (Yoshida vd. 2013). Son olarak o6l¢lim metotlarinin duyarlilifindan
kaynaklanabilir. MDA o6l¢limiinde genellikle kullanilan TBARS yontemi, 6zgiilligi
diisikk ve yanlis pozitif sonuglara agik bir yontemdir. Ayrica bazi teknik smirliliklar
nedeniyle kii¢iik ama anlamli biyolojik degisiklikleri ayirt edemeyebilir (Dotan vd. 2004).

Beyin dokusu yiiksek oksijen tiiketimi ve yiiksek ¢oklu doymamis yag asidi
(PUFA) icerigi nedeniyle lipid peroksidasyonuna oldukca hassas olmasina karsin ayni
zamanda giiclii antioksidan savunma sistemlerine de sahiptir (Butterfield ve Halliwell
2019). Bu sistemler arasinda glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve
noronal spesifik peroksirredoksinler yer alir ve lipid peroksidatif hasar1 nétralize edebilir.
Bu enzimler beyin hiicrelerinde lipid peroksidatif zincir reaksiyonlarini baslatan reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) etkisiz hale getirerek hiicresel hasar1 6nlemektedir (Ighodaro ve
Akinloye 2018). Ayrica peroksirredoksinler ve glutatyon redoks sistemleri, ndronal
hiicrelerde lipid peroksidasyonu baskilayan ikincil koruma katmanlar1 olarak gorev yapar
(Adibhatla ve Hatcher 2010; Casanas-Sanchez vd. 2014). Bu molekiiler savunma ag1
beyin gibi yliksek metabolik aktiviteye sahip dokularda oksidatif hasar1 sinirlamak igin
oldukga etkilidir.

D. melanogaster’in néronal dokusu, oksidatif stresle basa ¢ikmak igin iyi gelismis
bir antioksidan savunma sistemine sahiptir. Bu sistemin temel bilesenleri arasinda
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon (GSH) ve peroksirredoksinler (Prx)
yer alir. Drosophila’da hem sitoplazmik (Sod1) hem de mitokondriyal (Sod2) siiperoksit
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dismutaz enzimleri tanimlanmistir ve bu enzimler, siiperoksit radikallerini hidrojen
peroksite doniistiirerek néronal yaslanmayi ve oksidatif hasari azaltmada 6nemli rol oynar
(Phillips vd. 1989). Glutatyon sistemi de oldukga aktiftir. 6zellikle Gelc (glutamate-
cysteine ligase catalytic subunit) ve Gst (glutatyon S-transferaz) genleri araciligiyla GSH
iiretimi saglanir. Bu sistem ROS detoksifikasyonunda ve hiicresel redoks dengesinin
stirdiiriilmesinde etkilidir. Gclc geninin sinir dokusundaki ekspresyon eksikligi
durumunda noérodejeneratif siireclere yol acabilecegi igin kritik 6neme sahiptir (Orr vd.
2005). Ayrica peroksirredoksinler, 6zellikle Prx5 ve Prx6 Drosophila beyin dokusunda
ekspresyon gostererek mitokondriyal ROS’u nétralize eder ve yasa bagli noronal
dejenerasyonu sinirlar. Radyuk ve arkadaslarinin ¢aligmasi Prx5’in mitokondriyal strese
kars1t noronlar1 korudugunu agikca ortaya koymustur (Radyuk vd. 2010). Bu savunma
sistemlerinin birlikte calismasi1 Drosophila’nin beyin hiicrelerini lipid peroksidasyonu ve
diger oksidatif hasar tiirlerine kars1 direngli hale getirmektedir.

Bu baglamda, ¢alismada kullanilan seker ve kafein dozlar1 (91,41 — 182,81 mg/mL
seker; 0,1 - 0,5 mg/mL kafein) oksidatif stres yaratma potansiyeline sahip olsa da beyin
hiicrelerinde bu gii¢lii antioksidan sistemlerin aktive olmasi sayesinde lipid
peroksidasyon iriinlerinden olan MDA’nin detoksifiye edildigi veya birikiminin
onlendigi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla MDA diizeylerinde gézlemlenen dalgalanmalara
ragmen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikmamasi bu noroprotektif
sistemlerin uygulanan doz araliginda etkili sekilde c¢alistigini ve oksidatif yiki
dengeledigini gostermektedir.

Kafein diisiik dozlarda antioksidan gen ekspresyonunu (Nrf2/ARE yolu
tizerinden) artirabilirken (Wang vd. 2012; Xu vd. 2017). Yiksek dozlarda prooksidan
etkiler gostererek lipid peroksidasyonunu tetikleyebilir (Osz vd. 2022). Bu baglamda NS
+ 0,5K grubunda MDA artis1 gbzlenmis olmas1 yiiksek doz kafeinin bu esik degeri
astigini diistindiirmektedir.

Tsikas (2017) ve Yoshida vd. (2013) ¢alismalarindan elde ettikleri sonuglar bu
calismadan elde edilen veriler ile uyumluluk gostermektedir. Caligmadan elde edilen
verilerde istatistiksel anlamlilik gzlenmemesi, muhtemelen MDA nin kisa yar1 miirlii,
kararsiz bir molekiill olmasi, metabolizma tarafindan hizla temizlenmesi ve Olgiim
yontemlerinin duyarliliginin sinirli kalmasi gibi teknik nedenlerden kaynaklanmis
olabilir. Ayrica kiiltiirde tutulan Drosophila hattinda genetik homojenlik saglandigi i¢in
bireyler arast biyolojik varyasyon ihtimali olduke¢a diisiiktiir. Bu durumda gozlenen
istatistiksel belirsizlik, 6l¢lim sisteminin sinirliliklarindan veya MDA'nin zamanlamaya
duyarliligindan kaynaklanmais olabilir.

Bu nedenle, calismada komet testi ve AO boyama gibi hiicre diizeyli analizlerde
gbzlenen DNA hasar1 ve canlilik kayb1t MDA 6l¢limlerinin gosterdiginden daha belirgin
oksidatif hasarmm var oldugunu ortaya koymustur. Bu da lipid peroksidasyonu
degerlendirmelerinde MDA gibi tek bir biyokimyasal belirtegle sinirli kalmaksizin ¢ok
yonlii degerlendirme yapilmasi gerektigini desteklemektedir.

Calismanin davranis deneyleri boliimiinde, Tip 2 Diyabet modeli olusturmak
amaciyla yliksek sekerli diyete maruz birakilan D. melanogaster bireylerinin farkl kafein
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dozlart ile kombinasyonlari; larval agirlik, larval siirlinme, pupa pozisyon, negatif
jeotaksis, ergin agirlik, Oomiir uzunlugu ve iki yonli besin analizi davranig
parametrelerinde degerlendirilmistir. D. melanogaster bireyleri seker ve kafein
kombinasyonlarinin 1. nesil larvalarindaki lokomotor davranis iizerine etkileri
degerlendirildi. Bulgular 06zellikle sekerle birlikte uygulanan kafein gruplarindaki
larvalarin motor davraniglarinda belirgin diizeyde bozulmalara neden oldugunu ortaya
koymustur.

0,1K ve 0,5K dozlarinda uygulanan kafein gruplarinda, kontrol grubuna gore
anlamh diizeyde farkliliklar gézlemlenmistir (0.001 < p < 0.01). Bu farkliliklar, diistik
doz kafeinin larvalarin sinir sistemi lizerinde siiriinme davranigina yansiyacak diizeyde
etkiler olusturdugunu diisindiirmektedir. Ancak sekerle birlikte uygulanan ayni dozlar
(2XS+0,1K ve 2XS+0,5K) anlamli sonuglar vermemistir. Bu durum organizmanin diisiik
seviyedeki seker + kafein kombinasyonuna karsi belirli bir tolerans gelistirdigine ya da
bu kombinasyonlarin belirli doz araliklarinda savunma sistemlerini aktive edip zararli
etkiyi dengeleyerek bu etkinin davranis diizeyine yansimasina engel olabilecegine isaret
etmektedir (Franco vd. 2013). Diger yandan daha yiliksek dozlarda uygulanan
kombinasyonlar, (2K-2XS, 1K-2XS, 2K-4XS, 0,5K-4XS ve 2K-8XS) lokomotor
performansta istatistiksel olarak olduk¢a yliksek diizeyde farkliliklar ortaya ¢iktigi
goriilmiistiir (p < 0.001). Bu bulgular yiiksek sekerli ortamda artan kafein diizeyinin sinir
sistemi tizerinde birikimli ve zararli bir etkiye sebep oldugunu ve bu etkinin motor
koordinasyon iizerinde dogrudan etki gosterdigi goriilmektedir. Siddique vd (2021)
tarafindan bildirilen benzer ¢alismalarda da yiiksek sekerin toksik ajanlarla birlestiginde
oksidatif stres diizeyini artirdig1 ve sinaptik plastisiteyi bozdugu belirtilmistir.

Davranissal bulgular molekiiler analizlerle de desteklenmektedir. Onceki
deneylerde NS ve 2XS dozlariyla uygulanan kafein gruplarinda gerceklestirilen Komet
analizleri, DNA hasar diizeylerinde anlamli artiglar oldugunu goéstermistir. TAS ve TOS
arasindaki dengenin ortaya ¢ikisi bu stresin yalnizca hiicresel boyutta degil ayn1 zamanda
sistemik bir biyokimyasal yanitin meydana geldiginin gostergesidir. Ayrica akridin oranj
boyama yontemiyle yapilan analizlerde artmis apoptoz hiicre sayisi, sinir hiicrelerinde
programlanmis hiicre 6liimiiniin aktiflesmesine neden oldugunu gdstermektedir. Artan
sinir hiicresi 6liimti, sinaptik iletimde bozulmalara yol agcarak motor davraniglarda azalma
ile dogrudan iliskili oldugunu gostermektedir (Na vd. 2013; Gyimah vd. 2022; Wang vd.
2022; Zhang vd. 2025). Kafeinin diisilk dozlarda ortaya ¢ikan ndrolojik etkileri, bu
maddenin literatiirde tanimlanan ¢ift yonli (bifazik) etkisiyle iliskilendirilebilir. Diisiik
konsantrasyonlarda kafein, noronal kalsiyum (Ca?') sinyallemesini gegici olarak
artirabilmekte ancak doz arttik¢a bu etkinin yon degistirerek baskilayici bir etkide oldugu
bildirilmektedir (Franco vd. 2013). Bu calismada da bazi kafein dozlariin siiriinme
davranigini belirgin sekilde degistirmemesi kafeinin etkilerinin her zaman doz arttik¢a
giiclendigi anlamina gelmedigini hatta bu durumda viicudun dengeleyici sistemlerinin
devreye girmis olabilecegini diisiindiiriiyor. Ozetle diisiik doz kafein maruziyeti
sonucunda organizma hiicresel dengeyi koruyabilirken yiiksek dozlara ¢ikildiginda
adenosin reseptorlerini engelleyerek ve kalsiyum diizenini bozarak metabolik stresi
arttirabilmektedir (Franco vd. 2019; Asano vd. 2021). Bu etki glikoz yiikiiyle
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birlestiginde hiicresel savunma mekanizmalar1 dengeyi saglamak ve sistemi olumsuz
etkiye kars1 korumak i¢in yetersiz kaldig1 diistiniilmektedir.

Ote yandan bazi kombinasyonlarin yalnizca 1. nesilde degerlendirilebilmis olmasi
ve ileri nesillerde bireylerin gelisim siirecine devam edememesi, bu dozlarin gelisim
tizerinde baskilayici ya da durdurucu bir etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgu
kafein ve sekerin birlikte uygulanmasinin sadece kisa vadeli degil ayn1 zamanda kalitsal
diizeyde de sinir sistemini etkileyebilecegini ortaya koyarak aslinda potansiyel bir nesiller
aras1 (transgenerasyonel) norotoksisite riski tasidigini gostermektedir (yang vd. 2023).

D. melanogaster’in 3. nesil larvalarinda yapilan siiriinme deneyinde seker ve
kafein kombinasyonlar1 degerlendirildiginde kontrol grubundaki bireylerde siiriinme
mesafesi ortalama 4,6 cm 6l¢iilmiis yalnizca kafein verilen gruplarda bu mesafe ortalama
3,2 cm’ye kadar diistiigii, Iki kat seker iceren gruplarda ise degerlerin ortalama 1,9 cm’ye
kadar azaldig1 gorilmiistiir. Ayni grubun 1. nesil verileriyle karsilastirildiginda bu azalma
zamanla organizmada homeostatik dengenin saglanamadigi ve bu dengesizligin bir
sonraki nesile aktarilmasinin yaninda ek olarak 3. nesil bireylerinde de maruziyetin
gerceklestirilmesi bu etkinin davranis diizeyine stres faktorii olarak yansidigini
diisiindiirmektedir. Istatistiksel analizlerde dzellikle NS 0,1K, NS 0,5K, 2XS 0,1K ve
2XS$ 0,5K dozlarinda kontrol grubuna gore anlamli ve ¢ok anlamli farklar oldugu tespit
edilmistir (p < 0.01 ve p < 0.001). Bu bulgular, sekerin + kafein uygulamalarinda sadece
kafein uygulamalarina oranla sinaptik iletisimde daha fazla bozulma meydana geldigi ve
bu bozulmanin motor kontrolii etkiledigini diisiindiirmektedir. Literatiirde de diyabetik
metabolik stres altinda oksidatif yiik artis1 ve noroinflamasyonun sinaptik plastisiteyi
zayiflatarak organizmanin hareketle iliskili sistemlerinde fonksiyon kaybina neden
oldugu bildirilmektedir (Kohsaka 2023). Ugiincii nesil larvalarda goézlemlenen azalan
sirinme mesafesi sekerli ortamda, kafein varliginin sinir sistemi lizerindeki zararh
etkilerinin zamanla arttigini gostermektedir. Bu model cevresel faktorlerin birikimli
etkilerini degerlendirmek i¢in organizma diizeyinde kullanilabilecek etkili bir yaklasima
isaret etmektedir. Bu ¢alismada elde edilen 6nemli bulgulardan biri 8 kat sekerle birlikte
uygulanan kafein dozlarinda 2. nesil bireylerin gelisiminin tamamlanamamasidir. 1.
nesildeki erginler belli bir siire hayatta kalip yumurta birakmis ancak bu yumurtalardan
cikan larvalar kisa siire i¢inde kurumus ve gelisim siirecine devam edememistir. Pupa
evresine ulasan bazi larvalar ise gelisim durmus ve ergin sinek ¢ikisi gdozlemlenmemistir.
Bu durum, uygulanan 8 kat seker + kafein kombinasyonunun gelisim dongiisiinii
tamamlayamayacak kadar yiliksek oranda fizyolojik bir yiikk olusturdugunu
diisiindiirmektedir.  Yiiksek sekerin D. melanogaster'de diyabet benzeri bir
bozulmaya/duruma yol actig1 ve insiilin/IGF yolaklarimi baskiladigi bilinmektedir (Loreto
vd. 2021; Baenas ve Wagner 2022). Bu baskilanma ile organizmanin enerji dengesi
bozulmaktadir ve hiicrede reaktif oksijen tlirlerinin {iretimini arttirmaktadir (Kohsaka
2023; Huang vd. 2024). Oksidatif yiik arttiginda hem viicut hiicrelerinde hem de tireme
hiicrelerinde DNA hasar;, mitokondriyal bozulma ve erken apoptoz siireci
tetiklenebilmektedir (Huang vd. 2020; Na vd. 2022). Ayrica bazi giincel aragtirmalar
mitokondriyal stresin epigenetik mekanizmalari etkileyerek germ hattinda kalic1 hasarlara
yol agabilecegini bildirmistir (Lu vd. 2022; Charmpilas vd. 2024). Bazi dozlarda
bireylerin ileriki nesillere ulasamamasinin sebebi olarak germ hiicrelerinde meydana
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gelen DNA hasar1 ve oksidatif hasar olabilecegi diisliniilmektedir. Bu durum artan
oksidatif hasarin sadece hiicresel biitiinliigii degil ayn1 zamanda hormonal diizenlemeleri
ve gelisim sinyallerini de bozmus olabilecegini diisiindiirmektedir (Nagpal ve Abraham
2019; Lu vd. 2022). Larval siirinme deneyinin 5. nesil verileri seker ve kafein
kombinasyonlarinin nesiller boyunca maruziyetinin nasil etkilerinin oldugunu ve
davranis diizeyine nasil yansidigini ndrolojik hasarinin davranissal diizeyde nasil etki
ettigini ortaya koyan ve 6nem arz eden nesildeki deneyidir. Kontrol grubunda ortalama
4,5 cm olarak olgiilen siirlinme uzunlugu yalnizca kafein uygulanan gruplarda ortalama 3
cm’ye gerilemistir. Ozellikle 0,1K dozu istatistiksel olarak anlaml fark gostermis 0,5K-
2XS 0,1K ve 2XS 0,5K gruplarinda ise ¢ok yiiksek anlamli farklar (p < 0.001) oldugu
gozlemlenmistir. Sonuglar dahilinde 5. nesilde artik diisiik doz kafeinin tek basina bile
sinaptik aktiviteyi baskilayabilecegini sekerle birlikte verildiginde ise bu etkinin sinerjik
sekilde artarak organizmanin psikomotor aktivitesinde yliksek oranda bozulmalarin
oldugunu ortaya koymaktadir. Kafeinin yliksek dozlar1 6zellikle hassas norogelisim
evrelerinde kalsiyum sinyallemesi ve adenosin reseptorlerinin modiilasyonu yoluyla
sinaptik homeostaz1 bozabilmektedir (Franco ve Navarro 2019; Asano ve Fukunaga
2021). Bu etkiler 6zellikle diyabetik metabolik stresin eslik ettigi durumlarda oksidatif
yiikiin katlanarak artmasina neden olmaktadir (Huang vd. 2020). Larval siiriinme
Drosophila’da néromotor biitiinliigii gosteren giivenilir bir davranigsal parametredir.
Sinirsel biitlinliikteki bozulmalar; motor néron fonksiyonu, kas-sinir iletisimi ve enerji
metabolizmasi lizerinden dogrudan lokomotor aktiviteye yansimaktadir (de Farias vd.
2021; Kohsaka 2023). Bu baglamda 5. nesilde gézlemlenen lokomotor aktivitesindeki bu
diisiis yalnizca akut toksisite degil ek olarak toksik etkinin artarak hiicresel ve epigenetik
hasarlarin davranig diizeyinde kalici etki gosterdigi sonucunda varilmasina neden
olmaktadir. Ayrica bu sonuglar diyet kaynakli metabolik stresin zamanla artan sekilde
sinaptik fonksiyonlar1 bozdugunu ve davranis lizerinde kalici1 etkiler biraktigini gosteren
giincel literatiirle de uyumludur (Nagpal ve Abraham 2019; Kohsaka 2023; Bartoszek ve
Fornal 2025).

Bu ¢alismada 4 Kkat seker ile kombinlenmis kafein dozlarinin 5. nesilde bireylerin
elde edilememis olmast bu kombinasyonun D. melanogaster’de ciddi diizeyde tireme
basarisizligi ve gelisimsel bozulmaya yol actigimi vurgulamaktadir. 4XS + kafein
gruplarinda 4. nesil bireyleri yumurtadan ¢ikabilse de biiylik ¢ogunlugu pupa evresini
tamamlayamamis veya ergin hale gelememistir. Bu bulgular yiiksek kafein ve glikozun
birlikte olusturdugu toksik fizyolojik yansimanin D.melanogaster bireylerinde hayatta
kalimlarini dogrudan etkiledigini gostermektedir. Elde edilen veriler kapsaminda kafeinin
yiksek dozlarda D.melanogaster’in ireme ve gelisim fizyolojisini olumsuz
etkileyebilecegini bildiren Apostolopoulou vd. 2016’nin ¢alismalariyla da uyumludur.
Kafein burada yalnizca merkezi sinir sistemini degil ayn1 zamanda germ hatt1 hiicrelerinin
diferansiyasyonu ve erken embriyogenez siirecini de olumsuz etkilemektedir (Basnet vd.
2021; Glaser vd. 2024). Son yillarda yapilan ¢aligmalar bu etkinin mitokondriyal stresin
kalittmi, ROS iiretiminin artigi, hormon regiilasyonunun bozulmasi gibi ¢ok yonlii
mekanizmalarla gerceklestigini ortaya koymustur (Lu vd. 2022; Charmpilas vd. 2024).

Yiiksek sekerli beslenmenin tek basina maruziyeti erkek fertilitesini azalttigi,
testis morfolojisinde bozulmalara ve sperm tiretiminde azalmaya yol ac¢tig1 bildirilmistir
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(Heinrichsen ve Haddad 2018; Kohsaka 2023). Buna ek olarak kafeinin yiiksek dozlarda
adenosin reseptorlerini baskilamasi ve kalsiyum dengesini bozmasi disi D. melanogaster
bireylerinde yumurta olusum siirecinin aksamasina ve embriyo gelisiminin
engellenmesine neden olmaktadir (Franco ve Navarro 2019; Asano ve Fukunaga 2021).
Ayrica kafein ve sekerin sinerjik etkisiyle ortaya ¢ikan mitokondriyal disfonksiyon, enerji
iretimlerini baskilayarak larvalarin gelisimlerini tamamlama stirecini zorlu hale
getirebilmektedir (Nagpal ve Abraham 2019). Bu da dogrudan gelisimsel sistemlerin
sekteye ugramasi, iireme durumlarinin islevsizlesmesi ve neslin devam edememesi ile
sonuglanmustir.

Bu calismada elde edilen 1. nesil larval agirlik verileri seker + kafein
kombinasyonlarinin gelisimsel fizyoloji lizerindeki etkilerini anlamak acisindan 6nemli
bulgular sunmustur. Sadece kafein uygulanan gruplarda diisiik doz (0,1K) kafein
uygulamasi larval agirhigr artirirken yiiksek kafein dozlarinda (0,5K, 1K, 2K) anlamli bir
agirhik diistisii gozlemlenmistir. Bu durum kafeinin doz-bagimli bifazik etkisini isaret
etmektedir (Berry 2020; Stack Mills 2022). Diisiik dozda kafein metabolizmay1 gegici
olarak uyarici bir etki yaparken yiiksek dozlarda oksidatif stres ve hiicresel diizeyde enerji
dengesizligi nedeniyle larval bliytime kisitlanmaktadir (Franco ve Navarro 2019; Asano
ve Fukunaga 2021). iki kat seker ile kombine edilen kafein dozlarinda yalnizca diisiik
kafein igeren dozda (2XS + 0,1K) agirlik artis1 gozlemlenmistir. Diger dozlarda kafein
miktar arttik¢a larval agirlik anlamli diizeyde azalma gostermistir. Bu bulgular 1s1ginda
kafein ve glikozun birlikte olusturdugu metabolik stresin larval gelisimini olumsuz yonde
etkiledigini gostermektedir (Kohsaka 2023). 4 kat ve 8 kat sekerli kafein gruplarinda
agirlik kaybi ¢cok daha belirgin hale goriilmiistiir ve bu gruplarda istatistiksel olarak ¢cok
yiiksek anlamli farklar (p < 0.001) kaydedilmistir. Yiiksek sekerli beslenmenin
Drosophila’da lipid birikimi yerine hiicresel toksisiteye neden oldugu insiilin benzeri
peptid sinyallerini baskiladigi ve enerji depolama sistemlerini bozdugu daha oOnce
yayilanan kaynaklar dahilinde bilinmektedir (Heinrichsen ve Haddad 2018; Huang vd.
2024). Buna ek olarak kafeinin adenosin reseptorlerine baglanmasiyla CAMP seviyesinin
yiikselmesi ve mitokondriyal ATP {iretiminin durdurulmasi sonucunda hiicre biiylimesi
icin gerekli enerji saglanamamaktadir (Nagpal ve Abraham 2019; Huang vd. 2020) Larval
agirligin azalmasi, genellikle organizmanin besin alimi, sindirim kapasitesi, hormonal
sinyalizasyon ve hiicresel biiylime gibi ¢ok yonlii slireclerinin baskilandigini gosterir.
Drosophila’da, bu dozlar igeren beslenme ile birlikte olusan metabolik yiik aktin-
miyozin yapisinin, endokrin sinyallerin (6rn. DILP2) ve yag depolama regiilasyonunun
bozulmasiyla iliskili oldugu bildirilmistir (Lu vd. 2022; Chatterjee 2024). D.
melanogaster’in 3. nesil larvalar iizerinde yapilan agirhik Olgiimleri seker + kafein
kombinasyonlarinin  kusaklar boyunca artan metabolik yiikk yarattigimi ortaya
koymaktadir. Ozellikle yalnizca kafein uygulanan 0,1K ve 0,5K dozlarinda ilave olarak
2 kat seker ile birlikte verilen 0,1K ve 0,5K dozlarinda kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak cok yiiksek diizeyde anlamli agirlik azalmalari tespit edilmistir. Bu
veriler kafeinin gelisimsel siireclerin ilerleyisini bozan ve larval biiylime {izerinde
baskilayici etkilere neden olan etken madde oldugunu gostermektedir. 2025 yilinda
yayinlanan bir ¢caligmada kafeine maruz kalan Drosophila larvalarinda epoksit hidrolaz
eksikliginin glikoz metabolizmasini ve biiyiime kapasitesini 6nemli derecede disiirdiigi
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bildirilmistir (Rogalski vd. 2025). Bu durum 6zellikle diisiik dozlarin bile gelisimsel
fizyoloji i¢in hiicresel diizeyde kronik stres birikimine sebep olabilecegini
gostermektedir.

Yiiksek sekerle kombine edilen kafein uygulamalari, larvalarda ATP iiretiminde
yetersizlige ve oksidatif stresin kas dokularinda birikmesi sebebiyle larvalarin gelisimsel
olarak duraklamasma yol agmaktadir (Nainu vd. 2025). Bu durumun altinda yatan
sebebin enerji yetersizliginin protein sentezinde aksamaya neden oldugu ve bu nedenden
kaynakli biiyiimede baskilanmanin oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde 2020 tarihli
baska bir calismada da Drosophila’da yiiksek seker yiikiine bagli olarak gelisimsel stresin
insiilin benzeri hormonlarin ifadesini azalttig1 ve oksidatif hasar1 arttirdigini gostermistir
(Neamtu vd. 2020). Larval agirliktaki diigiis sadece akut stres etkisine degil ayn1 zamanda
mitokondriyal disfonksiyon, insiilin direnci ve antioksidan sistemin yetersizligine de
baglanmaktadir. Catalani vd.(2021) tarafindan yapilan bir arastirmada, yiiksek seker
diyeti ile beslenen larvalarin géz ve sinir sistemi gibi dokularda agir ndrometabolik
bozulma yasadig1 ve agirliklarinin da azaldigi saptanmistir. Yalnizca kafein degil ayni
zamanda glikozun da gelisim tizerinde kiimiilatif, nesiller arasi taginabilen fizyolojik stres
faktorleri yarattigini gostermektedir. Bu etki larval agirlik gibi dogrudan olciilebilir
parametrelerde agikga goriilmektedir. Arastirma kapsaminda D. melanogaster
larvalarinin 5. nesilde Olgiilen agirliklari, uzun stireli kafein ve seker maruziyetinin
etkilerini gozlemlemek agisindan O6nemli veriler sunmustur. Kontrol grubuna kiyasla
0,1K, 0,5K, 2XS + 0,1K ve 2XS + 0,5K dozlarinda istatistiksel olarak ¢ok yiiksek anlamli
agirlik kayb1 gézlemlenmistir. Besinci nesil ile 3. nesil karsilastirildiginda fark kiigiik olsa
da 5. nesil ile 1. nesil kiyaslandiginda agirlik azalmasinin daha belirgin oldugu
saptanmustir. Bu durum uzun siireli maruziyetin kiimiilatif metabolik baski olusturdugunu
gostermektedir. Giincel arastirmalar kafein ve yiiksek sekerin birlikte kullanildiginda
oksidatif stres, glikoz intoleransi1 ve hiicresel enerji iiretiminde azalma gibi fizyolojik
etkilerle larval gelisimi baskiladigin1 gostermektedir (Min vd. 2023; Sherif vd. 2024). Bu
etkiler ozellikle 5. nesil gibi uzun siireli maruziyetlerde epigenetik yanitlarin
degismesiyle kalic1 hale gelebilmektedir (Camilleri 2022). Benzer sekilde yiiksek seker
ortaminda kafein maruziyetiyle iliskili insiilin sinyal yolaklarinin baskilandigi ve hem
larval hem de ergin bireylerde glikoz dengesinin bozuldugu rapor edilmistir (Nainu vd.
2025). Bu bozulmalar larvalarin enerji homeostazin1 saglamasini engellemekte ve ATP
yetersizligine bagl olarak biiylime siirecini yavaslatmaktadir.

Glukoz ve fruktozla beslenen larvalarda DNA hasari, oksidatif yiik artis1 ve
biliylime geriligi gibi etkiler gozlemlenmistir (Lushchak vd. 2011). Bu etkiler 6zellikle
seker-kafein kombinasyonlarinin mitokondriyal stres ve apoptoza neden olabilecegini
gostermektedir (Liu vd. 2022). Zamana yayilan bu etkiler sadece hiicresel degil doku
diizeyinde dejenerasyona da neden olabilecegi diisliniilmektedir. Sonuglar dahilinde
yiiksek sekerli diyette kafein maruziyetinin gelisimsel biiylimeyi baskiladigini, hem
hiicresel enerji metabolizmasinda hem de endokrin kontrolde kalict hasarlar
olusturdugunu ve bunun larval agirlik gibi dogrudan 6l¢iilebilir morfolojiye yansidigini
gostermektedir. D. melanogaster larvalarinin pupa pozisyonlari, uygulanan kafein ve
seker dozlarina bagl olarak 6nemli Ol¢lide degisiklik gostermistir. Bu degisiklik hem
gelisimsel davranis igin hem de fizyolojik stres igin gézle goriiliir yanitlar olmustur.
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Normal sartlarda larvalar besin ylizeyinden uzaklasarak sisenin/tiiplin iist bolgelerine
pupa yaparlar ve larvalarin pupa olusturmasi icin optimum bolgeler B ve C gibi iist
kisimlardir fakat deney gruplarinda 6zellikle D, E ve besin yiizeyi bolgelerinde pupa
olusumunun artmasi, larvalarin stresli ¢evre kosullarinda gelisimsel fizyolojik kararlarini
degistirdiginin bir gostergesi olmustur. Bu sonuglar beslenme stresinin larvalarin pupa
olusturacagi yerini belirleme davranmisini dogrudan etkiledigini bildiren ¢aligsmalarla
uyumludur. Xiao vd. 2022 tarafindan yapilan deneysel ¢alismalarda, Drosophila larvalari
metal iyonlar1 ya da kafein benzeri cevresel streslere maruz kaldiklarinda pupa
olusturdugu bolgesini degistirerek toksik bolgeden uzaklasma davranisi sergilemistir.
Aym sekilde Niedergerke ve Bilhorn (2022) yiiksek glikoz ortamina maruz kalan
larvalarin oksidatif stres yasadigin1 ve bu durumun hem pupa olusturma oranlarin1 hem
de konumlarini etkiledigini gostermistir.

Ozellikle 2 kat ve 4 kat sekerle birlikte uygulanan kafein dozlarinda (4XS$ 0,5K,
2XS 2K), pupalarin D, E ve besin ylizeyinde yogunlastig1 gorilmiistiir. Yiiksek enerji
yukii ve toksik baskinin bir arada larvalar ilizerinde etkili olmasi, larvalar1 gelisim
siirecinde daha az tercih edilen bolgelere yonlendirdigini gostermektedir. Bu gozlem
Berry 2020’nin hormetik stres modellemesi ile de ortiismekte burada da cevresel stres
etkenlerinin larvalarin davranigsal tercihlerinde kaymalara yol actigi bildirilmistir.
Larvalarin dozlara bagl olarak pupa olusturdugu bolgelerde degisikligin meydana
gelmesi yiiksek seker maruziyeti sonucunda néromiiskiiler koordinasyon bozuklugundan
kaynaklanmis olabilecegi s6z konusudur. Sinir-kas iletiminde ortaya ¢ikan bozulmalar
larvalarin besinden uzaklasip yukariya dogru hareketini zorlagmasina ve alt bolgelerde
pupa olusturmasinin nedeni olabilmektedir (Na vd. 2013). Yiiksek seker, mitokondriyal
aktivitenin bozulmasina neden olarak ATP iiretiminin diigmesine ve boylelikle yetersiz
enerjiye neden olarak larvalarin yukari tirmanma yonelimine engel olabilmektedir
(Musselman vd. 2011; Péttler 2021). Oksidatif stres artisi larvalarda hem sinir hem de
kas sisteminde islev kaybina neden olarak larvalarin yukari tirmanma davranisini
engellemis olabilir (Lushchak 2011). Llorente Ortega 2022’nin yaptig1 ¢alismalarda,
cevresel toksinlerin ve oksidatif stresin, larvalarin kas ve ndromotor gelisimini
etkileyerek dikey hareket kabiliyetini diisiirdiigii ve bu nedenle alt bolgelere pupalanma
oraninin arttig1 bildirilmistir. 1. nesil sonuglar1 da bu mekanizmayla dogrudan
iliskilendirilebilir. Ek olarak larvalarda proprioseptif algida bozulma meydana gelmesi
durumunda yer ¢ekimi ve yiizey yonelim algisini olumsuz etkileyerek yon bulma yetisini
kaybetmesine neden olmaktadir. Yiiksek seker larvalarin propriyoseptif sinirlerinin
bozulmasina neden oldugu daha onceki yapilan g¢aligmalar dogrultusunda ortaya
konmustur (Tuthill ve Wilson 2016; Agrawal vd. 2020).

Bu deneysel diizende D. melanogaster’in 3. nesil larvalarinda gézlemlenen pupa
pozisyonu dagilimlar1 6zellikle yiiksek konsantrasyonlu seker ve kafein dozlarinda (2 kat
seker + kafein, 4 kat seker + kafein) larvalarin A, B ve C gibi yiiksek bolgelere
ulasamadig1 ve pupalarin daha ¢cok D, E ve besin ylizeyine (BY) yakin bolgelerde
yogunlastigi saptanmustir. Bu durum gevresel stres ve enerji metabolizmasindaki bozulma
larvalarin tirmanma davranisini etkileyerek pupa bolgesini degistirdigini ortaya
koymaktadir (Pottler 2021; Fucak 2023). Strilbytska vd. 2020 tarafindan yapilan bir
calisgmada Drosophila’da glikoz yiiklemesi sonrasi serbest radikal iiretiminin arttig1 ve
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buna bagli olarak klasik tirmanma davranisinin zayifladigi dolayisiyla pupa olusturulan
bolgelerin daha alt seviyelerde gerceklestigi bildirilmistir. Benzer sekilde Grimes
2020’nin ¢aligmasinda da larvalarin oksidatif stres yiikii altinda motor fonksiyonlarinin
ve kas aktivitesinin zayifladigina ve bu durumun 6zellikle yiiksek glikoz kosullarinda
daha belirgin hale geldigi raporlanmistir. Bu veriler 3. nesil larvalarinin ytiksek seker ve
kafein gruplarinda A ve B bodlgelerinde Onemli derecede pupa olusturmasinin
nedenlerinden biri olarak ndromotor bozulmayir ©One ¢ikarmaktadir. Pottler 2021
tarafindan  sunulan literatirde = D. melanogaster  bireylerinde, norolojik
disfonksiyonlarmin pupa konum tercihini etkiledigini 6zellikle Istem dis1 kas kasilmalari
ve enerji metabolizmas1 bozuklugu durumlarinda larvalarin yiiksek bolgelerde pupa
olusturma kapasitesinin diistiiglinii géstermektedir. Bu ¢alisma yliksek seker ve kafeinin
yol agtig1 kronik stres altinda benzer davranislarin gozlemlenmesini destekler niteliktedir.
Vps54 proteini hiicre i¢i tasima ve sinir hiicrelerinde diizglin sinaptik islevlerin
siirdiirtilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir. Hem yiiksek seker hem de yiiksek kafein
maruziyeti, bu proteinin gorev yaptigi sistemleri bozarak norodejeneratif etkiler veya
sinaptik disfonksiyonlara yol agabilir. Wilkinson 2021’in arastirmasi ise Vps54
proteininin sinir sistemi gelisimi i¢in elzem oldugunu ve eksikliginde motor islevlerin
bozuldugunu ek olarak pupalarin besin mesafesine uzakligini disiirdiiglinii ortaya
koymustur. Bu baglamda 3. nesilde A bolgesinde hi¢ pupa olusumu goézlemlenmedigi i¢in
anlamli farkin olmamasi, kronik stresin artik gelisimsel olarak asilmasi zor bir esige
ulastigini diisiindiirmektedir. Pupa pozisyon 5. nesil verileri D. melanogaster larvalarinin
yliksek seker ve kafein dozlarina maruz kalmalarinin davranigsal ve fizyolojik agidan
ciddi etkilere neden oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle pupalarin A, B ve C gibi ist
bolgelerde hi¢ goriilmemesi bireylerin besin yiizeyinden uzaklasma kapasitesinin
azaldigin gostermektedir. Bu davranis degisikligi biiyiik olasilikla motor koordinasyon
bozuklugu, enerji metabolizmasinda mekanizmada ¢okme ve oksidatif stres birikimi ile
iliskilidir. Nainu vd. (2025) Drosophila’da diyabetik model olusturan yiiksek seker diyeti
sonras1 oksidatif stresin arttigini, gelisimsel siirenin uzadigini1 ve larvalarin davranigsal
sapmalar gosterdigini bildirmistir. Ayn1 sekilde Li vd. (2024) metabolik toksisiteye neden
olan bilesiklerin larval gelisimi aksattigini ve mitokondriyal disfonksiyon araciligiyla
enerji tretimini zayiflattigin1 gostermistir. Ahmed vd. (2022) benzer sekilde metabolik
stres faktorlerinin pupalagsma zamanlamasi ve yeri iizerinde dogrudan etkili oldugunu
ortaya koymustur. Yiiksek toksik yiik altindaki larvalarin gelisim evrelerinde sapmalar
gostererek alt bolgelerde pupalanmaya meyilli olduklar1 bildirmistir. Larvalarin st
bolgelere ulasamamasi ayni zamanda oksidatif hasarin kas yapisini ve ndromotor aglari
zedelemesi ile de aciklanabilir. Strilbytska vd. (2020), bu tarz c¢evresel yiiklerin
antioksidan savunma sistemini bozdugunu ve larvalarin hareket kabiliyetinde azalma ile
sonuglandigini gostermistir. Catalani vd. (2021) ise yiiksek sekerle beslenen Drosophila
bireylerinde gorsel, ndrolojik ve motor bozukluklar dahil bir¢ok davranigsal sorun
tammlanmstir. Ozellikle 0,1K ve 0,5K gibi daha diisiik kafein konsantrasyonlarinda bile
pupa konumunun D ve E boélgesine kaymis olmasi, bu dozlarin ilerleyen nesillerde
birikimli etkiler yarattigini diisiindiirmektedir. Dahas1 2XS 0,1K ve 2XS 0,5K dozlarinda
ortaya cikan ¢ok yiiksek istatistiksel fark sekerin kafein ile sinerjik toksisiteye yol a¢tigini
gostermektedir. Sonug olarak, nesiller ilerledik¢e pupa pozisyonundaki yiiksekliklerin
diismesi, larvalarin gelisimsel stresle basa ¢ikma kapasitesinin azaldigini; bu kapasite
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azalmasinin da seker-kafein kombinasyonlarinin sinir sistemi, enerji metabolizmasi ve
motor davraniglar iizerinde olusturdugu kiimiilatif hasarla iligkili oldugunu
gostermektedir (Rigo 2024; Tsiamis vd. 2023).

Negatif jeotaksis davranisi, D. melanogaster’in c¢evresel stres faktorlerine
duyarliligin1 degerlendirmede yaygin bigimde kullanilan bir motor fonksiyon testidir. Bu
davranis parametresi Ozellikle sinir sistemi sagligi ve enerji metabolizmasi ile yakindan
iliskilidir (Gargano vd. 2005). Calismanin 1. nesil verilerine gore kontrol grubunda
bireylerin biiyiik ¢ogunlugu (25/30) iist tiipe tirmanmayi/ugmay1 basarmistir. Ancak
kafein konsantrasyonu arttikga tirmanan/ucan birey sayisinda belirgin azalma
gozlemlenmistir. Bu azalma kafeinin motor sistem iizerinde baskilayic1 etkisi
olabilecegini diislindiirmektedir. Sekerin kafein ile birlikte uygulandigi gruplarda ise
ozellikle 2 kat sekerli kombinasyonlarda bireylerin yalnizca ortalama 13 birey {ist tiipe
gecebilmistir. Bu durum yiiksek karbonhidrat yiikiiniin motor performans iizerindeki
olumsuz etkilerini gostermektedir. Bu bulgular, yiiksek sekerli beslenmenin
norodejeneratif siiregleri hizlandirarak motor fonksiyonlar1 bozdugunu gosteren
calismalar1 desteklemektedir (Catalani vd. 2021). Anjaneyulu ve Godbole (2024),
Drosophila’da yaslanma, seker yiikii ve oksidatif stres arasinda gii¢lii bir iliski oldugunu
ve bu faktorlerin motor davraniglart zayiflattigini rapor etmistir. Portela vd. (2021) ise
kafein ve tiirevlerinin agirt maruziyetinde mitokondriyal fonksiyonlarin baskilandigini ve
negatif jeotaksis performansinin diistiigiinii gostermistir. Yiiksek kafein dozlarinin tek
basina baz1 gruplarda kontrole yakin sonug¢ vermesi, kafeinin doza baglh ¢ift yonli
etkisine isaret etmektedir. Diisiik dozlarda uyarici ve noroprotektif etkiler gosterebilirken
yiiksek dozlar sistemik boyutta toksisiteye neden olabilmektedir (Huang vd. 2024). D.
melanogaster bireylerinin 3. nesil kontrol grubundaki erginlerinin biiyiikk ¢ogunlugunun
tiipiin st kismina ulagsmasi saglikli fizyolojik biitlinliiklerinin siirdiiglinii gosterirken
kafein ve seker uygulamalariyla birlikte bu davranisin baskilandigr gézlemlenmistir.
Ozellikle 0,5K ve 2XS 0,5K dozlarinda kontrol grubuna kiyasla bireylerin tiipiin {ist
kismina gegen biey sayisinda istatistiksel olarak yiiksek anlamli fark ortaya konmustur.
Bu sonug kafein ve sekerin birlikte etkisinin motor koordinasyon fonksiyonlari iizerinde
engelleyici ya da durdurucu etkiler olusturdugunu diisiindiirmektedir. Sekerle birlikte
verilen kafein, hem mitokondriyal islev bozuklugunu hem de oksidatif stres yanitini
artirarak néromotor kapasiteyi azaltabilmektedir (Chen Wang ve Wei 2024; Huang He
vd. 2024). Yiiksek kafein seviyelerinin lokomotor performansini zayiflattigi 6zellikle de
oksidatif stresin neden oldugu norodejeneratif siireclerde etkili oldugu bildirilmistir.
Chaves vd. (2023) sinaptik fonksiyonlarin bozulmasinin, dopamin azalmasinin ve kas
giicli kaybinin negatif jeotaksis ugma/tirmanma becerisinde azalmaya neden oldugunu
gostermistir. Laranjeira (2021) tarafindan yayinlanan farkli bir ¢alismada ise yaslanma
stirecinde oksidatif hasarin ve genetik diizeydeki bozulmalarin negatif jeotaksisi
dogrudan olumsuz yonde etkiledigini vurgulamistir. Ayrica Li vd. (2020), orta diizey
oksijen yetersizligi ve egzersiz faaliyetleriyle negatif jeotaksis performansinda artis
saglanabilecegini ancak metabolik yiiklerin bu performansi ciddi bigimde diislirdiigiini
ortaya koymustur. Bu veriler calismada yer alan 2 kat sekerin yiiksek kafeinle birlikte
verildigi dozda goriilen en diisiik tirmanma/ugma sonuglartyla da ortiismektedir. Sonug
olarak, bu ¢alismada seker ve kafein dozlarinin motor davranis faaliyetleri tizerinde ilk
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nesilden itibaren baskilayici etkilere neden oldugu ve bu etkinin oksidatif stres, kiimiilatif
toksisite, ndromiiskiiler bozulma enerji tilkenmesi ve ndrodejeneratif siireclerle iligkili
oldugu diisiiniilmektedir.

D. melanogaster'de 1. nesilde larvadan ergin oluncaya kadar uygulanan kafein ve
seker dozlarinin ergin bireylerin agirligi tizerindeki belirgin bir etkisi oldugu goriilmiistiir.
Ozellikle diisiik kafein dozu (0,1K) bireylerde kontrol grubuna kiyasla daha diisiik bir
agirhikla iligskilendirilmistir. Bu bulgular kafeinin metabolik stres yaratarak enerji
metabolizmasii degistirebilecegini ortaya koymaktadir (Naing vd. 2025). Deney
sonucunda 2 kat seker ile birlikte uygulanan kafein gruplarinda erkek bireylerin
agirliklarinda yalnizca kafein uygulanan gruplara kiyasla artis gézlemlenmistir. Bu bulgu
sekerin kafein kaynakli metabolik baskilanmayr bir miktar kompanse ettigini
diisiindiirmektedir. Millington vd. (2022), erkek ve disi bireylerin farkli diyet
bilesenlerine kars1 farkli fizyolojik yanitlar verdigini One stirmiistiir 6zellikle seker
metabolizmasinda cinsiyetler iizerindeki etkinin farkliliklarinin oldugunu vurgulamistir.
Buna paralel olarak Carey vd. (2022), protein-karbonhidrat oranlarinin yasam siiresi ve
tireme kapasitesi tizerindeki etkilerinde erkek ve disi Drosophila bireyleri arasinda
istatistiksel anlamda 6nemli farklar gozlemlemistir ve bu farkliliklarin viicut agirhigr ile
yakindan iligkili oldugunu rapor etmistir. Bu baglamda ¢alismamizda gézlemlenen disi
ve erkek bireylerindeki agirlik farkliliklari; hormonal sistemden, metabolik diizeydeki
cinsiyete 0zgili yanitlardan, kafein metabolizmasi farkliliklarindan kaynaklandigi 6ne
siiriilebilmektedir (Chen vd. 2019). Daha onceki nesillerinde ve iigiincii nesil boyunca
yalnizca kafein uygulanan D. melanogaster bireylerinde hem erkek hem de disi bireylerde
viicut agirliklarinin anlamhi diizeyde azaldigi gozlemlenmistir. Bu sonu¢ kafeinin
metabolik sistem tlizerinde uyarict etki gostererek enerji rezervlerini hizla tiikettigini
bildiren yayinlarla uyumluluk gostermektedir (Harpaz vd. 2017; Nunes vd. 2022). Ayrica
kafein, lipoliz gibi yag metabolizmasi yollarini aktive ederek viicut kiitlesinde diisiise yol
acabilir (Chen Kim Young Clark 2019). Ozellikle 2X$ 0,1K dozunda sadece kafein
uygulamasina kiyasla hem erkek hem de disi bireylerde agirlikta artis tespit edilmistir.
Belli bir seviyedeki seker maruziyetinin kafein kaynakli enerji eksikligini dengeleyici
etkisi olabilecegini diislindiirmektedir. Beckwith ve French (2019), glikoz ve benzeri
metabolitlerin sinir sistemi fonksiyonlarinda ve enerji dengesinde dnemli rol oynadiginm
ve sekerin davranigsal yanitlar1 diizenleyebilecegini yayinlamistir. Disi bireylerin erkek
bireylere kiyasla daha yiiksek viicut agirligina sahip olmasi, cinsiyete 6zgii metabolik
adaptasyon, gelisimsel regiilasyon, hormon sinyallemesi ve besin metabolizmasi gibi
biyolojik mekanizmalara baglanmaktadir (Videlier vd. 2021; McDonald vd. 2021;
Shingleton ve Vea 2023). Chen ve arkadaslar1 (2019), Drosophila'da epigallokatesin
gallat (EGCG) gibi biyolojik aktif bilesiklerin erkek ve disilerde viicut yapisini farkl
bicimlerde etkiledigini ve bu farkliligin esey bagimli metabolik mekanizmalardan
kaynaklandigint ileri slirmiistiir. Ayrica Seidel vd. (2020), Drosophila’da mineral
dengesinin dahi cinsiyete 6zgii mekanizmalardan kaynakl viicut agirh@ini degistirdigini
belirtmektedir. Ergin agirlik 5. nesil verileri sonucunda her iki cinsiyet i¢in de kontrole
kiyasla yaklagik 2 kat artis gozlemlenmistir. En dikkat ¢ekici artis 0,1K
konsantrasyonunda meydana gelmistir. Bu dozda erkek ve disi bireyler arasindaki agirlik
farki en aza inmistir. Diisiik doz kafein uygulamasinin hormetik etki gostererek
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metabolizmay1 uyarabilecegini ve bu sayede viicut agirliginda artis saglayabilecegini
diistindiirmektedir (Lewandowska-Wosik ve Chudzinska 2024; Philyaw vd. 2022). 1 ve
3. nesil verilerinde genel olarak uygulanan konsantrasyonlarda erkek ve disi bireylerde
agirhikta azalma goriilirken 5. nesilde bu durumun tersine donmesi; metabolik
adaptasyon, fizyolojik dengeleme ile agiklanabilir (Bell ve Hellmann 2019; Serra vd.
2024). Ayrica diisik dozda uygulanan g¢evresel stres faktorlerinin sonraki nesillerde
adaptif bir fizyolojiye neden oldugu da Drosophila’da gosterilmistir (Zhang vd. 2021,
Cutler ve Guedes 2017).

Bu ¢aligmada elde edilen 1. nesil omiir uzunlugu bulgular1 1. nesilde kontrol
grubundaki bireyler en fazla 50 giin yasarken, 0,1K kafein verilen gruptaki bireylerin 70
giine kadar yasadig1 tespit edilmistir. Ilave olarak diisiik doz kafein uygulamasini (0,1K)
yasam siiresini istatistiksel olarak anlamli sekilde uzattigini1 buna karsin yiiksek doz
kafein uygulamasinin (0,5K-1K-2K) 0miir uzunlugunu azalttigi gbézlemlenmistir. D.
melanogaster bireylerinde bu tip ¢ift yonli doz-yanit etkisi "hormetik etki" olarak
adlandirilan biyolojik olgu ile uyumludur. Bu olgu diisiik doz stresorlerin hiicresel
savunma mekanizmalarint aktive ederek organizma iizerinde olumlu etkiler
olusturabilecegini yiiksek dozda ise toksisiteye yol agabilecegini one siirer (Kahraman ve
Bilecenoglu 2023; Machado vd. 2021). Kafeinin diisiik dozda uygulandiginda omiir
uzatic1 etkisi mitokondriyal fonksiyonun desteklenmesi, ROS iiretim dengesinin
diizenlenmesi ve antioksidan enzimlerin aktivasyonuyla iliskilendirilmektedir (Berry III
2020; Gospodaryov vd. 2020). Yiiksek doz kafein oksidatif stres seviyesini artirarak
DNA hasarina, apoptoza ve yaslanmaya neden olabilir (Tagorti vd. 2024). Bu
degerlendirmeler daha once yapilan ¢aligmalarla da desteklenmektedir (Kobayashi vd.
2020; Machado ve Marinello 2021; Ozsz vd. 2022). Bununla birlikte yiiksek sekerli
diyetlerin ve yiiksek doz kafein kombinasyonlarinin D. melanogaster’de hem gelisimsel
hem de hiicresel bozulmalara yol ac¢tig1 daha once yapilan yaymlar ile bildirilmistir
(Catalani vd. 2021; Cervantes ve Lopez-Martinez 2022). Ayrica bu ¢alismada yiiksek
kafein uygulamarina kiyasla 2 kat seker igeren diisiik kafein dozunun (2X$ 0,1K) da
yasam sliresini uzattig1 goriilmiistiir. 3. nesil deneyelerde de benzer bir durumun siirdigii
dikkat cekmektedir. Ozellikle 2XS 0,5K dozunun bireylerde 70 giine ulasan maksimum
yasam siiresiyle one ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar dahilinde sekerin sinirl diizeyde
enerji kaynagi olarak kullanilmasi1 durumunda metabolik aktivitenin destekleyebilecegine
isaret etmektedir. Ancak seker diizeyi ve kafein miktar1 birlikte arttiginda bu pozitif etki
kaybolmus ve yasam siiresinda azalma gozlemlenmistir. Bu durum yiiksek seker
tiketiminin glikasyon, insiilin sinyal bozuklugu ve mitokondriyal stres gibi
mekanizmalarla yaslanmay1 hizlandirabilecegini diisiindiirmektedir (Costantini 2014;
Machado vd. 2021). Ugiincii nesil deneylerinde de benzer bir durumun siirdiigii dikkat
cekmektedir. Ozellikle 2X$ 0,5K dozunun bireylerde 70 giine ulasan maksimum yasam
stiresiyle one ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar, diisiik diizeyli stres faktorlerinin faydal
etkilerini tanimlayan hormesis kavramini destekler niteliktedir. Nitekim diisiik
miktarlarda verilen kafein gibi ajanlarin hiicresel savunma sistemlerini uyararak
organizmaya avantaj saglayabilecegi diistiniilmektedir. Ancak dozun artmasiyla birlikte
bu sistemler asir1 yiik altina girerek koruyucu etki yerine zararli sonuglar ortaya
¢ikarabilmektedir (Kahraman ve Bilecenoglu, 2023; Khorshidi, 2022). Bu bulgular asir1
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stres faktoriiniin ve enerji dengesizliginin hiicresel diizeyde telafi edilemeyecek hasarlar
dogurabilecegini gostermektedir (Terreri 2020). Ek olarak ROS artis1 ve antioksidan
sistemin yetersiz kalmasi ile agiklanabilmektedir (Berry 111 2020). 5. nesil 6miir uzunlugu
sonuglarina gore D. melanogaster bireylerinde gézlemlenen yasam siiresindeki artis
disiik ve yiiksek seviyede kafein (0,1K ve 0,5K) ve 2 kat seker (2XS$ 0,1K, 2XS 0,5K)
kombinasyonlarimin organizma iizerinde olumlu fizyolojik etkiler olusturdugunu
gostermektedir. Ozellikle 0,1K ve 2XS 0,5K dozlarinda kontrol grubuna kiyasla yasam
stiresinin daha uzun oldugu tespit edilmesi, kafeinin doz-bagimli yeniden bifazik etkisini
isaret etmektedir (Machado ve Marinello 2021; Ozsz vd. 2022). Diisiik doz kafein
uygulamalar1 hiicresel stres yanitlarimi diizenleyen AMPK ve SIRT1 gibi metabolik
yolaklar {lizerinden yasam siiresini uzatabilir (Li vd. 2018). Aym sekilde sekerin orta
diizeyde verilmesi (2XS) ile kombine edilen kafein dozlarinin da bu pozitif etkiyi artirdig:
goriilmektedir. Bu bulgu besin bilesenlerinin etkilesimiyle yasam siiresinde sinerjik
degisikliklerin meydana gelebilecegini gostermektedir. Nitekim yapilan caligmalarda
sinirl1 kalori alimmin ve diisiik glikoz seviyelerinin mitokondriyal islevi artirarak
yaslanma karsit1 etkiler gosterdigi belirtilmistir (Fontana vd. 2018; Speakman ve Mitchell
2011).

D. melanogaster bireylerine yonelik gergeklestirilen iki yonlii besin analizi
sonucunda bireylerin 2 kat seker igeren beslenmeye maruz birakilmasina ragmen yiiksek
sekerli besin kaynaklarina yonelim gosterdikleri belirlenmistir. Bu durumun
Drosophila’nin tat ve koku reseptor sistemleri araciligiyla sekere kars gelistirdigi algisal
duyarliliktan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Glikoz algisinda goérevli olan Gr5a ve
Gr64a gibi tat alma reseptorlerinin aktive olmasiyla birlikte dopaminerjik ndronlarda
ddiillendirici sinyallerin olusturuldugu ve bu siirecin 6grenme ve besin tercihi tizerinde
belirleyici oldugu rapor edilmistir (Michels vd. 2020). Kafein gibi ac1 tada sahip
bilesiklerin ise Gr66a reseptorii araciligryla tanindig1 ve kaginma davranigini tetikledigi
bilinmektedir (Nesil vd. 2015; Kim vd. 2016; Sanchez-Alcaniz vd. 2018). Tat ve koku
reseptOrleri, ndron degildir ancak duyusal ndronlar iizerinde yer alan membran
proteinleridir (Dalesio vd. 2018; Marzvanyan ve Alhawaj 2019). Bu reseptorler gevredeki
kimyasal maddeleri algilar ve bunu noronal aksiyon potansiyellerine doniistiiriir. Eger
duyu noronlar1 dejenerasyona ugrarsa (6rnegin oksidatif stres, yaslanma, norotoksisite
nedeniyle), sinaptik iletim bozulursa (6rnegin dopamin/glutamat iletiminde bozulma),
iyon kanallar1 veya G-protein yolaklari iglev kaybederse reseptorler sinyal algilayabilse
bile bu bilgi beyindeki hedef bolgelerine (6rn. antennal lobe, subesophageal zone)
aktarilamaz. Bu da algi bozukluklari, karar verme hatalar1 ve besin tercihinde
degisikliklerle sonuglanmaktadir (Hussain vd. 2018; Golovin vd. 2019; Miroschnikow
vd. 2020) Bu hasarin fizyolojik gostergeleri olarak besin tercihlerinde anormallik
goriinmektedir. Drosophila artik tatli, tuzlu ya da ac1 gibi dogal olarak kagindigi ya da
tercith ettigi tatlara uygun yanit veremez kacinma davranisi disinda tepkiler
verebilmektedir (Musso vd. 2019). Tat/koku ayirt etmede azalma gézlemlenebilir aversif
(kaginilmas1 gereken) ve appetitif (¢ekici) uyaranlar1 ayirt etme kapasitesi
azalabilmektedir. Olfaktor/tat kaynakli davranis azalmasi goriiliir. Yiiksek sekerli bir
besine yonelme azalabilir ya da kacinilmasi gereken kafeinli besine yonelim artabilir.
Ogrenme Ve hafiza bozukluklari olarak kendini gosterebilmektedir. Mushroom body gibi
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ogrenmeyle iligkili merkezler reseptor girdisi alamazsa besin-0diil iliskisi
kurulamamaktadir (Huetteroth vd. 2015; Masek ve Keene 2016; Larnerd vd. 2024).
Yapilan deney sonucunda bireylerin kafeinli besinlerden tercihen uzak durduklari ve
yalnizca beslenme secenekleri arasinda ikisinin de kafein oldugu ortam sunuldugunda
diisiik doz kafein igeren segenekleri tercih ettikleri gdzlemlenmistir. Bu durum diistik
dozlarda odiillendirici etkiler olusturulabildigini ancak yiiksek dozlarin caydirici yanitlar
dogurdugunu gosteren doz-bagimli bifazik etki mekanizmasini desteklemektedir
(Larnerd vd. 2024). Ek olarak Drosophila erginlerinde yapilan deneylerde kafein gibi
kacinilmasi gereken uyaranlara karsi yonelimi noroplastisite ve 6grenme siireclerinin
bozuldugunu isaret olabilece§i ve bu yonelimin ndrolojik temellerinin oldugu
diistiniilmektedir (Beckwith ve French 2019; Weber vd. 2023).

Ayrica bireylerin sekere karst yogun tercih gostermeleri bu bilesigin 6diil
sistemleri iizerindeki etkisinin yalnizca metabolik degil ayni zamanda davranigsal
diizeyde de bagimliliga benzer bir siireci tetikledigini diistindiirmektedir. Sekerli
besinlerin 6grenme ve bellek merkezlerinde olusturdugu olumlu pekistirme bu tercihlerin
stirekliligini saglayan bir faktor olarak degerlendirilmektedir (Zhang 2024; Stewart
2005). Bununla birlikte bireylerin hem yiiksek hem diisilk doz kafein igeren besinler
arasinda se¢cim yapmak durumunda kaldiklarinda diisiik doz kafeine ydnelmelerin
norotoksik etkilerin minimize edilmesine yonelik gelismis bir davranigsal adaptasyon
olarak yorumlanabilir. Bu yonelim bireylerin enerji ihtiyaglarini karsilamalarina olanak
tamimaktadir (Miiller 2020; Mustard vd. 2019). Ayrica seker tiiketimiyle olusan metabolik
durum hem reseptér diizeyinde duyarlilik degisimi (desensitizasyon) hem de ndronal
plastisite ile besin se¢cim davranisini sekillendirir. Bu baglamda yiiksek seker alimi
dopamin sinyallemesinde degisiklik yaratabilir ve seker bagimliligina benzer bir fenotipe
neden olabilir (Musso vd. 2019; May vd. 2020).
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6. SONUCLAR

Bu calismada D. melanogaster beyin hiicreleri kullanilarak yiiksek ve normal
dozlarda uygulanan seker (91,41 mg/mL ve 182,81 mg/mL) ile kafein (0,1 mg/mL ve 0,5
mg/mL) kombinasyonlarin ndronal hiicreler iizerindeki genotoksik, ndrotoksik ve
oksidatif etkileri ¢ok yoOnlii biyokimyasal, hiicresel ve davranigsal analizlerle
degerlendirilmistir. Komet testi bulgulari, 6zellikle normal sekerle birlikte uygulanan 0,5
mg/mL kafein dozunun DNA hasarini artirdigini géstermis; kuyruk uzunlugu, kuyruk
DNA yogunlugu ve kuyruk momenti gibi parametrelerde istatistiksel dnemde artiglara
yol agmistir. Bu durum kafeinin yiiksek dozlarda potansiyel genotoksik etkiler
olusturabilecegine isaret etmektedir. Literatiirde diisiik doz kafeinin antioksidan
savunmay1 destekledigi bildirilmesine kargin (Ikram vd. 2020) ¢aligmamizdaki sonuglar
doz bagimli bir toksisiteye dikkat ¢ekmektedir.

Akridin oranj/etidyum bromid boyama sonuglarinda, 6zellikle yiiksek seker ve
yiiksek kafein kombinasyonlarinda canli hiicre oranlarinin azaldigi yani norotoksik
etkilerin belirginlestigi gdzlemlenmistir. Ilging sekilde diisiik doz kafein iceren bazi
gruplarda canlilik diizeylerinde gorece koruyucu bir etki ortaya ¢ikmistir. Bu bulgu
kafeinin diisiik dozda antioksidan yiiksek dozda prooksidan olabilecegi yoniindeki
hipotezlerini desteklemektedir (Joshi vd. 2011).

TAS, TOS ve OSI analizleri, oksidatif dengeyi degerlendirmek agisindan énemli
bulgular sunmustur. TOS degerleri dozlar arasinda anlamli farklilik gostermemis olsa da
TAS diizeyleri 6zellikle normal seker + 0,5 mg/mL kafein grubunda anlamli artis
gostermistir. Bu durum oksidatif yiik altinda hiicresel savunma mekanizmalarinin
devreye girdigini gosterebilir. Ancak OSI degerlerindeki degisikliklerin istatistiksel
olarak anlamli1 olmamas sistemin halen dengeleyici (uyarlayici) kapasitesini korudugunu
diistindiirmektedir.

Son olarak lipid peroksidasyonu (MDA diizeyi) dl¢iimlerinde dozlar arasinda
anlamli bir fark saptanmamustir. Bu bulgu Drosophila beyin hiicrelerinde giiglii
antioksidan savunma sistemlerinin (SOD, CAT, Prx, GSH) aktif olabilecegini ve lipid
peroksidatif hasarin MDA diizeyine Olgiilebilir sekilde yansimamis olabilecegini
diistindiirmektedir (Radyuk vd. 2010). Elde edilen bulgular seker ve kafein birlikteliginin
sinir sistemi lizerinde doz bagimli, ¢ok yonlii ve hiicresel seviyede karmasik etkiler
olusturdugunu ortaya koymustur. Ozellikle DNA hasari, hiicre canlilig1 ve oksidatif
denge parametreleri dikkate alindiginda diisiik dozlarda potansiyel koruyucu, yiiksek
dozlarda ise belirgin toksik etkiler gozlemlenmistir. Bu durum s6z konusu maddelerin ¢ift
yonlii biyolojik aktivite gosterebildigini ve bu etkinin hiicresel baglama, konsantrasyona
ve uygulama siiresine bagl olarak degiskenlik gosterebilecegini diislindiirmektedir.

Calismada kullanilan dozlar, insan beslenmesindeki potansiyel tiiketim
diizeylerini modelleyebilecek sekilde sec¢ilmis olsa da bu dozlarin biyoyararlanim,
metabolik doniisiim ve organlara dagilim gibi fizyolojik faktorlerle iliskilendirilmesi
onem arz etmektedir. Bu nedenle gelecekteki ¢alismalarin yalnizca doz araligi degil, ayni
zamanda maruziyet siiresi (akut/kronik), uygulama yolu (oral vs. sistemik), metabolit
analizi ve biyotransformasyon profilleri agisindan da genisletilmesi gerekmektedir.
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Ayrica genotoksisite ve norotoksisite analizlerinin daha derinlemesine
yapilabilmesi i¢in mitokondriyal membran potansiyeli, Kaspaz aktivitesi, Annexin V-
FITC/PI apoptoz analizleri, oksidatif DNA onarim enzimleri (OGG1, PARP1 gibi) ve
hiicresel stres sinyal yollar1 (6rnegin Nrf2/Keapl, p53, MAPK) gibi molekiiler
belirteclerin de dahil edilmesi 6nerilmektedir. Bunlara ek olarak inflamatuvar sitokinler
(TNF-a, IL-6), gliyal hiicre aktivasyonu ve nérotransmitter dengesi (6rnegin dopamin,
glutamat) gibi parametrelerle yapilan analizler hem hiicresel hasarin hem de islevsel
sonuglarinin daha i1yi anlasilmasini saglayabilir. Model organizma olarak kullanilan D.
melanogaster genetik homojenligi, kisa yasam dongiisii ve sinir sistemi benzerligi
sayesinde bu tip ¢alismalar i¢in olduk¢a uygundur ancak elde edilen sonuglarin memeli
modeller ve nihayetinde insan hiicre kiiltiir sistemleriyle dogrulanmasi, klinik uygulama
potansiyelini artiracaktir.

Tez kapsaminda D. melanogaster bireylerine uygulanan farkli kafein ve seker
kombinasyonlarinin  davranigsal parametreler iizerindeki etkileri nesiller arasi
karsilastirmali olarak incelenmistir. Larval siiriinme, negatif jeotaksis, pupa pozisyonu,
omiir uzunlugu, larval ve ergin agirlik gibi ¢ok boyutlu davranis deney sonuglari ile hem
doz hem de nesiller diizeyinde belirgin degisiklikler gdstermistir. Bulgular 6zellikle
diisiikk doz kafein ve orta diizey seker uygulamalarinin bazi davranissal performanslari
tyilestirici etkiler gdsterebildigini buna karsilik yliksek doz kombinasyonlarinin motor
koordinasyon, gelisimsel basar1 ve yasam siiresi gibi parametrelerde baskilayici etki
yarattigint ortaya koymustur. Nesiller ilerledikge bazi dozlarin etkisinin arttigi veya
birikimli stres yanitlart nedeniyle fenotipik degisimlerin etkisinin arttig1 gozlemlenmistir.
Bu veriler, hem doz hem de kusak faktoriiniin organizma iizerindeki davranigsal yanitlar
bicimlendirmede kritik rol oynadigini ve model organizmalarda cevresel stres
etkenlerinin uzun vadeli etkilerinin anlagilmasina katki sunmaktadir.

Iki yonlii besin analizi deney sonucunda D. melanogaster bireylerinin yiiksek
sekerli ortamlara yonelim gdstermesi, bu tiir besinlere kars1 gelisen tercihlerin yalnizca
enerji ihtiyacina dayali degil ayn1 zamanda tat reseptorleri lizerinden sekillenen bir 6diil
sistemi ile baglantili olabilecegini diisiindliirmektedir (May vd. 2019; Dus vd. 2013).
Onceden sekerle beslenmis olmalaria ragmen yiiksek seker tercihlerinin devam etmesi,
bu yo6nelimin potansiyel bir bagimlilik davranisi ile iliskili olabilecegini ortaya
koymaktadir (Musso vd. 2019). Kafeinli ortamlarda diisiik dozun tercih edilmesi ise
yliksek dozun itici etkilerinin daha belirgin olmasiyla agiklanabilir. Bu duyusal sistemin
kafeine kars1t doz-bagimli duyarlilik gelistirebilecegini diisiindiirmektedir. Elde edilen
bulgular sekerli besinlere karst gelisen yonelimin homeostatik degil olasi bir 6diil ve
bagimlilik temelli norobiyolojik mekanizma ile sekillenmis olabilecegine isaret
etmektedir (Moon vd. 2006; Passeri vd. 2023).

Sonug olarak bu calisma seker ve kafein birlikteliginin sinir sistemi lizerindeki
etkilerini ilk defa ¢ok parametreli biyobelirte¢ diizeyinde ortaya koymakla birlikte bu
bulgularin daha genis popiilasyonlarda, farkli gelisim donemlerinde ve ¢esitli metabolik
kosullarda tekrar edilmesi bilimsel gecerlilik agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu
kapsamda beslenme kaynakli ndrojenotoksik risklerin daha hassas bir sekilde
tanimlanmasi i¢in ¢ok merkezli disiplinler arasi yaklagimlara ihtiyag vardir.
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