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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Fisetin’in Drosophila Melanogaster’de Yaslanmayla iliskili Bazi Genlerin
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Yaglanma canlilar i¢in dogal ve fizyolojik bir olaydir. Hiicresel yaslanma olan
senesens metabolik olarak hiicre aktivitesinin devam ettigi ancak hiicrelerin boliinmedigi
bir siireci olusturmaktadir. Metabolik aktiflikleri devam eden senesent hiicreler
senesensle iligkili salgi fenotipleri (SASP) salgilar. Bu salgi bilesenleri organizmalarin
kronik hastaliklar basta olmak {izere ¢esitli hastaliklara yakalanma riskinin artmasina
neden olur. Senolitikler senesense ugramis olan hiicreleri gesitli 6zelliklerine gore hedef
alarak onlar1 spesifik bir sekilde ortadan kaldiran bilesiklerdir. Bu tez calismasi
kapsaminda Bcl-2 ailesi hedefli bir senolitik madde olan fisetin ile ¢alisilmistir. Fisetin,
molekiiler biyolojide model organizmalardan biri olan Drosophila melanogater olarak
bilinen meyve sinegine uygulanmistir. Uygulama 2 farkli dozda (0,002 M ve 0,005M) ve
4 farkli giin grubunda (7, 14,21 ve 28 giin) yapilmistir. Farkli siirelerde ve fisetin
dozlarinda yaslanmayla iliskilendirilen memeli sirtiiin 1 homologu dsir2, dFOXO ve
dRPD3 genlerinin ifadeleri RT-qPCR yontemiyle analiz edilmistir. Elde edilen tiim
verilerin istatistiksel analizi SPSS yazilimi 20.0 (IBM, Armonk, NY, ABD) kullanilarak
%395 giiven araliginda Duncan testi (p < 0,05) ile analiz edilmistir. Gen ifadeleri incelenen
genlerin ayrica Cytoscape yazilimi kullanilarak protein protein etkilesimleri ve TBtools
programu ile farkli dokularda dijital ifade profilleri ¢ikarilmistir. Yapilan ifade analizleri
sonucunda dsir2 geni ifadesi en yiiksek 7. Giinde 0,005M fisetin uygulamasi yapilan
grupta, 14. giinde 0,002 M fisetin uygulamasi yapilan grupta, 21. giinde 0,005M fisetin
uygulamasi yapilan grupta ve 28. giinde fisetin uygulanmamis kontrol grubunda oldugu
goriilmistiir. dFOXO geni i¢in en yiiksek gen ifadesinin 7. giinde 0,002 M fisetin
uygulamasi yapilan grupta, 14. giinde fisetin uygulanmamis kontrol grubunda, 21. giinde
0,005M fisetin uygulamas1 yapilan grupta ve 28. giinde fisetin uygulanmamis kontrol
grubunda oldugu ve dRPD3 geni i¢in en yiiksek gen ifadesinin 7. Giinde 0,005M fisetin
uygulamasi yapilan grupta, 14. giinde 0,002 M fisetin uygulamasi yapilan grupta, 21.
giinde 0,005M fisetin uygulamas1 yapilan grupta ve 28. giinde fisetin uygulanmamis
kontrol grubunda oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Fisetin, senesens, senolitik, gen ifadesi

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans/Doktora tezi Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 09-YL-23 proje numarasi ile
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Aging is a natural and physiological process for living organisms. Senescence,
which is cellular aging, constitutes a process in which metabolic cell activity continues
but the cells do not divide. Senescent cells that continue to be metabolically active secrete
senescence-associated secretory phenotypes (SASP). These secretion components cause
the organisms to increase the risk of contracting various diseases, especially chronic
diseases. Senolytics are compounds that specifically eliminate cells that have undergone
senescence by targeting them according to their various properties. In this thesis study,
fisetin, a senolytic compound targeting the Bcl-2 family, was investigated using the model
organism Drosophila melanogaster, commonly known as the fruit fly. Fisetin was applied
to Drosophila at two different concentrations (0,002 M and 0,005M) across four time
groups (7, 14, 21, and 28 days). The expressions of the mammalian sirtuin 1 homolog
dsir2, dFOXO and dRPD3 genes, which are associated with aging, were analyzed by RT-
gPCR method at different times and doses of fisetin. Statistical analysis of all data
obtained was analyzed with the Duncan test (p < 0.05) with a 95% confidence interval
using SPSS software 20.0 (IBM, Armonk, NY, USA). Protein protein interactions of the
genes whose gene expressions were examined were also obtained using the Cytoscape
software and digital expression profiles were obtained in different tissues with the
TBtools program. As a result of the expression analyses, it was observed that the
expression of the dsir2 gene was highest on the 7th day in the group treated with 0,005M
fisetin, on the 14th day in the group treated with 0,002 M fisetin, on the 21st day in the
group treated with 0,005M fisetin, and in the untreated control group on the 28th day. The
highest gene expression for the dFOXO gene was found in the group applied 0,002 M
fisetin on the 7th day, in the control group without fisetin application on the 14th day, in
the group applied 0,005M fisetin on the 21st day, and in the control group without fisetin
application on the 28th day and the highest gene expression for the dRPD3 gene was
observed in the group applied 0,005M fisetin on the 7th day, in the group applied 0,002
M fisetin on the 14th day, in the group applied 0,005M fisetin on the 21st day, and in the
control group without fisetin application on the 28th day.

Keywords: Fisetin, senescence, senolytic, gene expression

The present M.Sc./Ph.D. Thesis was supported by Burdur Mehmet Akif Ersoy

University Scientific Research Projects Coordinator under the Project number of 09-YL-
23.

vii



1. GIRIS

Yaglanma tiim organizmalar i¢in zaman igerisinde meydana gelen ve hastaliklara
yakalanma riskini arttiran biyolojik bir siiregtir. Yaslt niifusun hizla artmasi yaslanmayla
beraber goriilen kronik hastaliklarin goriilme sikliginin da paralel olarak artig
gostermesine sebep olmaktadir. Ulkeler i¢in bu durum ciddi bir ekonomik gii¢
gerektirmektedir. Hizla artan yash niifus ile, bireylerin bir veya birden fazla kronik
hastaliga sahip olmasinin yillar igerisinde bir sorun hale gelecegi diisliniilmektedir.
Diinya saglik orgiitii (WHO), 65 yasin iizerindeki bireylerin %90'imdan fazlasinda
kardiyovaskiiler hastalik, kanser, demans, diyabet, osteoartrit ve osteoporoz gibi en az bir
kronik hastalik bulunurken, %70'inden fazlasinda bu tiir en az iki hastaligin bulunmakta
oldugunu bildirmektedir. Bu sebeple yaslanma ve yaslanma biyolojisi kapsaminda
calismalar arttirllmali, bu alandaki ¢aligmalar detaylandirilmali ve ¢6ziim Onerileri
gelistirilmelidir. Bu kapsama bir ¢6ziim Onerisi olarak senolitikler, organizma ve
dokularda yaslanmaya ugramis hiicrelerin spesifik olarak secilerek ortadan kaldirilmasi
icin heniiz yeni bir aragtirma alanini olusturmaktadir (Zhang vd., 2021).

Organizmalarda hiicresel yaslanma senesens kavrami ile ifade edilir. Senesense
ugramis hiicreler ise senesent hiicrelerdir. Senesent hiicre birikimiyle hastaliklara
yakalanma riski artmaktadir. Senesent hiicre yiikiiniin birikmesi ise senolitikler ile
engellenebilir. Dasatinib ve quercetin gibi senolitik etkileri ilk kesfedilen senolitikler
basta olmak iizere bu alanda birgok calisma yapilmistir. Yapilan calismalar cesitli
senolitiklerin hem hiicre hatlar1 hem de hayvan deneylerinde senesent hiicreler iizerindeki
uygulamalar sonucunda dmiir uzunlugunu arttirici etkileri oldugunu gostermistir (Beck
vd., 2020; Regulski, 2017; Roger vd., 2021). Bu tez ¢alismasinda dogal bir senolitik olan
flavanoid bilesik fisetin ile caligilmistir.

Fisetin polifenoller smifinda dogal bir flavanoid bilesik ve senolitik ilactir.
Senolitik etkisi yaninda fisetinin antioksidan etkisi de yiiksektir. Ayrica fisetin hiicre ici
redoks dengesinin diizenlenmesinde de Onemlidir. Bu goérevde kilit molekiil olan
glutatyon  (GSH)  metabolizmasinda da  diizenleyicidir.  Fisetinin ~ GSH
metabolizmasindaki gérevi burada gorevli 2 ana transkripsiyon faktorii olan NRF-2 ve
ATF-4’iin up-regiilasyonunu saglayarak bazal seviyede ve oksidatif stres kosullar1 altinda
GSH seviyesinin korunmasini saglamaktir (Ehren ve Maher, 2013). Fisetin; cilek, elma,

hurma, sogan, kivi, seftali ve salatalik gibi bircok meyve ve sebzede dogal olarak



bulunmaktadir. Dogal olarak bulunmasi bu senolitik ilaci avantajli kilsa da 6rnegin ¢ilek
tilketilerek fisetinin senolitik etkisine ulagmak ic¢in kilolarca c¢ilek tiiketilmesi
gerekmektedir. Yapilan bir g¢alismada fisetinin gilinlilk olarak tiiketilen meyve ve
sebzelerle alinma miktar1 0.4 mg olarak hesaplanmistir (Kimiravd., 1998). Bundan dolay1
fisetinin besinlerle alindiginda senolitik etkisinden bahsetmek pek miimkiin degildir. Tiim
bunlar g6z dnilinde bulunduruldugunda fisetinin ila¢ olarak alinmasi alinacak uygun doz
acisindan daha dogru olacaktir. Calisma kapsaminda diistik (0,002 M) ve yiiksek (0.05
M) dozlarinda fisetin uygulamasi yapilmistir ve bu dozlar uygulama yapilmamais grup ile
(kontrol) kiyaslanmuistir.

Model organizmalar genomlari tamamen dizilenmis olan ve ¢ok gesitli ¢alisma
alanlarinda farkli amaglar dogrultusunda kullanilan organizmalardir. Yaslanma
caligmalarinda baslica kullanilan model organizmalara Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans ve fareler 6rnek olarak verilebilir. Bu canlilar arasinda D.
melanogaster diger model organizmalara gore gesitli avantajlara sahiptir. Meyve sinegi
olarak bilinen D. melanogaster genomunun tamamen dizilenmis olmasi1 ve nispeten diger
stk kullanilan model organizmalara gore daha kii¢iik bir genoma sahip olmasi,
genomunun genetik manipiilasyonlar i¢in uygunlugu, kolay bir sekilde yetistirilebilmesi,
besin gereksinimleri basit ve ekonomik oldugu icin ¢ok fazla sayida birey elde
edilebilmesi, eriskin doneme kisa zamanda erisilebilmesi ve en Onemlisi insanlarda
bulunan ¢ogu genin meyve sineklerinde homologlarinin bulunmasi bu canli grubunu
yaslanma ¢aligmalarinda avantajl hale getirmektedir (Hales vd., 2015; Piper vd., 2005).
Tiim bu avantajlar1 da goz 6niinde bulundurularak tez ¢alismasinda D. melanogaster ile
caligilmistir.

Yaslanma c¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan model organizmalar yaninda
siklikla caligilan gen gruplari da bulunmaktadir. Bu gen gruplarindan biri sirtiiinlerdir.
Sirtiiinler memelilerde SIRT1’den SIRT7’ye kadar olmak iizere 7 iiye olarak
bulunmaktadir. Gorevleri NAD® bagimli histon deasetilazlar (HDAC) olarak
deasetilasyon yapmaktir. Bu proteinler hiicre i¢i konum ve farkli deasetilasyon hedefleri
ile farkli fizyolojik siireglerde gorev almaktadir. Memeli SIRT2 homologu D.
melanogaster’da dsir2 olarak bulunmaktadir. dsir2 ekspresyonunun D. melanogaster 'da
Omiir uzunlugunu arttirdigina dair ¢alismalar bulunmaktadir (Bayram vd., 2013; Frankel
vd., 2011).

Bir baska histon deasetilaz grubu 6rnegi olarak RPD3 verilebilir. dsir2 gibi RPD3

de cesitli molekiillerin deasetilasyonunu saglayarak yolak ve reaksiyonlarda ekspresyon
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seviyelerinin diizenlenmesini saglar. RPD3’lin dahil oldugu sinif I HDAC'lerin ¢ogu,
transkripsiyonel baski ve epigenetik ¢cevre diizenlemesi i¢in ¢ok dnemli olan multiprotein
niikleer komplekslerinin alt birimlerini olugturur. Histon deasetilaz RPD3, en az iki farkli
komplekste islev gordiigii diisiiniilen hem kodlayan hem de kodlamayan bolgelerdeki
histonlar1 deasetile etmektedir (Alejandro-Osorio vd., 2009; Yang ve Seto, 2008).

Yaslanma mekanizmalarindaki onemli genlerden biri olarak bu tez projesi
kapsaminda FOXO geni de calisilmistir. FOXO genleri aslinda transkripsiyon
faktorleridir ve memelilerde 4 smifi (FOXO1, FOXO3, FOXO4/AFX ve FOXO6)
tanimlanmistir. Bu ailenin tiim tiyeleri DNA tamirinde, apoptoz, hiicre ¢ogalmasi, stres
direnci ve metabolizmanin diizenlenmesinde gorev alan hedef genlerin ifadesinde rol
oynamaktadir (Vuranok vd., 2022). FOXO transkripsiyon faktorleri ailesi, C. elegans'tan
insanlara kadar korunur (Du ve Zheng, 2021).

Litaratiirde fisetinin ¢esitli hiicre hatlar1 ve hayvanlar lizerindeki etkilerine dair
calismalar mevcuttur. Ancak yaslanma c¢aligmalarinda model organizmalardan biri olan
D. melanogaster’da fisetin uygulamasi yapilan bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ayrica
fisetin uygulamasinin sirtiiin genleri iizerine etkisi bazi canlilarda c¢alisilmakla birlikte,
RPD3 gibi farkli histon deasetilazlar ile etkilesimi gosterilmemistir. Senesent hiicrelerin
apoptoz ve otofaji gibi mekanizmalara direng gosterdigi bilinmektedir. Fisetinin,
hiicreleri yer aldig1 fenton reaksiyonu gibi reaksiyonlarla apoptoza yonlendirebildigi,
ayrica otofaji mekanizmalarini iyilestirdigi bazi ¢alismalarda gosterilmistir. Bu amag
kapsaminda da fisetin uygulamasinin otofaji mekanizmasinda gorevli, memelilerdeki
FOXO geni Drosophila homologu, dFOXO iizerindeki etkisi tipki fisetin uygulamasiyla
diger yaglama mekanizmalarinda goérevli genlerin RT-PCR yontemiyle incelenmesinde
oldugu gibi ¢alismanin 6zgiin kisimlarini olugturmaktadir (Alejandro-Osorio vd., 2009;
Bayram vd., 2013a; Khan vd., 2013; Spellberg ve li, 2015; Y. Wang vd., 2021a).

Senolitiklerin etkin mekanizmalarinin aydinlatilmasi, mekanizma ve yolaklardaki
molekiillerin gorevlerinin agiga ¢ikarilmasi farkli hastalik gruplari i¢in potansiyel tedavi
yontemlerini olusturabilecektir. Tez ¢aligmasi1 kapsaminda dogal bir flovanoid olan fisetin
senolitiginin kullanmasi da bilesigin hali hazirda bircok meyve sebzede bulunmasindan
dolay1 6nemlidir. Dasatinib gibi senolitik ilaglar yerine fisetin gibi besin destegi olarak
da kullanilabilecek senolitikler insan sagligina faydalar1 bakimindan ve muhtemel yan
etkileri olmamasi acisindan daha degerli olabilir. Fisetinin yaglanma mekanizmalarinda
rol oynayan genler iizerindeki etkisinin incelenmesiyle yiiksek oranda oliim

sebeplerinden olan yaslanmanin geciktirilmesi, yaslanmayla birlikte goriilen hastaliklarin
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semptom ve seyrinin hafifletilerek bireylerin yasam kalitelerinin arttirilmasi, iilkelerde
yasli niifusun ekonomik yiiklerinin azaltilmasi gibi potansiyel hedeflerin
gerceklestirilebilmesi ve yapilacak diger c¢alismalar i¢in de anahtar olabilmesi

amagclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Drosophila melanogaster Yasam Déngiisii ve Genel Ozellikleri

Okaryot bir organizma olan Drosophila melanogaster‘in yasam dongiisii 4
evreden olugmaktadir. Bu evreler sirasiyla yumurta, larva, pupa ve ergin evreleridir.
Yasam dongiisti Sekil 2.1°de gosterilmistir. D. melanogaster gelisim evresi temelde 2
donemde gerceklesir. Bu donemlerin ilki embriyonik dénemdir. Embriyonik dénemde
yumurtanin déllenmesi baglangigtir ve geng larvanin yumurtanin ¢ikmasiyla embriyonik
donem tamamlanir. Ikinci gelisim déneminde baslangi¢ gen¢ larvanin yumurtadan
c¢ikmasidir ve bu donem larvanin ergin doneme kadar olan tiim gelisim donemini

kapsamaktadir (Arbeitman vd., 2002; Bownes, 1975).
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Sekil 2.1. Drosophila melanogaster yasam dongiisii (Biorender programi

kullanilarak ¢izilmistir.)

D. melanogaster model organizmalardan biridir. Yaslanma ¢aligmalari basta olmak
tizere cesitli biyolojik ¢aligsmalarda siklikla bu organizma tercih edilmektedir. C. elegans
gibi diger model organizmalara gore ¢esitli avantajlara sahiptir. Meyve sinegi olarak
bilinen D. melanogaster;

e Genomunun tamamen dizilenmis olmasi,



e Nispeten diger sik kullanilan model organizmalara gore daha kiiciik bir genoma
sahip olmasi,

e Genomunun genetik manipiilasyonlar i¢in uygunlugu,

e Kolay bir sekilde yetistirilebilmesi,

e Besin gereksinimleri basit ve ekonomik oldugu i¢in ¢ok fazla sayida birey elde
edilebilmesi,

e Eriskin doneme kisa zamanda erisilebilmesi,

e En 6nemlisi insanlarda bulunan ¢ogu genin meyve sineklerinde homologlarinin
bulunmasi,

Ozellikleri ile yaslanma galigmalarinda avantaj saglayan bir canlidir (Hales vd.,
2015; Piper vd., 2005).

D. melanogaster ilk kez 1830 yilinda dipteriyolojinin (sinek bilimi) babas1 olarak
da bilinen Johann Wilhelm Meigen tarafindan tanimlansa da genetik ¢aligmalarda ilk
olarak 1910 yilinda Thomas Hunt Morgan tarafindan kullanilmistir. Thomas Hunt
Morgan el mercegi ile yaptig1 bir incelemede beyaz gozlii bir meyve sinegini farketmis
ve bu goz 6zelligini kromozomlarda belirli bir bolgeyle iliskilendiren ve boylece bu canli
grubunda kromozom haritalamasi yapacak ilk bilim insant olmustur (Benson, 2001).
Gelisim biyolojisi temelli olmak iizere birgok biyolojik ve molekiiler temelli ¢aligmada
kullanilan D. Melanogaster’in tiim genom dizilemesi 2001 yilinda tamamlanmistir ve bu
canli grubunda ortalama 14.000 gen varligi tespit edilmistir (Keller, 2007).

D. melanogaster diploid olarak 4 ¢ift kromozoma sahiptir. Kromozomlarindan 3
tanesi otozomal, 1 tanesi ise esey kromozomudur. Fiziksel olarak bu canli grubu kirmizi
renkte bir ¢ift goze, sari-kahverengi renk tonlarinda abdomene ve abdomende paralel
olarak dizilmis siyah cizgilere sahiptir. Genellikle fiziksel olarak erkek ve disi bireylerde
farkliliklar vardir. Erkek ve disi D. melanogaster ornekleri Sekil 2.2°de sirasiyla
gosterilmistir. Disi bireylerde abdomen erkek bireylere gore daha uzun ve sivri sekildedir
ve 7 segmente sahiptir. Erkek bireylerde ise abdomen daha kisa ve kiit sekilde olmakla
birlikte 5 segment bulunmaktadir. Disi bireyler yumurta depolama 6zelligine sahiptir ve
bu 6zellik disi bireylerin abdomenlerinin daha genis olmasina sebep olmustur. Ayrica D.
Melanogaster’in farkli soylarinda gézlemlenen abdomen arkasiin disilerde agik renkte

erkeklerde ise siyah renkte oldugudur.



Sekil 2.2. Sirasiyla lateral ve dorsal goriiniimleriyle erkek (iist) ve disi (alt)

Drosophila melanogaster 6rnekleri (Biorender programi kullanilarak ¢izilmistir.)

Gelisim periyodu incelendiginde ise D. Melanogaster’in optimum olarak 24°C’de
yaklasik 5-7 giinliik siirede eriskin evreye ulastigi gozlemlenmistir. Tez calismasinda da
24°C sicaklikta inkiibatorde D. Melanogaster kiiltiir edilmistir. Ayrica litaratiirde D.
Melanogaster’in farkli sicakliklarda da kiiltiir edildigi gorilmistiir. Sicaklik farkiyla
birlikte gelisimsel siirectede farkliliklar meydana gelmektedir. Ornegin 12°C sicaklikta
D. Melanogaster kiiltiiriiniin yaklasik 50 giinde 18°C’de ise 19 giinde tamamlandig1
bildirilmistir (Yesilada ve Gelegen, 2000).

2.2. Senesens

Yaslanma kavrami hem aging hem de senesens ile litaratiirde karsilik bulmaktadir.
Ancak bu iki terim arasinda 6nemli bir fark bulunmaktadir. Aging organizmalarda siireg
icerisinde ve organizma gelisimiyle meydana gelir. Senesens ise embriyogenezden
itibaren meydana gelen bir siiregtir. Senesens kavrami ilk olarak Leonard Hayflick
tarafindan kullamilmistir. Leonard Hayflick ve Paul Moorhead insan fibroblast
hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alisma ile hiicrelerin kiiltiirde sonsuza kadar boliinmedigini,
belirli bir sinira kadar boliinme yeteneklerinin devam ettigini ve sonrasinda hiicrelerin
boliinmemesine ragmen canliliklarint devam ettirdiklerini gdzlemlemislerdir. Bu
litaratiire ‘‘Hayflick Limiti’’ olarak kazandirilmistir. Yani hiicreler fizyolojik siireclerini
takiben belirli boliinme kapasitesine sahiptir ve bu ‘Hayflick Limiti’ olarak bilinmektedir.
Ortalama olarak 40-60 boliinme sayisi sonrasinda hiicreler Hayflick limitine ulasir ve
normal fizyolojik siirecindeki hiicreler senesense girer (Hayflick, 1965). Senesent
hiicrelerin ¢ogalma 06zelligi yoktur ancak bu hiicreler metabolik olarak aktif canli

hicrelerdir.



Hiicrelerin fizyolojik siireclerinin sonucu olan senesens, ¢esitli mekanizma ve
etkenlerle indiiklenebilir. Bunlara 6rnek olarak; iyonlastirict radyasyona maruz kalma,
kemoterapi ajanlar1 (6rnegin etoposid, doksorubisin), reaktif metabolitler (6rnegin ROS,
NOS), enflamatuar sitokinler (6rnegin IL-6, IL-1), hasar ve patojenle iliskili molekiiller
(6rnegin HMGBI, LPS, viral RNA), onkojen aktivasyonu ve telomer erozyonu verilebilir
(L. Zhang vd., 2021). Ayrica replikatif stres, genotoksik stres, oksidatif stres, onkojen
aktivasyonu ve enflamatuar faktorler de hiicrelerin senesense girmesinde etkili
olabilmektedir (Y. Wang vd., 2021a; L. Zhang vd., 2021). Senesens geg¢irmis olan
hiicreler senesent hiicreler olarak adlandirilir (Childs vd., 2017). Bu hiicreler normal
fizyolojik siirecte olan hiicrelere gore farklilik gostermektedir. Senesent hiicreler,
genislemis morfoloji, artmis P-galaktosidaz aktivitesi, bir dizi enflamatuar SASP'nin
(senesens iligkili sekretuvar fenotipi) salinmasi, epigenetik ve DNA hasari ile iligkili
degisikliklerin olusumu gibi farkli biyobelirteglerle karakterize edilen bir hiicre dongiisii
durmasi durumuna girer. SASP senesent hiicreler tarafindan salgilanan, pro-inflamatuar
sitokinler, kemokinler, biiyiime faktorleri, proteazlar ve farkli bioaktif molekiilleri igeren
bilesik grubudur. Bu bilesikler yaslanma siirecinde kilit rollere sahiptir. SASP
salgilanmasi senesent hiicre etrafindaki saglikli hiicre ve dokularin fonksiyonunda
bozukluklara sebep olabilir. Ayni zamanda SASP molekiilleri hiicreler arasindaki
sinyallesme ve iletisimi de bozabilir ve senesent hiicre yiikiinlin artmasit dokularda
enflamasyona sebep olabilir (Birch ve Gil, 2020).

Hiicreler igerisinde SASP bilesenlerinin énemli diizenleyicileri mitokondrilerdir.
Ancak bu diizenleme mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. 2023 yilinda yapilan
bir caligmada mitokondrilerin programli hiicre 6liimii olan apoptoz mekanizmasindaki ve
senesensteki rolleri arastirilmistir. Apoptoz sirasinda, mitokondri dis zar gegirgenligi
(MOMP) hiicre olimiine sebep olmaktadir. Yapilan ¢aligmada mitokondrilerin alt
kiimesinde meydana gelen MOMP'nin hiicresel yaslanmanin ayirt edici bir 6zelligi
oldugu ortaya konmustur. In vivo ortamda olarak yapilan MOMP inhibisyonu ile yash
farelerde iltihabi belirtecler azalmis ve buna bagli olarak yasam siiresinin iyilestigi rapor
edilmistir (Victorelli vd., 2023).

Senesent hiicreler i¢in belirli hiicresel markerler ve proteinler bulunmaktadir. Bu

marker ve proteinler Cizelge 2.1.’de gosterilmistir.



Cizelge 2.1. Senesent hiicrelerin marker/proteinleri ve bunlarin senesensteki rolii

Protein/Marker
IL-6 ve IL-1
TNF-o

HMGBI1

B-galaktosidaz

Hiicre morfolojisindeki
degisiklikler

p53, p16'NK4A siklinler ve sikline
bagimh kinazlar gibi tiimor
baskilayicilarin aktivasyonu

Heterokromatik olarak DNA
degisimi

Senesensteki Rolii

SASP Bilesenleri

B-galaktosidaz aktivitesi basta olmak {izere senesent
hiicrelerin metabolik aktiviteleri degisikliklere ugrar.

Istk mikroskobu altinda incelendiginde senesent
hiicrelerin morfolojik olarak daha genis oldugu
gozlemlenmistir.

DNA  hasar1 meydana  geldiginde  hiicresel
mekanizmalar devreye girerek bu hasar1 ortadan
kaldirmaya calisir. Ancak belirtilen protein ve marker
aktivasyonlariyla hasar kalic1 hale gelir.

Senesent hiicrelerin DNA’st DAPI gibi boyalarla
boyandiginda DNA’nin normal hiicrelere kiyasla daha
yogun oldugu gozlemlenir.

Hiicresel senesens her ne kadar hiicrelerin fizyolojik siire¢lerinin bir sonucu olsa da

bu stirecin saglikli hiicre ve doku mikro ¢gevresine olan etkisi bu hiicrelerden salgilanan

faktorler sebebiyle zararli olabilmektedir.

Ayrica yaglanma ve yaslanmadan dolay1

olusan kalp, bobrek, ndrodejeneratif hastaliklar gibi hastaliklara daha da yatkinlik durumu

bireyin yasam kalitesini disiirmektedir (Chaib vd., 2022). Yeni nesil ilaglar olan ve

spesifik olarak senesent hiicreleri hedefleyip bu hiicreleri ortadan kaldirabilen

senolitikler, dokularda senesent hiicrelerin birikimin 6nlenmesi ve birikmeye dayali

olusacak olan olumsuz durumlarin elimine edilebilmesi i¢in yeni bir yontem olarak

goriilmektedir. Ayrica senolitiklerin yaglanmayla iligkili genlerle olan etkilesimlerinin

detayl1 olarak incelenmesi ve ekspresyon profillerinin agiga cikarilmasi yapilacak yeni

caligmalara 151k tutabilmek i¢in de son derece 6nem tasimaktadir.



2.3. Senolitikler

Senesent hiicreleri ayirt edici 6zelliklerine gore spesifik olarak secerek bu hiicreleri
apoptoza yoOnlendiren, ortadan kaldiran yeni nesil ilaglar senolitiklerdir. Senolitikler
yaslanma ¢alismalar1 oncesi mylemo gibi cesitli kanser tiirlerinde de kullanilmistir.
Senolitiklerin senesent hiicreleri spesifik olarak nasil sectikleri her senolitik ¢esidi igin
belirlenmemistir. Senolitiklere 6rnek olarak dasatinib, quercetin, fisetin verilebilir (Di
Micco vd., 2021).

Senolitikler ile ilgili yapilan ilk ¢alismalar hiicrelerin anti-apoptotik yolaklarinin
biyoinformatik olarak analizleri ve hiicre kiiltiiriinde farkli tiirde yaslanmis hiicreler
tizerinde ilag kiitliphanelerinin taranmasi asamalarini igermektedir. Senesent hiicrelerin
apoptoza kars1 direngli olmalari anti-apoptotik yolaklarin hedeflenmesine sebep
olmustur. Hedefledikleri yolaklara ve etki mekanizmalarina gore senolitikler cesitli
siiflara ayrilmaktadirlar. Senolitik etkinligi ilk belirlenen ila¢ dasatinib (D)’dir.
Senolitik aktivitesinin kesfinden once klinikte gesitli 16semi (ileri kronik 16semi, akut
lenfoblastik 16semi, kronik miyeloid 16semi) tiirlerinin tedavisinde kullanilmistir ve hedef
molekiilii bir apoptoz diizenleyicisi olan BCL-2 proteinidir (Wang vd., 2021). Bir diger
tanimlanan senolitik dogal bir flavanoid bilesik olan quercetin (Q) BCL-2, PI3K / AKT
yolunu, insiilin / IGF-1, HIF-1* yolaklarin1 hedefleyen dogal olarak olusan bir flavonoid
bilesigidir. Ozellikle yaslanmis endotel hiicreleri iizerinde etkin oldugu gosterilmistir.
Dasatinib ve quercetin senolitiklerinin birlikte/kombine olarak kullanilmasinin hem
yaglanmis preadipositlerde hem de yaslanmis endotel hiicreleri iizerinde daha etkili
oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebinin ise birden fazla bilesik ve yolagin ayni anda

hedeflenmesi oldugu diisiiniilmektedir.

2.4. Fisetin

Fisetin, quercetin gibi polifenoller olarak bilinen dogal pigmentler ailesinden
flavanoid bilesiktir. Cesitli fisetin kaynaklar1 Sekil 2.3’de gosterilmistir. En ¢ok ¢ilekte
(160 ug/g) olmak iizere fisetin; elma, hurma, sogan, kivi, seftali ve salatalik gibi birgok

meyve ve sebzede bulunmaktadir (Khan vd., 2013; J. Wang ve Zhao, 2016).
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Cilek 160 ug/g
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‘ Hurma 10.5 ug/g

Sogan 4.8 ug/g

Sekil 2.3. Cesitli fisetin kaynaklar1 (Biorender programi kullanilarak ¢izilmistir.)

Senolitik etkisinin yaninda fisetin giiclii bir antioksidan ve proinflamatuar yanit i¢in
onemli bir bilesiktir (Khan vd., 2013). Ayrica fisetin hiicre i¢i redoks dengesinin
diizenlenmesinde kilit molekiil olan glutatyon (GSH) metabolizmasinda da gorevlidir.
Burada fisetinin gérevi GSH metabolizmasindaki 2 ana transkripsiyon faktorii olan NRF-
2 ve ATF-4’iin up-regiilasyonunu saglayarak bazal seviyede ve oksidatif stres kosullari
altinda GSH seviyesinin korunmasini saglamaktir (Ehren ve Maher, 2013).

Senolitikler ve senolitik ¢alismalariyla ilgili genel bir sorun bu bilesikler i¢in
belirlenmis spesifik mekanizmalarin olmamasidir. Ancak fisetin ve quercetin i¢in 2021
yilinda yapilan bir caligmada spesifik se¢ici bir mekanizma Onerilmistir. Yapilan
calismada esas alinan senesent hiicreler ve normal hiicreler arasindaki demir ve bakir
iyonlar1 birikim miktarlarmin farkliligi ve buna bagli olarak olusan reaktif oksijen
tiirlerine bagli olarak hiicrenin apoptoz egilimidir. Senesent hiicrelerde normal hiicrelere
oranla daha fazla Fe ve Cu iyon birikimi meydana gelmektedir. Bunun sebebi ise hiicreye
bakir ve demir alimindan sorumlu olan Atp7a gibi yapilarin yaslanmayla birlikte
fonksiyon bozukluguna ugramasidir. Senesent hiicrelerde senolitik ajanlardan fisetin ve
quercetin uygulamastyla hiicre icerisinde biriken bakir ve demir fenton ve fenton benzeri
reaksiyonlarla indirgenme-yiikseltgenme (redoks) tepkimelerine maruz kalir ve bu
tepkimeler neticesinde cok sayida reaktif oksijen tiirleri meydana gelir. Fisetin ve
quercetin tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirleri H20, ve OH" ‘dir. Ozellikle
hidroksil (OH") radikalinin hiicre igerisinde asirt miktarda birikmesi bu radikalin baslica
DNA olmak iizere makromolekiillere atak yapmasina ve bdylece hiicrenin apoptoza

gitmesine sebep olmaktadir. Normal hiicrede bakir ve demir iyon birikimi hiicrenin kendi
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gelistirdigi mekanizmalarla tolere edilebilecek bir seviyede oldugundan normal hiicre
fizyolojik siirecine devam edebilmektedir (Lall vd., 2016; Y. Wang vd., 2021b).

Fisetin belirtildigi tlizere flavonoid bir bilesiktir. Flavonoidlerin biyosentezi
fenilalanin amino asitinin 4-kumaril-COa'ya dontistiirildiigii reaksiyon ile baslamaktadir
(Falcone Ferreyra vd., 2012). 4-kumaril-COa, flavonoid biyosentez yoluna giren
bilesiktir. Yolaktaki ilk enzimi kalkon sentazdir ve 4-kumaroil-COa'dan kalkon tiretimini
kataliz eder. Kalkonoidler olarak adlandirilan bu kalkon omurgasi flavonoidlerin ana
hattin1 olusturur ve bu omurgaya eklenecek cesitli kimyasal yapilar sonucunda
flavonoidler flavonlar, flavonoller, flavononlar gibi alt tiirlere ayrilirlar. Flavonoller 15
karbonlu bir iskelet yapisina bu yapida 2 fenil grubuna sahip bilesiklerdir. Flavonoller
ayn1 zamanda 3-hidroksiflavon bilesikleri olarak da bilinmektedir. Bunun sebebi karbon
iskeletinde tigiincii karbonda hidroksil (-OH) grubu ve dordiincii karbonda keton grubu
bulunmasi kaynaklidir. Fisetin flavonoller sinifinda yer almaktadir ve kimyasal yapisi
Sekil 2.4°de gosterilmistir. Ayrica fisetin hidrofobik bir yapiya sahiptir, bu sayede
hiicreye niifuz eder ve antioksidan etki mekanizmasini hiicrede birikerek gosterir. Fisetin
antioksidan ve senolitik etkisine ilaveten antienflamatuar ve anti kanserojen etkilere de
sahiptir (Khan vd., 2013).

OH

OH

OH
O

Sekil 2.4. Fisetinin kimyasal yapisi1 (S. Zhang vd., 2020)

Fisetinin senolitik etkisi yapilan farkli caligmalarda incelenmistir. Bu ¢alismalarda
farkl1 organizmalar ve deney modelleri kullamlmistir. Insan gébek damari endotel hiicre
hattinda (HUVEC) yapilan bir ¢calismada fisetinin senolitik etkisi gosterilmistir. Aym
calismada incelenen IMR-90 insan fibroblast hiicre hattinda ise fisetin senolitik olarak

etki gostermemistir. (Zhu vd., 2017). Organizma olarak C57BL/6 farelerinin kullanildig
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baska bir ¢alismada ise fisetinin de bulundugu 10 flavonoid taranmis ve bu flavonoidlerin
senolitik etkisi incelenmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda en gii¢lii senolitik bilesigin fisetin oldugu sonucuna
ulasilmigtir. Fisetinin devamli olmayan araliklarla uygulamasinin hem yaslh farelerde hem
de progeroid olan (erken yaslanma hastaligl) farelerde ¢oklu dokularda yaslanma
belirteglerini azalttigi goriilmistiir (Yousefzadeh vd., 2018).

Litaratiirde fisetinin senolitik ilag olarak D. melanogaster’de uygulamasi
bulunmamaktadir. Ancak fisetine benzer yapida flavonoid bilesik ve senolitik olan
quercetin D. melanogaster’da ¢alisilmistir. 2022 yilinda yapilan bu ¢alismada quercetinin
mavi 151k maruziyetine birakilmis D. melanogaster organizmasinda 6miir uzunlugu
calismasi yapilmistir. Calismada besiyerine farkli konsantrasyonlarda (0.05, 0.01, 0,002
M) quercetin eklenmis ve bu konsantrasyonlarda kiiltlire edilen sinekler mavi 1518a da
maruz birakilmistir. Yapilan analizler ve toksisite ¢alismasi sonucunda elde edilen sonug

mavi 151k altinda kiiltiire eklenen quercetinin 6miir uzunlugunu uzattig1 yoniinde olmustur

(D. Zhang vd., 2023).

2.5. Tez Cahsmasinda ifadesi incelenen Genler

Organizmalarin gelisim donemlerinin farkli evrelerinde gen seviyelerinde de
farkliliklar ~ goriilebilmektedir.  Yaslanmayla  iligkilendirilmis  genlerin  etki
mekanizmalarina gore ifadeleri artip azalabilir. Tez ¢aligmasinda yaslanmayla
iliskilendirilen ve D. melanogaster’de bulunan dsir2, dFOXO ve dRPD3 genlerinin

ifadeleri, farkli zaman araliklarinda incelenmistir.

2.5.1. dsir2

Sirtiiinler ilk olarak bir maya olan Saccharomyces cerevisiae’de Klar ve
arkadaslar tarafindan 1970’lerde kesfedilmistir. Klar ve arkadaslar kesfettikleri genleri
Marl olarak tanimlamiglardir (Klar vd., 1979). Bu gen grubuna sirtiiin ismi ise 1999
yilinda Roy Frye tarafindan verilmistir (Bayram vd., 2013). Sirtiiin ismi mayada
kesfedilen Sir2 geninden tiiretilmistir. SIR olarak kisaltilan sirtiiinlerde SIR ‘sessiz bilgi
diizenleyecileri’ anlamina gelmektedir (Dang, 2014). Sirtiiinlerin kesfedilmesinden
itibaren onemli tarihsel siiregleri Sekil 2.5°de gosterilmistir. Memelilerde 7 sirtiiin geni
varyantt olmak tizere sirtiiinlerin sinekler, solucanlar, bakteriler ve bitkilerde varliklar
belirlenmistir. Memeli sirtiiinlerinin hiicre igerisindeki lokalizasyonlart Sekil 2.6’de

gosterilmistir. Memelilerden farkli olarak D. melanogaster’de 5 sirtiiin varyanti
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bulunmaktadir. Bunlar arasinda dsir2 maya Sir2’nin ve memeli Sirtl’in homologudur.
Yetiskin sinekte dsir2 proteini ¢ekirdekte bulunur. Embriyonal donemde, hem ¢ekirdekte
hem de sitoplazmada tespit edilmistir. Sinsityal blastoderm asamasinda ise, dsir2 sadece
sitoplazmada bulunmaktadir. Hiicresellesme basladiginda ise yeniden hem c¢ekirdekte
hem de sitoplazmada ifade olmaktadir (Blander ve Guarente, 2004; Dang, 2014).
Sirtliinler nikotin adenin dintikleotidine (NAD') bagimli smif III histon
deasetilazlardir.  Histonlarin  asetillenmesi  genelde gen ifadesini arttiran
modifikasyonlardandir. Deasetillenme ise histonlarin daha siki sarilmasina ve bdylece

gen ifadesinde azalmaya sebep olmaktadir.

Sir2 geninin mayada émir

Leonard P. Guaranteed uzunluguna etkisi aragtinlmigtir 5miir
tarafindan sirtiinler ve uzun uzunlugunu arttirdig1 gériilmustir.
Smiirliiliik tizerine Solucanlarda benzer bir calismayla
caligmalar yapilmistir. genin 6mir uzunluguna etkisi

dogrulanmistir.

1970 1991 1999-2001 2003 2004

David Sinclair tarafindan
resveratrol’lin sirtinlerin

Sirtiinlerin Kegfi aktivitesini arttirdigi ve

* Sir2 geni Saccharomyces resveratrol gibi flavonoid Sirtiin2’in (SIRT1) FOXO
cerevisiae’de Klar ve arkadaslar olan fisetin ve quercetinin o i o
tarafindan MARI (mating type de sirtiinlerin akitivitesini gldu“u is Ztlamfm i
1) geni olarak kesfedilmistir. olumlu etkiledigi gu Isp stir.

gosterilmigtir.

Sekil 2.5. Sirtiinlerin tarihsel siiregte kesifleri ve dnemli gelismeler (Wu vd.,
2022; Zigtara vd., 2022)

Sirtiiinler hem prokaryotlarda hem de 6karyotlarda birgok 6nemli biyolojik yolakta
gorev alirlar. Bunlar arasinda gen ifadesinin diizenlenmesi, DNA onarimi, hiicresel
gelisim, programli hiicre 6liim mekanizmas1 olan apoptoz ve metabolizma faaliyetleri

sayilabilir (Bayram vd., 2013).
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Sekil 2.6. Memeli sirtiinlerinin hiicre igerisindeki lokalizasyonu (= :migrasyon

yetenegine sahip sirtliinleri ifade etmektedir) (Zigtara vd., 2022)

D. melanogaster’de dsir2 geninin susturulmasinin sinek émriinii kisalttigi yapilan
cesitli calismalarda gosterilmistir (Blander ve Guarente, 2004). Yapilan bir ¢alismada
genetik olarak manipiile edilmis dsir2 genini asir1 ifade eden sineklerin kontrollerine
kiyasla daha uzun yasadigi bildirilmistir (Bauer vd., 2004; Rogina veHelfand, 2004).
Meyve sinegi de dahil olmak {izere ¢esitli organizmalarda gen ekspresyonu incelemesinin
yapildigt GAL4/UAS sistemi kullanilan bir ¢alismada ise dsir2'nin asir1 ifade edilmesinin
hem erkek ve hem de disi sineklerin yasam siiresini uzattig1 gosterilmistir. Ancak genin
uzun omiirliiliik etkisinin; ifade zaman, yeri ve seviyelerine bagli oldugu da gosterilmistir
(Rogina veHelfand, 2004). Genetik ¢aligmalarin yaninda bilim insanlar1 dsir2 geninin
aktivitesinin enzim aktivitesindeki indiiklemeyle de miimkiin olup olamayacagi sorusuna
da yonelmiglerdir. Bu soru dahilinde dsir2 geninin akvitesinde artiga sebep olan maddeler
taranmustir (Frankel vd., 2011). Taranan maddelerin biiyiik bir ¢cogunlugunu polifenolik
maddeler olusturmaktadir. Bu maddelere 6rnek olarak resveratrol verilebilir. Meyve
sineklerinde resveratroliin omiir uzunluguna etkisi yapilan her ¢alismada net olarak
gosterilememis olsa da farelerin diyetlerine resveratrol eklenmesi mevcut durumlarini

iyilestirmistir (Pearson vd., 2008).

2.5.2. dFOXO Geni

Diyet, canlilarda yasam kalitesini dngoriilenden daha fazla etkilemektedir ve

beslenmenin Omiir uzunlugu iizerindeki ciddi etkileri farkli canli gruplarinda
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gosterilmistir. Memeliler, solucanlar ve sinekler de dahil olmak {izere metabolizmanin
kilit yolaklarindan biri insiilin benzeri biiyiime faktorii sinyal yolagi (IGF1)’dir. IGF1
sinyal yolag1 da dahil olmak iizere hiicresel sinyal yolaklarinin ¢ogu insanlar ve sinekler
arasinda yliksek oranda korunmustur ve bilinen insan hastalik genlerinin yaklasik %77'si
Drosophila'da bir ortolojiye sahiptir (Puig ve Mattila, 2011). Insiilin sinyal yolaginda D.
melanogaster genomu 8 insiilin benzeri peptid, tek bir insiilin reseptoriinii ve PI3K
dalimin hiicre i¢i bilesenlerini bulundurur. Organizmalarda insiilin sinyallemesindeki
Oonemli nokta bir transkripsiyon faktorii olan FOXO’dur. Memelilerde FOXO1, FOXO3a,
FOXO4 ve FOXO6 olmak tizere 4; Drosophila Melanogaster’da ise dFOXO olarak tek
bir varyant bulunmaktadir (Carter ve Brunet, 2007). FOXO proteinleri biiylime ve
gelisme, hiicrenin DNA hasarindan korunmasi, enerji homeostazi, hiicre dongiisii,
hiicresel farklilasma ve organizmanin Omiir uzunlugu gibi biyolojik faaliyetlerde
onemlidir (Puig ve Mattila, 2011). Memeli FOXO proteinlerinin D. melanogaster
ortologu olan dFOXO 11 ekzonluk gen tarafindan kodlanan ve 613 amimoasit igeren bir
transkripsiyon faktoriidiir (Puig ve Mattila, 2011). FOXO proteinleri sirtiiinlerle
etkilesime girerek yaslanmadan sorumlu olan siiregleri etkileyebilmektedir. (Jerome vd.,
2022; Zigtara vd., 2022).

Drosophila FOXO homologu dFOXO'nun transkripsiyonel diizenlemesi tam olarak
aydmlatilamamistir. Bu mekanizma igin post-translasyonel degisikliklerin dFOXO
aktivitesini nasil etkiledigi daha ¢ok calisilmistir. dFOXO tanimlandiginda, memeli
FOXO proteinlerinin Akt tarafindan fosforilasyonla insiilin=IGF sinyali ile inhibe
edildigi bilinmekteydi (Puig ve Mattila, 2011). Buna ragmen FOXO aktivitesinin
fosforilasyon ve asetilasyon ile modiile edildigi yapilan caligmalarla gosterilmistir.
Insiilin/insiilin benzeri biiyiime faktdrii sinyalleme (IIS) yolu, bilyiime ve gelismeyi,
enerji alimi ve homeostazini, stres faktorlerine karsi yaniti ve canli ¢ogalmasini
diizenleyen besin algilama yoludur. Ozellikle, IIS yolagindaki mutasyonlar, maya,
solucanlar, sinekler ve farelerde daha uzun yasam siiresi ile iliskilendirilmistir. D.
melanogaster, insiilin reseptoriine (dInR) baglanarak downstream yolagi aktive eden
sekiz insiilin benzeri peptite (Dilps) sahiptir (Piper ve Partridge, 2018). dFOXO’nun IGF1
sinyal yolag1 Sekil 2.7°de gosterilmistir.
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Sekil 2.7. dFOXO ve IGF1 sinyal yolag: (Puig vd., 2003)

dInR Drosophila insiilin reseptoriidiir. dInR, dPI3K/dAkt yolu araciligiyla hiicre
biiylimesini ve ¢ogalmasini diizenlemektedir. dFOXO, insiilin sinyal dAkt tarafindan
fosforile edilir ve bu fosforilasyon dFOXO’nun transkripsiyonel aktivitesinde
inhibisyona sebep olur. Sineklerde IIS yolagindaki asagi akis hedefi olan bu
transkripsiyon faktorii bahsedildigi lizere dAkt tarafindan fosforile edilir. dFOXO
fosforilasyonu onun 14-3-3 proteinine baglanabilmesini saglar ve bu da dFOXO’nun
parcalanmasina sebep olur. dAkt fosforilasyon bdlgeleri olmayan ve bundan dolay:
fosforilasyona ugramayan mutant dFOXO insiilin inhibisyonu geg¢irmez, g¢ekirdekte
kalmaktadir ve yapisal olarak aktifligini korumaktadir.

d4EBP'nin indiiksiyonu, dFOXO tarafindan biiyiime inhibisyonuna yol acarken,
dInR'nin aktivasyonu, transkripsiyonel olarak indiiklenen yeni bir geri besleme kontrol
mekanizmasi saglar. Sinek dokularinda dFOXO'nun hedeflenen ifadesi, hiicre boyutunu
etkilemeden hiicre sayisini belirterek organ boyutunu diizenler. Tim bu etkilesimler
dFOXO'yu, biiyiimeyi ve proliferasyonu modiile eden insiilin yolunun 6nemli bir

transkripsiyonel diizenleyicisi yapmaktadir.

D. melanogaster'de, insiilin benzeri sinyal azaldiginda yaslanma yavaslamaktadir.

Insiilin benzeri reseptor (InR) veya reseptdr substrat1 (chico) mutasyona ugradiginda veya
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insiilin iireten hiicrelerin ablasyonunda Omiir uzunlugu %50'den fazla uzamaktadir
(Hwangbo vd., 2004). Yapilan ¢alismalarda dFOXO'nun asir1 ekspresyonunun,
sineklerde ve solucanlarda yasam siiresini uzattigi1 gosterilmistir. Ek olarak, sinek kasinda
dFOXO'nun asir1 ifade edilmesi de 6mrii uzatmaktadir. Cekirdekte lokalize olan bu
transkripsiyon faktoriiniin yag dokuda ve bagirsakta asir1 ekspresyonunun sinek ve

solucanlarda 6miir uzunlugunu arttirdigi gosterilmistir (Giannakou vd., 2004).

2.5.3. dRPD3 Geni

RPD3 ¢inko bagimli smif 1 histon deasetilazlardan (HDAC) biridir. HDAC
aktivitesi hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi ve gelismesi, yaslanma gibi 6nemli siirecleri
etkilemektedir. HDACI1 fonksiyon bozukluklari, kanser ve Alzheimer hastalig1 basta
olmak iizere ndrodejeneratif hastaliklar dahil bir¢cok hastalik ¢esidiyle iliskilendirilmistir.
RPD3 memeli HDAC!’in bir ortologudur. RPD3 p53 gibi diger ¢esitli proteinlerin lizin
kalintilarindan deasetilleyebilir veya 6rnegin p21 ve p57 genlerin promotor bolgesine
baglanarak gen transkripsiyonlarini etkileyebilir. Azaltilmis RPD3 ifadesinin maya,
solucan ve D. melanogaster’de yasam siiresini uzattigi gosterilmistir (Frankel vd., 2015;
Woods vd., 2016; Woods veRogina, 2016). D. melanogaster’de RPD3’{in mutasyonel
analizi ilk olarak 1999 yilinda Mannervik ve Levine tarafindan yayimlanmstir.
Mannervik ve Levine RPD3 mutant suslarinin RPD3 RNA ekspresyon seviyelerini
diigirdigiinic. ve Drosophila embriyosunun segmentasyonunda gii¢clii  kusurlar
gosterdigini analiz etmiglerdir (Mannervik velLevine, 1999).

RPD3‘lin uzun dmiirliiliik tizerine etkisi belirli bir yolak veya molekiiller ile direkt
olarak iliskilendirilmemis olsa da yapilan bir ¢alismada FOXO’da oldugu gibi IIS
yolagiyla iliskisi gosterilmistir. Calismada elde edilen bulgular RPD3 aktivitesindeki
azalmanin ayni zamanda IIS yolagindaki gen ifadelerinin de diismesine sebep oldugu
buna bagli olarak da metabolik degisikliklerle hiicrelerin daha fazla enerji depoladigi,
aclik ve oksidatif stres direncinin de yiikseldigi yoniindedir. RPD3’iin IIS ve FOXO ile
iligkisi Sekil 2.8’de gosterilmistir. RPD3’tin IIS ve FOXO ile iliskisini destekleyen
genetik bir calismada RPD3 ve dFOXO ig¢in ¢ift mutant olan sineklerin, RPD3 tek
mutant olan sineklere gore daha az stres direnci ve dmre sahip oldugu belirlenmistir.
Azalan RPD3 aktivitesi, InR ve chico mRNA seviyesini azaltirken, dFOXO ve dsir2
mRNA seviyelerini arttirir. Azalan RPD3 metabolizmay etkiler, 1IS'yi azaltarak ve dsir2

seviyelerini artirarak stres direncini ve uzun omiirliiligii saglar (Woods vd., 2016).
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Sekil 2.8. RPD3’iin IIS ve FOXO ile iliskisi (Woods vd., 2016)

2.6. Gen Ifade Analiz Yontemleri (RT-PCR)

2.6.1. Gen ifadesi

Genin ifadesi ya da ekspresyonu bir genin proteine doniigiim siireci olarak
tanimlanir. Bu mekanizma prokaryot ve 6karyot canlilar arasinda farkliliklara sahip olsa
da temelde her iki canli grubunda da transkripsiyon ve translasyon ana basamaklardir.
Transkripsiyon DNA’dan mRNA olusum siirecidir ve prokaryotlarda transkripsiyon
stoplazmada gerceklesirken Okaryotlarda cekirdekte meydana gelir. Translasyon ise
mRNA’nin polipeptid zincirine doniistiiriildiigii islemdir ve tiim canlilarda ribozom
organelinde gergeklesir. Transkripsiyon ve translasyon iglemleri Sekil 2.9°de
gosterilmistir. Translasyon sonucunda olusan polipeptid zinciri Okaryot canlilarda
translasyon sonrasi ¢esitli modifikasyonlar gecirerek fonksiyonel proteine doniistiiriiliir

(Mata vd., 2005; Qausain vd., 2019).
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Sekil 2.9. Gen ifadesi basamaklar1 (Biorender programi kullanilarak ¢izilmistir.)

Gen ifadesini analiz etmenin farkli yol ve metodlar1 bulunmaktadir. Analiz
yontemleri genel olarak dizileme temelli, hibridizasyon temelli ve PCR temellidir. Bunlar
arasinda PCR temelli metodlar siklikla tercih edilmektedir. Normal PCR ydntemine
kiyasla RT-PCR yontemi daha hassas ve hizli bir yontemdir. Gen ifadesinin az miktarda
RNA varliginda bile ekspresyonu RT-PCR ile analiz edilebilir. RT-PCR yontemi igin
calisilacak doku ya da ornekler oncelikle hazirlanir. Hazirlanan 6rneklerden total RNA
izolasyonu yapilir. RNA izolasyonunu takiben cDNA sentezi gerceklestirilir. Takip
edilen kit prosediiriine uygun olarak sentezlenen cDNA’lar ile PCR amplifikasyonu

gerceklestirilir (Artika vd., 2022).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez ¢alismasinda deney hayvani olarak D. melanogaster yabanil tipi kullanilmistir.
D. melanogaster kiiltiiriine senolitik madde fisetin (Doctor’s Best) uygulamasi
yapilmustir. Fisetin 0,002 M ve 0,005M dozlarda 7, 14, 21 ve 28 giinliik deney gruplarina

uygulanmigtir.

3.2. Aletler ve Cihazlar

Tez caligmast kapsaminda kullanilan cihazlar ve c¢alismada hangi amag

dogrultusunda kullanildiklar1 Cizelge 3.1’de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Tez calismasi kapsaminda kullanilan alet/cihazlar ve kullanim

amaglari
Alet/Cihaz Calismada Kullanim Amaci
Sarf malzemelerin sterilizasyonunu saglamak amaciyla
Otoklav kullanilmustir.
Isitic1
Hassas Terazi D. melanogaster standart Dbesiyeri hazirhiginda
kullanilmastir.
Inkiibator D. melanogaster inkiibasyonu amaciyla kullanilmistir.
Homojenizator RNA izolasyonu oncesi sineklerin doku
homojenizasyonunu saglamak amaciyla kullanilmistir.
PCR Kabini cDNA sentezi ve RNA izolasyonu PCR kabini igerisinde
yapilmistir.

Sogutmali Santrifiij RNA izolasyonu asamasinda faz ayrimi ve Rt-qPCR
Mini Santrifiij asamalarinda ¢6zelti homojenligini saglamak amaciyla
kullanilmistir.

BioTek Epoch Mikroplate | Izole edilen RNA’nin kalitesini tayin etmek amaciyla

Spekrofotometre kullanilmistir.

PCR (Biorad T100™ Thermal | Primerlerin Tm derecelerinin optimizasyonunda ve

Cycler) cDNA sentezinde kullanilmistir.

RT-gPCR (Biorad CFX-96) Tez calismasindaki genlerin ifade analizleri igin
kullanilmastir.

Buzdolabi (+4 ve -20 °C) Calismada kullanilan malzeme kimyasallarin muhafaza

-80 °C Derin Dondurucu edilmesi amaciyla kullanilmistir.

21



3.3. Yontem

3.3.1. Drosophila melanogaster Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

D. melanogaster kiiltiirii i¢in standart D. melanogaster besiyeri kullanilmistir.
Besiyeri igerigi Cizelge 3.2’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.2. Standart D. melanogaster besiyeri

Besiyeri Icerigindeki Maddeler Miktarlar
Misir Unu 219
Seker 19¢g
Agar 19
Maya 49
Distile Su (dH20) 205 mL
Asit (Propiyonik Asit-CH3CH2COOH) 1mL

Besiyeri hazirlanirken tiim kati malzemeler tartilir, distile su eklenir ve uygun
kivama gelinceye kadar kaynatilir. Propiyonik asit eklenir ve besiyeri siselerine uygun
kalinlik saglanacak sekilde dokiiliir. 24 saat oda sicakliginda inkiibe edilen besiyeri

siseleri ertesi giin kullanima hazir hale getirilmis olur. D. melanogaster kiiltiirii Sekil
3.1’de gosterilmigtir.

Sekil 3.1. D. melanogaster kiiltiirii

22



Tez galigmasinda fisetin uygulamasi 1-3 giinliik sineklere 7,14,21 ve 28 giin olarak
yapilmigtir. Deney gruplarina 0,002 M ve 0,005M olmak iizere iki farkli doz fisetin
uygulamasi yapilmais ve her bir giin araligi i¢in ayrica kontrol gruplar1 da olusturulmustur.
Fisetin kapsiil seklinde ticari olarak elde edilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan fisetin
Sekil 3.2°de gosterilmistir. Her bir fisetin kapsiilii 100 mg saf fisetin igermektedir.
Fisetinin ¢ozlinlirligi sicaklik ve pH’dan 6nemli derecede etkilenmektedir. Yapilan bir
calismada fisetin ve yine bir flavanoid olan quercetin i¢in farkli sicaklik, pH degerlerinde
ve farkli protein varliklarinda ¢oziiniirliikler incelenmis; buna gore sicakligin artmasinin
ve pH’nin diismesinin flavanoidlerin degredasyonuna yol agtigi goriilmistiir (J. Wang ve
Zhao, 2016). Fisetin i¢in pH ve sicaklik etkisiyle degredasyon Sekil 3.3’de gosterilmistir.
Bu sebeple Sekil 3.3’e gore kiiltiire eklenen fisetinin ~%17’lik degredasyona ugrayacagi
tespit edilmis ve besiyerine koyulacak fisetin konsantrasyonlar1 buna gore hesaplanmus,
besiyeri sicakligi olgiilerek sicaklik ~57 °C’de iken fisetin toz seklinde besiyerine

eklenmistir.

Sekil 3.2. Fisetin
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Sekil 3.3. Fisetin’nin farkli sicaklik ve pH degerlerindeki degredasyon kinetigi (J.
Wang ve Zhao, 2016)

Fisetin iceren standart besiyerlerinin hazirlanmasinin ardindan her bir besi yerine
1-3 giinliik 30-50 adet sinek koyulmus, 7,14,21 ve 28 giin boyunca takip edilmistir.
Besiyerleri 7 giinliikk deney grubunda tek sefer; 14, 21 ve 28 giinliik deney gruplarinda
haftada bir kez olmak iizere degistirilmistir. Sinekler her grup i¢in uygulama siirelerinin
tamamlanmasinin ardindan kiiltiir siselerinden toplanmistir. Bu asamada D. melanogaster
erginleri bos bir siseye aktarilmistir ve sisenin agzi eter damlatilmis tipa ile seri sekilde
kapatilmistir. Boylece sineklerin eter etkisiyle hareketsiz kalarak bayilmasi saglanmistir.
Bayilan sinekler incelenmek tizere petri kabi iizerine alinmistir. Bu asamada sineklerin
kanatlar1 pens ile tutularak makasla kesilmistir ve cinsiyet ayrimlariin da yapilmasinin
ardindan eppendorf tiiplere 10’ar adet (2 disi+8 erkek) sinek olmak {izere ayrilmislardir.
Bu asama Sekil 3.4’de gosterilmistir. Eppendorf tiiplere toplanan sinekler RNA

izolasyonu oncesi doku homojenizasyonuna hazir hale getirilmislerdir.
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Sekil 3.4. Tez calismasinda RNA izolasyonu 6ncesi 6rneklerin hazirlanmasi

asamasi (Biorender programi kullanilarak ¢izilmistir.)

3.4. RNA lizolasyonu

RNA izolasyonu ticari olarak temin edilen Vitascript RNA izolasyon Kiti
basamaklari takip edilerek yapilmistir. Kit protokoliine gore deney gruplarindan 10 birey
her deney grubu i¢in ayrilmais, sineklerin kanatlar1 kesilmis, 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere
almmis ve 1 ml RiboEx™ icinde qiagen tissue ruptor kullanilarak homejenize edilmistir.
Homejenat 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmis, inkiibasyon sonrast 1 ml RiboEx™
basina 200 pl kloroform eklenip 15 saniye boyunca kuvvetlice ¢alkalanarak 2 dk da oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Tiipler 12.000 g’de 15 dk 4°C’de santrifiij edilmis
ve sulu fazlar yeni tiiplere aktarilmistir. Sonrasinda sulu faz tizerine 1 hacim (400 pl) RB1
tamponu eklendi ve ters cevirerek iyice karistirildi. Tiiplerdeki 700 pl karisim kit
icerisindeki F tipi mini kolona aktarildi. Oda sicakliginda 11.000 g’de santrifiij
isleminden sonra gecis atildi ve mini kolon yeniden aym tiipe yerlestirildi. Mini kolona
500 ul SW1 tamponu eklendi ve yeniden oda sicakliginda 30 saniye boyunca 11.000 g’de
santrifiij edildi. Mini kolona 500 ul RNW buffer eklendi ve oda sicakliginda 30 saniye
boyunca 11.000 g’de santriflij edildi. Geg¢is atildi ve mini kolon tekrar aym tiipe
yerlestirildi. Yikama tamponundan tamamen kurtulmak icin tiipler oda sicakliginda

11.000 g’de 1 dk daha santrifiij edildi. Mini kolon yeni 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere
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aktarildi. Mini kolonun merkezine 50 pl kit igerisindeki niikleaz igermeyen su eklendi ve
1 dk bekletildi. Son olarak tiipler oda sicakliginda 1 dk boyunca 11.000 g’de santrifiijlendi
ve RNA izolasyonu tamamlandi. Izole edilen total RNA’larin konsantrasyon ve kalitesini
belirlemek amaciyla UV spektrometre cihaziyla (Epoch, Biotek, US) 6l¢tim yapilmistir.
Kalitesi ve konsantrasyonu belirlenen total RNA’lar ifade analizinde kullanilmasi

amactyla -80 °C’de saklanmustir.

3.5. cDNA Sentezi

cDNA sentezi Oncesinde Total RNA’larin konsantrasyonlari her grup igin
hesaplanmistir. Epoch okunan iki degerin ortalamasi alinmis ve 120 ng RNA i¢in gereken

hacim hesaplanmistir. RNA konsantrasyonlari Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. cDNA sentezi igin kullanilan RNA miktarinin hesaplanmasi

RNA Miktarlar:

Deney Nanodrop Nanodrop Ortalama 120 ng

Gruplart | 1 okuma 2.0kuma Deger RNA icin
gereken hacim
(D)

7 Giin 50,022 48,957 49,4895 2,4514

Kontroll

7 Giin 45,517 46,71 46,1135 2,6022

Kontrol2

7 Giin 57,682 57,204 57,443 2,0890

0,002 M1

7 Giin 45,739 49,762 47,7505 2,5130

0,002 M2

7 Giin 18,462 19,957 19,2095 6,2469

0,005M1

7 Giin 52,222 50,409 51,3155 2,3384

0,005M2

14  Giin 32,767 32,0 32,3835 3,7055

Kontroll

14  Giin 32,672 33,204 32,938 3,6432

Kontrol2

14 Giin 31,073 32,946 32,0095 3,7488

0,002 M1

14 Giin 15,503 18,229 16,866 7,1149

0,002 M2
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14  Giin 20,513 21,771 21,142 5,6759
0,006M1

14 Gin 42735 41,204 41,9695 2,8592
0,005M2
21  Giin 27,625 28,174 27,8995 43011
Kontroll
21  Giin 25,345 27,355 26,35 4 5540
Kontrol2
21  Giin 19,313 18,753 19,033 6,3048
0,002 M1
21 Giin 21,071 23,499 22,285 5,3847
0,002 M2
21 Giin 96,838 104,449 100,6435 1,1923
0,005M1
21  Giin 114,872 112,688 113,78 1,054
0,005M2
28 Giin 23,617 24,696 24,155 49679
Kontroll
28 Giin 43,966 46,28 45,123 2,6593
Kontrol2
28 Giin 30,73 29,763 30,2465 3,9674
0,002 M1
28 Giin 53,79 58,315 56,0525 2,1408
0,002 M2
28 Giin 82,821 86,479 84,65 1,4176
0,0056M1
28 Giin 42 308 39,914 41111 2,9189
0,005M2

RNA’dan cDNA sentezi her bir grup i¢in yapilmistir. cDNA sentezi kit protokolii
takip edilerek gergeklestirilmistir. Protokole gore, oncelikle deney grubu ve RNA
miktarlarina gore uygun olarak kit iceriginde sunulan niikleaz bulunmayan su PCR
tiiplerine konulmustur. Ardindan sirasiyla 4 ul 5X VS reaksiyon tamponu eklenmistir.
Deney gruplarinin Cizelge 3.3’de hesaplanan hacme gore RNA orneklerinden uygun
miktarlarda ve son olarak VitaScript™ enzim karisimimdan her tiip igin 1 pl eklenmistir.
Boylece cDNA sentezinin son hacmi her bir tiip i¢in 20 pl olmustur. Her bir deney grubu
icin 2’ser cDNA sentezi yapilmistir. Sentezlenen cDNA’lar gen ifade analizinde

kullanilmak tizere -80°C’de saklanmustir.
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3.6. RT-PCR ile Gen ifade Analizi

Tez calismasinda gen ifadesini analiz etmek i¢in RT-PCR ydntemi kullanilmistir.
Bu yontem icin gerekli olan primer setleri forward ve reverse olarak NCBI Primer

BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi) ile ilgili gen

bolgesini ¢cogaltacak sekilde ve ortalama 60 °C T olacak sekilde tasarlanmis ve Cizelge
3.4’de gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Gen Ekspresyon Profilleri incelenecek Olan Genlerin RT-PCR
Primer Sekans Bilgileri

Gen Primer Sekans
(Forward/Reverse)
dsir2 F GACGCCCTCCAATTCCTCGT
R GGAGCCGCCGAGATGTAGAG
dRPD3 F TCGCATACGCATGACCCACA
R TCGGCAGTGGCTTTATGGGG
dFOXO0 F AGAACACAACGATGACGCAGG
R CAACCGTACGATCCTTGCTG
GAPDH B CAAGTTGTGGCGTGATGGAC
R ATCATAGGACGCACCCTTGC

Sentezlenmis olan cDNA’lar diliie edilerek RT-PCR analizi i¢in hazirlanmistir.
Diliisyon, caligilacak her gen igin farkli konsantrasyonda yapilmistir. Oncelikle
sentezlenen cDNA orneklerinin hacmi 20 pl’dir ve ilk diltisyon 2.5 kat olarak hacmin 50
ul’ye tamamlanmasi seklinde yapilmigtir. Tez ¢alismasindaki kontrol geni GAPDH RT-
PCR yonteminde 50 pl son hacimle galisilmistir. RT-PCR Procomcure 2X Magic SYBR
karisimi protokolii takip edilerek yapilmistir. Total karisim igerisinde su, SYBR karigimi,
primerler (forward ve reverse) bulunmaktadir. cDNA sentezi i¢in her bir kuyucuk basina
7.2 pl su, 10 pl SYBR miks, 0.4 ul forward primer ve 0.4 ul reverse primer gereklidir.
Analiz edilecek ornek sayisina gére kuyucuk sayisinin 1 fazlasi kadar miks hazirlanir.
Plate’de oncelikle her bir kuyucuga 2’ser pl kalip RNA dagitilir, kaliplar dagitildiktan
sonra kuyucuk basina 18 pl miksten dagitilir. Cozeltiler dagitildiktan sonra plate iizeri

kapatilir, 3000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir ve Biorad CFX 96 cihazina plate yerlestirilir.
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Sekil 3.5. Tez calismasindaki deneysel asamalara genel bir bakis (Biorender

programi kullanilarak ¢izilmistir.)

3.7. Istatistiksel Analiz

Gen ifade c¢alismalarindan elde edilen veriler istatistik ve anlamlilik ag¢isindan
SPSS yazilimi 20.0 (IBM, Armonk, NY, ABD) kullanilarak %95 giiven araliginda

Duncan testi (p < 0,05) ile analiz edilmistir.

3.8. Tez Calismasindaki Genlerin Protein-Protein Etkilesimleri

Bu tez calismasi kapsaminda dsir2, dFOXO ve dRPD3 genleri incelenmistir.
Calisma kapsaminda bu genlerin protein protein etkilesimleri de incelenerek genler
arasindaki iliski analizi ¢ikarilmistir. Analiz Cytoscape yazilimi kullanilarak yapilmistir

(Shannon vd., 2003).

3.9. dsir2, dFOXO ve dRPD3 Genlerinin Dijital ifade Profilleri

dsir2, dFOXO ve dRPD3 genlerinin tez ¢alismasi kapsaminda dijital ifade profilleri
incelenecek 3 gen i¢cin de FPKM degerleri FLYatlas veritabanindan alinarak log2’ye
cevirilmis ve TBtools programi ile farkli dokularda incelenmistir (Chen vd., 2020; The

Drosophila adult expression atlas).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Deney Siirecleri

Uygulama gruplarina 7, 14, 21 ve 28 giinliik siirelerde fisetin uygulmasi yapilmis
ve gen ifade analizleri incelenmistir. Kiiltiir baslangi¢ ve bitis zamanlar1 Cizelge 4.1°de
gosterilmistir.

Cizelge 4.1. D. melanogaster kiiltiirlerinin baglangi¢ ve bitis zamanlari

Deney Grubu Baslangic Tarihi Bitis Tarihi
7 Giin/0,002 M F 25.07.2023 31.07.2023
7 Giin/0,005M F 25.07.2023 31.07.2023
7 Giin/Kontrol 25.07.2023 31.07.2023
14 Giin/0,002 M F 21.07.2023 03.08.2023
14 Giin/0,005M F 25.07.2023 07.08.2023
14 Giin/Kontrol 21.07.2023 03.08.2023
21 Giin/0,002 M F 18.07.2023 07.08.2023
21 Giin/0,005M F 14.07.2023 03.08.2023
21 Giin/Kontrol 14.07.2023 07.08.2023
28 Giin/0,002 M F 07.07.2023 03.08.2023
28 Giin/0,005M F 07.07.2023 03.08.2023
28 Giin/Kontrol 07.07.2023 03.08.2023

4.2. Gen Ifade Analizi Sonuclar

Tez calismasinda 7, 14, 21 ve 28 giinliik fisetin uygulamasi yapilmis gruplarda ve
kontrol gruplarinda RT-qPCR yontemiyle dsir2, dFOXO ve dRPD3 genlerinin
ekspresyon profili incelenmistir. Analizlerde “A” herhangi bir uygulama yapilmamis
kontrol grubunu, “B” 0,002 M fisetin uygulamasimm1 ve “C” ise 0,005M fisetin

uygulamasini belirtmektedir.

4.2.1.dsir2 Geni Ekspresyon Profili

dsir2 geninin ifade analizi sonucunda en yiiksek gen ifadesinin 7. Giinde 0,005 M
fisetin uygulamasi yapilan grupta, 14. giinde 0,002 M fisetin uygulamasi yapilan grupta,
21. giinde 0,005M fisetin uygulamasi yapilan grupta ve 28. giinde fisetin uygulanmamis
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kontrol grubunda oldugu gorilmistiir. dsir2 genine ait ifade profili Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
dsir2 Geni Ifade Profili
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Sekil 4.1. dsir2 geni RT-qPCR analizi (Veriler GAPDH geni igsel kontrol
kullanilarak 224° metodu ile hesaplanmustir. A: Fisetin uygulamas: yapilmamis kontrol
grubunu, B: 0,002 M fisetin uygulanan grubu ve C: 0,005M fisetin uygulanan grubu

temsil etmektedir)

dsir2 geninin Drosophila’nin gelisimsel asamalar1 igerisinde hangi donemde en
yiiksek aktivasyona sahip oldugu tek bir gelisimsel siiregle iligkilendirilmemistir. Erken
embriyonik dénemde daha yogun ecksprese edilen dsir2 geni ekspresyonu,
embriyogenezin ilerleyen asamalarinda sinir sistemi ile sinirlidir. Embriyogenez sonrasi
genin ifadesi larvalarda diigiik pupa ve eriskin donemde ise orta seviyelerdedir. Genin
eriskin  donemde noéron ¢ekirdeklerinde ve yag dokusu hiicrelerinde
immiinolokalizasyonu gosterilmistir (Frankel vd., 2011). Yapilan baz1 ¢alismalarda
larval donemde dsir2 geninin inhibisyonunun ya da eksikliginin yasam ve dmiir uzunlugu
tizerinde olumsuz bir etkiye sebep oldugu gosterilmis ve dsir2 mutant sineklerin émiir
uzunlugunun azaldig1 gésterilmistir (Astrom vd., 2003).

dsir2 geninin eriskin donemde D. melanogaster’da ifadesinin fizyolojik gelisim
siirecinde zaten yiiksek seviyede olmasi 21 giin deney gruplar agisindan 6nem arz
etmektedir. 21. giin deneylerinde 0,005M fisetin uygulamasi yapilan grup, kontrol grubu
ve 0,002 M fisetin uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik

gostermistir (p<0.05). 21 giinliikk D. melanogaster yasam dongiisiinde eriskin donemdedir
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ve kontrol grubuna kiyasla 0,005M fisetin uygulanan grupta gen ifadesinin artmis olmasi
literatiir verileriyle paralellik gostermektedir. Ayn1 zamanda fisetinin burada senolitik
olarak da etki gosterdigi diistiniilmektedir. 28. giinde 0,002 M ve 0,005M fisetin
uygulanan gruplar istatistiksel olarak birbirleri ile benzer (p>0.05), ancak kontrol grubuna
kiyasla anlamli diizeyde farklilik gostermistir (p<0.05). 7. giinde dsir2 geni, 0,005M
fisetin uygulanan grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede farkli
cikmistir (p<0.05). 0,002 M fisetin uygulanan grup, kontrol grubu ve 0,005M fisetin
uygulanan grup ile istatistiksel olarak benzer seviyede ¢ikmistir (p>0.05).14. giinde 0,002
M fisetin uygulanan grup, kontrol grubu ve 0,005M fisetin uygulanan gruba gore
istatistiksel olarak anlamli derecede farkli ¢gikmistir (p<<0.05).

Fisetin senolitik etkisi yaninda kalori kisitlamasi mimetigi olarak da islev
yapmaktadir. Kalori kisitlamasi (CR) giinliik alinan temel besin maddelerinde bir
yoksunluk olmadan yalnizca kalori alimini azaltarak alinan kalori miktarini 6rnegin
aralikli aglik gibi beslenme sekilleriyle belirli seviyede tutmayi saglamaktir (Van
Cauwenberghe vd., 2016). Kalori kisitlamasinin yaglanma ve yaslanmayla ilgili
hastaliklarla iliskisi de yapilan farkli ¢aligmalarda incelenmistir. 2020 yilinda sicanlarda
yapilan bir ¢alismada si¢canlar 3 farkli gruba ayrilmis, gruplardan biri yash si¢anlardan
secilmis ve bu gruba kalori kisitlamasi uygulanmistir. Bu ¢alismada elde edilen veriler
kalori kisitlamas1 uygulanan yash sicanlardan olusan grubun serbest yeme periyodu
uygulanmis deney grubuna gore yasam yiizdesinin arttigini géstermistir (Ma vd., 2020).
Kalori kisitlama mimetikleri (CRMs) kalori kisitlamasinin yararli etkilerinin hem
fizyolojik hem de molekiiler ve hiicresel diizeyde iiretilmesini saglayarak saglik adina
tesvik edici etkilere yol acan bilesiklerdir. Fisetin bu bilesik grubu icerisinde daha az
arastiritlmis ancak umut vaad eden bir bilesiktir. Fisetinin oksidatif stres ilizerindeki
diizenleyici rolii sayesinde yaslanmada yararl etkiler gosterdigi diistiniilmektedir. 2018
yilinda yapilan bir c¢alismada fisetinin kalori kisitlama mimetigi olarak etkisi
incelenmistir. Calismada geng (4 aylik) ve yasli (24 aylik) siganlar ile ¢alisilmis, deney
gruplarina 6 hafta boyunca oral olarak 15 mg/kg fisetin uygulanmistir. Bu ¢alismadan
elde edilen veriler fisetin uygulamasinin, yaslanmaya bagli olusan reaktif oksijen
tiirlerinin, lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu seviyelerini baskiladigini
gostermistir (Singh vd., 2019).

2004 yilinda fisetin ve farkli polifenolik bilesiklerin yer aldig1 bir ¢alisma yapilmis
ve fisetin sirtiiin aktive edici bilesik (STAC) olarak tanimlanmistir. Elde edilen veriler

dogrultusunda fisetin C. elegans ve D. melanogaster'da sirtiiin aktivitesini indiikleyerek
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Oomiir uzunlugunu arttirict etki gostermistir (Wood vd., 2004). Fisetin uygulamasiyla
dsir2 aktivitesi fisetinin senolitik ve kalori kisitlamasindaki rolleriyle bir biitiin olarak
degerlendirildiginde bu tez ¢alismasinda elde edilen verilerle uyumludur. Her ne kadar
senolitikler ve kalori kisitlamasi yaslanma siirecini etkileyen farkli mekanizmalari
hedefleyen iki farkli yaklasim olsa da yaslanmadaki olumlu etkileri géz Oniinde

bulunduruldugunda bu iki konsepti daha biitiinciil bir bakis agis1 ile incelemek gereklidir.

4.2.2. dFOXO Geni Ekspresyon Profili

dFOXO geninin ifade analizi sonucunda en yiiksek gen ifadesinin 7. giinde 0,002
M fisetin uygulamasi yapilan grupta, 14. giinde fisetin uygulanmamis kontrol grubunda,
21. giinde 0,005M fisetin uygulamasi yapilan grupta ve 28. giinde fisetin uygulanmamis
kontrol grubunda oldugu goriilmiistir. dFOXO genine ait ifade profili Sekil 4.2’de

gosterilmistir.
3500 dFOXO0 Geni ifade Profili
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Sekil 4.2. dFOXO geni RT-gPCR analizi (Veriler GAPDH geni i¢sel kontrol
kullanilarak 224 metodu ile hesaplanmistir. A: Fisetin uygulamasi yapilmamis kontrol
grubunu, B: 0,002 M fisetin uygulanan grubu ve C: 0,005M fisetin uygulanan grubu
temsil etmektedir.)

Boliim 2.5.2.°de de aciklandig1 iizere organizmalarda insiilin sinyallemesindeki
onemli nokta bir transkripsiyon faktorii olan FOXO’dur. FOXO transkripsiyon
faktoriiniin D. melanogaster homologu dFOXO’dur. insiilin sinyallemesinde goérevli

genlerin ifadesinde azaligla yaslanma gecikmektedir. dFOXO insiilin sinyallemesinde
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gorevli dAkt tarafindan fosforile edilir ve bu fosforilasyon dFOXO’nun inhibisyonuna
sebep olmaktadir. Insiilin sinyallemesindeki azalmayla fosforilasyon gerceklesmez ve
dFOXO aktivasyonunu korur. Bu da dFOXO’nun, basta yaslanma olmak iizere
diizenledigi siiregler agisindan olumlu bir etkidir. Bir histon deasetilaz (HDAC) olan dsir2
dFOXQO’yu deasetile eder, bu deasetilasyon insiilin yolaginda gérevli olan FOXO’nun
ifadesini degistirmektedir (Hariharan vd., 2010).

dFOXO geni igin elde edilen veriler 28 giinlilk deney grubu haricinde deney
gruplarinda paralel olarak fisetin dozunun artmasi ya da azalmasiyla direkt olarak
iligkilendirilememistir. Elde edilen verilerde yalnica 28. Giin deney seti verileri istatiksel
olarak anlamlidir. Bu deney seti igerisinde 0,002 M fisetin uygulanan grup ve 0,005M
fisetin uygulanan grup birbirleri ile ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
farklilik gostermistir (p<<0.05). 7 giinliik deney grubunda kontrol grubu diger gruplara
kiyasla daha diisik ifade olmusken 0,002 M fisetin ve 0,005M fisetin uygulanan
gruplarda anlamli farklar elde edilmemistir. 14 giinliikk deney grubunda kontrol grubu
diger gruplara gore daha yiiksek ifade seviyesine sahip olsa da, 0,005M uygulanan fisetin,
dFOXO geninin ifadesinde 0,002 M fisetin uygulanan gruba gore istatistiksel olarak
anlamli derecede artisa sebep olmamistir. Bununla birlikte fisetin uygulamasiyla ifade
profili incelenen dFOXO geninin analizinden elde edilen veriler, bu genin ifadesinin yas
ile birlikte arti gosterdigini ortaya koymaktadir.

Yapilan bircok ¢alismada dFOXO geninin ozellikle sinek kasinda ifade edildigi
gosterilmistir (Bai vd., 2013; Hwangbo vd., 2004). Ayrica bu gen, otofaji mekanizmasini
da regiile ederek 6miir uzunlugunu arttirici etki géstermektedir (Demontis ve Perrimon,
2010). dFOXO ayni zamanda ubikuitin proteazom sistemi (UPS) araciligiyla protein
par¢alanmasinda da bir aracidir. UPS aktive olarak yanlis katlanmis proteinlerin segilerek
bozunmasini saglar ve kas biitiinliigiiniin korunmasina yardimer olmaktadir (Zhao vd.,
2007).

Tez caligsmasi kapsaminda total RNA izolasyonu yapilmis ve organizmanin farkli
doku ve organlarindan ayrica bir analiz yapilmamistir. Elde edilen sonuglar fisetinin
kontrol gruplarina kiyasla dFOXO gen ifadesi iizerinde ifadeyi arttirict bir etkisi
olmadigin1 gostermektedir. Bunun sebebi uygulanan fisetin miktarmin bu genin ifadesi
tizerindeki etkisi i¢in yetersiz kalmasi, genin spesifik dokularda ifadesinin daha yiiksek
olmasi ancak bu ¢aligma kapsaminda farkli dokulardan ayrica bir analiz yapilmamis

olmasi olabilir.
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4.2.3. dRPD3 Geni Ekspresyon Profili
dRPD3 geninin ifade analizi sonucunda en yiiksek gen ifadesinin 7. Giinde 0,005M

fisetin uygulamasi yapilan grupta, 14. giinde 0,002 M fisetin uygulamas1 yapilan grupta,
21. giinde 0,005M fisetin uygulamasi yapilan grupta ve 28. glinde fisetin uygulanmamis
kontrol grubunda oldugu goriilmistiir. dRPD3 genine ait ifade profili Sekil 4.3’da
gosterilmistir.

. dRpd3 Geni Ifade Profili
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Sekil 4.3. dRPD3 geni RT-gqPCR analizi (Veriler GAPDH geni igsel kontrol
kullanilarak 222° metodu ile hesaplanmustir. A: Fisetin uygulamas: yapilmamis kontrol
grubunu, B: 0,002 M fisetin uygulanan grubu ve C: 0,005M fisetin uygulanan grubu

temsil etmektedir.)

dRPD3 geni i¢in elde edilen verilerde 7, 14 ve 21. giin deney siireclerinde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar g6zlenmemistir (p>0.05). 28. giinde 0,002
M fisetin uygulanan grup ve 0,005M fisetin uygulanan grup istatistiksel olarak birbirleri
ile benzer (p>0.05), ancak bu gruplar kontrol grubuna gére anlamli derecede farklilik
gostermistir (p<0.05).

Litaratiirde dRPD3 geninin senolitikler ile direkt olarak iliskisi hakkinda spesifik
bir baglanti kurulmamistir. Ancak, dRPD3'lin yaslanma siirecindeki etkisi yapilan farkli
caligmalarda gosterilmistir. Ornegin, dRPD3'niin inhibisyonu veya mutasyonu,
Drosophila'da 6mrii uzatabilir ve bu etki, genellikle enerji metabolizmasi, oksidatif stres

yanit1 ve diger hiicresel stireglerle ilgili genlerin diizenlenmesi ile iligkilidir. Bu tiir
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genetik degisiklikler, yaslanan hiicrelerin ortadan kaldirilmasini ve yaslanmayla iliskili
hastaliklarin azaltilmasini etkileyebilecek mekanizmalar1 da igermektedir.

Kalori kisitlamasinin, RPD3'niin ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir. Bu durum,
kalori kisitlamasinin RPD3 {izerinden yaslanma siireclerini regiile edebilecegi ve dmiir
uzunlugunu arttirici bir etki saglanabilecegi anlamina gelir. Ayrica, kalori kisitlamasi ve
RPD3'in inhibisyonu veya mutasyonu ile elde edilen dmiir uzatma etkilerinin benzerligi,
bu iki faktoriin yaslanmay1 diizenlemede benzer mekanizmalara sahip olabilecegini de
diisiindiirmektedir (Rogina vd., 2002; Rogina ve Helfand, 2004b).

RPD3 ve dsir2 etkilesimlerinin incelendigi ¢esitli ¢aligmalar bulunmaktadir
(Rogina ve Helfand, 2004b). Hem RPD3 hem de dsir2 genlerinde mutasyonlar
olusturulan sinekler kontrollerine kiyasla daha az dmiir uzunluklarina sahip olmuslardir.
Yalnizca rpd3 mutant olan sinekler RPD3 ve dsir2 mutant sineklere kiyasla daha uzun bir
yasam siiresi gostermistir. 2015 yilinda yapilan bir ¢aligmada ise RPD3’{in azaltilmasi
sinek Omriinii uzatmistir. GAL4/UAS sistemi kullanilarak yapilan ¢alismada olusturulan
RPD3 kismi mutasyonuyla rpd3 mRNA seviyesi %60 oraninda azalmis ve bu uzun
omiirlilikle sonug¢lanmistir (Kopp vd., 2015).

Drosophila'’da dRPD3 seviyelerinin bilyiik 6l¢iide azaltilmasi 6liimciil olarak rapor
edilmistir, ancak dRPD3 seviyelerinin kismi olarak azalmasinin yagsam siiresi tizerindeki
etkisi tam olarak degerlendirilmemistir. RPD3 geninin hipomorfik ve nétr mutasyon ile
incelenmesi sonucu elde edilen veriler; erkeklerde %41 ile %47 oraninda 6miir uzamast,
disilerde ise %52 oraninda Omiir uzatict etkiyle sonug¢lanmistir (Rogina vd., 2002).
Fisetinin hem bir senolitik ajan hem de kalori kisitlama mimetigi olarak dRPD3 geni
aktivitesinde bir azalmaya sebep olabilecegi bu c¢alismanin hipotezini olusturmustur.
Ancak dRPD3 geninin ifade analizi verilerine gore elde edilen bulgular, sadece daha yasl

sineklerde bu etkinin olustugunu gdéstermektedir.

4.3. dsir2, dFOXO ve dRPD3 Genlerinin Protein-Protein Etkilesimleri

Cytoscape yazilimi kullanilarak genlerin protein-protein etkilesimleri ¢ikarilmistir.
Sekil 4.4’de goriildiigii gibi tez calismasinda ifade analizi incelenen ii¢ genin de
proteinleri D. melanogaster’ da etkilesim halindedir. Ayrica drnegin cyc proteini hem
RPD3 proteini hem de FOXO proteini ile, PI3K92E proteini, cdk 2 ve aktl proteini hem
sir2 proteini hem de FOXO proteini ile nej, HDAC6, HDAC4, Gcnb proteini her {i¢ gen

proteini ile etkilesim halindedir.
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Proteinler arasinda her {i¢ genin proteiniyle de etkilesim halinde olan nejire (nej)
proteini transkripsiyonel yardimci aktivator CREB-baglayici protein (CBP)’yi kodlar.
CBP belirli niikleer proteinleri, Ozellikle de histon H3'Q lizin 17 ve lizin 27
pozisyonlarinda (K17 ve K27'de) ve H4'li lizin 8 pozisyonlarinda (K8) asetile ederek gen
ifadesinin diizenlenmesini saglar. Bu diizenleme hiicre ¢ogalmasi, hiicre i¢i sinyallesme,
farklilagsma ve hiicresel gelisim agisindan olduk¢a 6nemlidir. 2023 yilinda tamamlanan
bir ¢alismada nej geninin, yag dokusu, bagirsak ve sinir sistemi gibi farkli bolgelerde
ifadesinin arttirilmasi veya disiiriilmesinin D. melanogaster'n yasam siiresini nasil
etkiledigi incelenmistir. Elde edilen sonuglar bu genin erkek ve disi sineklerde etkilerinin
farkli oldugunu gostermistir. Disilerde nej'in bagirsakta asir1 ifade edilmesinin ve sinir
sisteminde siirekli ifadesinin %6 ila 15 daha uzun yasam siiresi sagladig1 gézlemlenmistir.
Nej aktivasyonunda diisiis durumunda ise deneyin ¢ogu varyantinda D. melanogaster'in

yasam siiresi izerinde olumsuz bir etki yarattigi goriilmiistiir (Koval vd., 2023).
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Sekil 4.4. Tez calismasinda incelenen genlerin protein protein etkilesimleri

(Cytoscape programt ile olusturulmustur.)

HDAC6 ve HDAC4 histon deasetilazlardandir. 2017 yilinda yapilan bir ¢aligmada
normal gelisimsel siirecte koku hafizasin1 korumak i¢in hem larva hem de
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yetiskinlik agamalarinda HDAC6'nin gerekli oldugu gosterilmistir. Ayrica bu
calismada HDAC6 ve RPD3 arasinda da bir etkilesim oldugu belirlenmistir.
Ogrenme ve hafiza gibi ndronal islevlerin incelenmesi i¢in Drosophila farkli
organizmalara gore daha basit ve etkili bir yaklagim sunmaktadir.

HDAC aile iiyelerinin saglikli beyinlerdeki roliinii incelemek amaciyla,
Drosophila HDAC'lerinin tek tek RN A1 baskilanmasi gerceklestirilmis ve larvalarin
koklama ve hafizasindaki etkisi gézlemlenmistir. Pan-néronal RPD3 veya HDAC6
baskilanmasinin ardindan hafizada bir eksiklik meydana geldigi bulunmustur.
RPD3'lin bellek ile ilgili etkileri bildirilmis, ancak HDAC6'nin heniiz 6grenme ve
hafiza ile ilgili oldugu bildirilmemistir (Perry vd., 2017).

Her {i¢ genin proteiniyle de etkilesim halinde olan bir diger protein GenS’tir.
Gcenb proteini D. melanogaster'da bulunan bir histon asetiltransferaz (HAT) sinifi
tiyesidir. Bu proteinin fonksiyonu gen ifadesi, hiicresel proliferasyon, metabolik
aktivasyonlar gibi biyolojik olaylarin regiilasyonunu saglamaktir. Drosophila'da
dort farkli Gen5 kompleksi bilesimi ve aktivitesi bildirilmistir. Kompleksler 6zetle
Spt-Ada-Gcenb asetiltransferaz (SAGA), Ada2a igeren (ATAC), Ada2/Genb/Ada3
transkripsiyon aktivatoric (ADA) ve Chiffon Histone asetiltransferaz (CHAT)
kompleksidir. SAGA ve ADA kompleksleri S. cerevisiae mayasinda da
bulunurken, ATAC yalnizca insanlar gibi diger metazoalarda, CHAT kompleksi ise
boceklere 6zgii olarak bulunmaktadir. Drosophila'da Gen5 kaybinin, gelisimsel
siireclerde ciddi bozukluklara neden olabilecegi gosterilmistir. Ozellikle, dGcn5
mutant sineklerde yumurta olusumu olan oogenezin ve larva ve pupa
donemlerinden yetiskin donemine gecis olan metamorfozun baglamasi
engellenmektedir. Ayrica dGen5 mutant sineklerde dis iskelet olusumu bozulmakta
ve yetiskin  ekstremitelerinde  (6rn;  bacaklar, kanatlar) bozukluklar
gozlemlenmektedir (Ciurciu vd., 2006; Torres-Zelada veWeake, 2021).

4.4. dsir2, dFOXO ve dRPD3 Genlerinin Protein-Protein Etkilesimlerinde

Dijital ifade Profilleri

Dijital gen ifadesi profili bir organizmada bulunun farkli hiicre tiplerinde ve

organizmanin farkli dokularinda ya da farkli kosullar altinda ifade olan genlerin

miktarlarin1 gosteren veri setleridir (Audic ve Claverie, 1997). Dijital gen ifade profilinin

olusturulmasinda FPKM degerleri 6nemli bir parametreyi olusturmaktadir. Belirli bir

genin uzunlugunu ve toplam okuma sayisini dikkate alarak, genin ifade diizeyini
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normalize eder. Bu sayede, farkli genlerin ve farkli Orneklerin ifade diizeyleri
karsilagtirilabilir hale gelir. Genlere ait FPKM degerleri FLYatlas’tan alinmigtir. FPKM
(Fragments Per Kilobase Of Transcript Per Million Mapped Reads) transkriptom
verilerinden elde edilen sonuglar1 ifade etmek i¢in kullanilan bir terimdir.

D. melanogaster’in erigkin disi, erigkin erkek ve larval déonemde; bas, goz, beyin,
torasik abdominal ganglion, mide, orta bagirsak, arka bagirsak, malpighi tiibiilleri, rektal
ped, tikiirik bezi, yag badi, kalp, trakea, yumurtalik, virgin spermatheka, eslenmis
spermatheka, testis , karkas ve aksesuar bezlerinde dsir2, dFOXO ve dRPD3 genlerinin

dijital ifade profilleri incelenmistir.

4.4.1. dsir2, dFOXO ve dRPD3 Genlerinin Eriskin Erkek D. melanogaster’da Dijital
ifade Profili

Genlerin herbir dokuda cinsiyetler ve gelisimsel donemler dahil olmak tizere dijital
ifade profilleri incelendiginde farkliliklar gosterdigi goriilmistiir. Erigkin erkek D.
melanogaster’da dsir2 geni testiste, dFOXO geni karkas ve aksesuar bezlerinde, dRPD3
geni ise aksesuar bezleri ve orta bagirsakta en yiiksek miktarda ifade olmaktadir. Eriskin
erkeklerde dijital ifade profili Sekil 4.5’ de gosterilmistir.

D. melanogaster’da aksesuar bezleri iireme sistemi ve evrimi agisindan pek ¢ok
bilim insan1 tarafindan ¢alisilmistir. Esas olarak erkeklerde iireme organi olarak bulunan
aksesuar bezleri ¢iftlesme sirasinda spermle birlikte disiye aktarilan salgi proteinlerini ve
molekiillerini tiretir. Disiye aktarilan tiim bu protein ve molekiiller fertilite i¢in gereklidir.
Ayn1 zamanda disilerin ¢iftlesme sonrasindaki fizyolojik siireglerinde, disilerin sperm
depolama kabiliyetlerinde ve sperm rekabetinde de bu molekiillerin 6nemli gorevleri
vardir (Cridland vd., 2022).

Orta bagirsak D. melanogaster’da memelilerde oldugu gibi hormonal diizenleme
ve hormon iiretimi, sindirim ve besinlerin emilimi gibi farkli hiicre tiplerinden olusan bir
dokudur. Oldukg¢a karmasik yapiya sahip olan D. melanogaster orta bagirsagi ozellikle
son yillarda kok hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasindaki sinyal yollarinin roliinii
arastirmak i¢in model sistem olarak arastirmacilar tarafindan incelenmektedir. Burada iki
temel hiicre tipinden bahsetmek miimkiindiir. Enterositler sindirim enzimlerini salgilar,
besinleri emer ve bu besinleri tagir. Enteroendokrin hiicreler ise bagirsak hareketliligini
diizenler ve bakteriler gibi dis uyaranlar i¢in bagirsak hormonlarinin salgilanmasindan

sorumludur (Hung vd., 2020).
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Sekil 4.5. dsir2, dFOXO ve dRPD3 genlerinin erigkin erkek D. melanogaster’da
dijital ifade profili (TBtools programi ile yapilmistir.)

4.4.2. dsir2, dFOXO ve dRPD3 Genlerinin Eriskin Disi D. melanogaster’da Dijital
ifade Profilleri

Eriskin disilerde dsir2 geni torasik abdominal gangliyonlarda, dFOXO geni
aksesuar bezlerinde ve dRPD3 geni yumurtaliklarda en yiiksek ifadeye sahiptir. Erigkin
diside dijital ifade profili Sekil 4.6’ da gosterilmistir. Torasik abdominal gangliyon terimi
genel itibariyle boceklerin sinir sisteminin tanimlanmasi i¢in kullanilan genel bir terimdir.
Gogiis ve karin bolgesinde bulunan ganglionlari ifade etmektedir. D. melanogaster’da
gbgiis ve karm bolgesindeki gangliyonlar ucus hareketi, yiirlime, solunum ve sindirim
olmak iizere temel yasamsal faaliyetlerde 6nemli rollere sahiptir (Court vd., 2020).

Disi meyve sineklerinde onemli terimlerden biri de spermatekadir. Ciftlesme
sonrasit yumurtalarin depolanmasin1 saglayan bu organ disi iireme sisteminin bir
organidir. Ayn1 zamanda virgin ve eslenmis formlara sahiptir. Virgin terimi daha 6nce
ciflesmemis ve bundan dolayr yumurta depolamamais, eslenmis ya da mated spermateka
ise yumurta depolayan ve dollenmis spermateka anlamina gelmektedir. Depolanan

yumurtalar ¢iftlesmeden yaklasik 5 giin ile 3 haftalik siire zarfinda kullanilabilmektedir
(Dhillon vd., 2020; Hopkins vd., 2020).
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Sekil 4.6. dsir2, dFOXO ve dRPD3 genlerinin eriskin disi D. melanogaster’da
dijital ifade profili (TBtools programu ile yapilmistir.)

4.4.3. dsir2, dFOXO ve dRPD3 Genlerinin Larval D. melanogaster’da Dijital ifade
Profilleri

Larval donemde dsir2 geni tiim doku ve organlarda ortalama degerlere sahipken bu
degerler igerisinde en yiiksek ifade miktar1 yag dokuya aittir. dFOXO geni i¢in de dsir2
geninde oldugu gibi en yiiksek ifade yag dokudadir. Bu iki genden farkli olarak larval
donemde dRPD3 geni en yiiksek ifadesi beyinde gozlemlenmistir. Genlere ait larval
donemde dijital ifade profili Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Yag dokusu ozellikle boceklerde ve farkli eklem bacaklilarda bulunan doku
tiirlerinden biridir. D. melanogaster’da yag dokusu farkli viicut bolimlerine yayilmigtir
ve birgok isleve sahiptir. Enerji depolama, hareket, besin algilanmasi, homeostazin
saglanmasi ve bagisiklik tepkilerinin verilmesi D. melanogaster’da rapor edilmis yag
dokusu fonksiyonlarindandir. Yag dokusu biiyiime ve gelisme icin diger dokularla da
etkilesime girer ve gelisim donemlerinin farkli agsamalari, farkli gevresel kosullar altinda

metabolik siireglerin koordinasyonunu saglamaktadir (Zheng vd., 2016).
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Sekil 4.7. dsir2, dFOXO ve dRPD3 genlerinin larval D. melanogaster’da dijital
ifade profili (TBtools programu ile yapilmistir.)
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5. SONUC VE ONERILER

Yaglanma biyolojik bir siiregtir. Ancak yaslanirken daha az kronik hastalik ve
saglik sorunuyla yaslanmak yani kaliteli yaglanmak da miimkiindiir. Canlilar yaslanirken
tiim sistemleri bu biyolojik siiregten etkilenmektedir. Biyolojik siireclerin merkezinde ise
hiicreler yer alir ve degisiklikler hiicre diizeyinde baslamaktadir. Hiicresel yaslanma
senesens ile ifade edilir ve senesens geciren hiicreler senesent hiicrelerdir. Senesent
hiicreler normal fizyolojik siirecteki hiicrelerden hem fizyolojik ve hem de morfolojik
olarak farkliliklara sahiptir. Farkliliklar bu hiicrelerin yeni nesil ilaglar olan senolitiklerce
taninmasi agisindan 6nemlidir (Wissler Gerdes vd., 2020).

Senolitikler heniiz yeni bir arastirma alani olmasina ragmen bu alanda yapilan pek
cok caligma bulunmaktadir. Yaglanma ve yaslanma biyolojisi alanlara senolitiklerin
katki sundugu pek cok ¢alisma bulunmaktadir. Bu calismalarda fareler, solucanlar ve
sinekler gibi farkli deney hayvanlari ve hiicre hatlariyla ¢calismalar bulunmaktadir. Bu tez
calismasi kapsaminda meyve sinegi olarak bilinen D. melanogaster kullanilmis ve dogal
bir senolitik madde olan fisetin organizmanin biiyiime ortamina eklenmistir. Fisetinin
insanlarda da bulunan D. melanogaster homologlari ve yaslanmayla iliskili tespit edilmis
dsir2, dFOXO, dRPD3 genleri iizerindeki etkisi organizmaninin yasam siiresince farkl
giinlerde incelenmistir.

Genlerin Rt-qPCR yo6ntemi ile ekspresyon analizleri sonucunda fisetinin dsir2 geni
tizerinde artan dozunun gen ifadesini arttirict yonde etki ettigi goriilmiistiir. Ancak
dFOXO ve dRPD3 genleri iizerinde fisetinin bdyle bir etkisi agik¢a goriilememistir.
Fisetinin standart besiyerine toz halde direkt olarak eklenmesinin ya da uygulanan fisetin
dozunun yetersiz kalmasiin ¢alismadan beklenilen sonuglar lizerinde etkisi olabilecegi
diisiiniilmektedir. Lipozomal formda fisetin uygulamasi ile yapilacak ¢aligmalar daha
belirgin sonuglar elde etmeye yardimci olabilir. dFOXO geninin spesifik olarak sinek
kasinda ifade edildigi bilinmektedir, ancak bu tez ¢alismasinda total RNA izolasyonu
yapilarak gen ifade analizleri yapilmistir. Bu durum, uygulama gruplar1 arasinda belirgin
farkliliklarin olusmasini engellemis olabilir. dFOXO geninin fisetine karsi aktivitesindeki
olas1 degisimi gdrmek amaciyla sinek kaslarindan bir RNA izolasyonu planlanarak yeni
bir deney setinin olusturulmasi planlanabilir. dRPD3 geninin ifadesinin azalmasi
yaslanmay1 geciktirmektedir. Senolitik bir bilesik olan fisetin, bizim ¢alismamizda bu

genin ifadesinde bir azalisa sebep olmamustir.
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Tez c¢alismasinda ifadeleri RT-qPCR yontemiyle analiz edilen genlerin aym
zamanda protein diizeyinde iligkileri ve dijital ifade profilleri de incelenmistir. Bu
incelemeler ¢esitli yazilimlar ve programlar yardimiyla gerceklestirilmistir. Protein-
protein etkilesimlerine bakildiginda dsir2, dFOXO ve dRPD3 proteinlerinin her tigliniin
de nej, HDAC6, HDAC4, Gcn5 proteinleriyle etkilesimde oldugu goriilmistiir. Dijital
ifade profili analizinde ise genlerin D. melanogaster’in farkli doku ve organlarinda dsir2,
dFOXO ve dRPD3 genlerinin erkek, disi ve larval donemdeki ifadeleri incelenmistir. Bu
analiz sonucunda dsir2 geninin erigkin donemlerdeki ifadesinin larval doneme gore daha
yiiksek oldugu gorilmiistiir.

Fisetin bir senolitik olarak farkli dozlar1 ile D. melanogaster ‘da dsir2, dFOXO ve
dRPD3 genlerinin aktivitesi lizerinde etkisiyle daha 6nce ¢alisiimamistir. Calismamiz bu
anlamda bir ilk olsa da bu alanda daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag vardir. dRPD3 geninin D.
melanogaster fizyolojisi igerisinde etkisi dsir2 ve dFOXO genlerine kiyasla daha az
bilinmektedir ve bu gen iizerinde ¢ok daha az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu sebeple
genlerin birbirleriyle iligkisinin daha detayli olarak aydinlatilmasi fisetin ve fisetine
benzer senolitiklerin genlerin aktivitesi tizerinde ne gibi degisimlere sebep olduklar1 daha
fazla arastirilmalidir.

Yash niifusun hizla artmasiyla yaslanmayla beraber goriilen kronik hastaliklarin
goriilme siklig1 da paralel olarak artis gdstermektedir. Ulkeler i¢in bu durum ciddi bir
ekonomik yiik olusturmaktadir. Hizla artan yasl niifusun ve bireylerin bir ve birden fazla
kronik hastaliga sahip olmasinin saglik sektorii agisindan da yillar igerisinde daha da artan
bir sorun haline gelecegi diisiiniilmektedir. Bu sebeple yaslanma ve yaslanma biyolojisi
kapsaminda ¢alismalar arttirilmali, bu alandaki ¢alismalar detaylandirilmali ve ¢6ziim
onerileri gelistirilmelidir. Bu kapsamda senesense ugramis hiicrelerin ortadan
kaldirilmas: yeni ve umut verici bir hedeftir. Senolitiklerin etki mekanizmalarinin
aydinlatilmasi, mekanizma ve yolaklardaki molekiillerin gorevlerinin agiga c¢ikarilmasi,
farkli hastalik gruplar1 icin potansiyel tedavi yontemlerini olusturabilecektir. Tez
caligmas1 kapsaminda dogal bir flovanoid olan fisetin senolitiginin kullanmasi da, bu
bilesigin hali hazirda bircok meyve sebzede bulunmasindan dolay1 6nemlidir. Dasatinib
gibi senolitik ilaclar yerine fisetin gibi besin destegi olarak da kullanilabilecek senolitikler
insan sagligr acisindan faydalari ve smirli yan etkileri agisindan daha degerli
goriilmektedir. Senolitiklerin genler ve metabolizma iizerindeki etkileri ile ilgili
caligmalarin detaylandirilmasiyla yiiksek oranda 6liim sebeplerinden olan yaslanmanin

geciktirilmesi, yaslanmayla birlikte goriilen hastaliklarin semptom ve seyrinin
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hafifletilerek bireylerin yagam kalitelerinin arttirilmast, yasl niifusun ekonomik ytikiiniin

azaltilmasi gibi konularda insanliga faydali sonuglar alinacag: diistiniilmektedir.
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