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ANTIHISTAMINIK ILACLARIN DROSOPHILA MELANOGASTER
GELISIiMI UZERINE ETKISI

OZET

Antihistaminiklerin canli gelisimi iizerine etkileri uzun zamandir mercek altina
alinan bir konudur. Loratadin (Etil-4-(8-kloro-5,6-dihidro-11H-benzol[5,6]siklohepta
[1,2b] piridin-11-ylidene)-1-piperidinkarboksilat) 2. kusak antihistaminik ila¢ etken
maddelerindendir ve giliniimiizde alerjik cilt hastaliklari, 6zellikle atopik ekzema,
akut nezlesi, kurdesen, gbz alerjisi, saman nezlesi gibi alerjik hastaliklarin
tedavisinde siklikla kullanilmaktadir insan basta olmak iizere genel anlamda da
canlilarin maruz kaldig1 etkenlerin canlilar iizerine herhangi bir etkisinin olup
olmadiginin anlasilmasinda ¢esitli arastirma yontemleri kullanilir. Burada genel
olarak maruziyet sekli dikkate alinarak bu yontemler belirlenir. Ancak secilen hiicre
hatlar1 ya da model organizma tiiriine gore de farkli yontemler kullanilabilir. Canli
viicuduna farkli sekilde niifuz edebilen maddeler icin, niifuz etme seklinden farkl
olarak beslenme seklinde de uygulamalar yapilabilir. Yapilan c¢alismalarda, bu
maddelerin organizmanin gelisim evrelerine etkisinin olup olmadigir da arastirma
konularindandir. Ayni zamanda uzun siireli maruz kalinan etkenlerle calisilirken
kronik uygulamalar da yapilir. Diger yandan, ¢aligmalarla bu maddelerin nesiller
boyu etkilerinin olup olmadig1 da arastirma konularindandir. Yapilan bu arastirmada
da, kullanimi ile insan viicuduna niifuz eden, kisiye bagli olarak uzun siireli
kullanim1 s6z konusu olan, antihistaminik ilag etken maddesi loratadinin Drosophila
melanogaster’in besin ortami vasitasiyla maruziyeti saglanarak F1 ve F2 nesillerinde
gelisim siirecleri ve davraniglari iizerine etkisinin olup olmadig1 arastirilmasi
amagclanmistir.

Drosophila melanogaster igin 250 mL cam siselerde besi yerleri hazirlandi. Ergin
bireylerin toplanmasi i¢in kiiltiir siselerinde g¢aprazlamalar yapildi ve deney ig¢in
kullanilacak olan stoklar olusturuldu. Olusturulan stok Drosophila melanogaster’ler
ayr kiiltlir siselerinde muhafaza edildi. Loratadin etken maddesinin esik degerinin
belirlenmesi igin Diinya Saghk Orgiitii’niin sivrisinekler igin ©nerdigi metod
uygulanmistir. Bunun i¢in, 50 mL standart besiyeri i¢ine farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan etken maddeden 1 mL ilave edilmistir. 24 saat bekledikten sonra 6len ve
canli kalan birey sayilart not edilmis ve Oliim yiizdeleri hesaplanmistir. Bu
islemlerden sonra, deneyde kullanacak dozlar 25, 50 ve 100 pg/mL olarak
belirlenmstir. Deney diizenekleri, 4,5 gram kuru Drosophila hazir besiyerine,
belirlenen konsantrasyonlar olacak sekilde hazirlanan 9 mL Loratadin (LOR) etken
madde eklenerek olusturulmustur.

Etken maddenin metamorfoz siiresine etkisini gézlemlemek i¢in 20 disi ve 20 erkek
caprazlanarak yumurta, larva, pupa ve ergin sineklerin ilk olarak ortaya ciktiklar1 giin
kaydedilmistir. F1 nesline ait metamorfoz siireleri kontrol ve deney gruplari arasinda
karsilastirilmistir. F1 neslinden elde edilen ergin bireyler ise etken madde igcermeyen
besiyerlerine aktarilarak F» nesli elde edilmis ve gozlemler F2 neslinde de
kaydedilmistir. Diger yandan larvalara madde uygulamasi yapilmasi i¢in erkek ve

XXi



disi bireyler caprazlanarak ayni yasta larvalar elde edilmistir. Gelisen ayni evredeki
larvalara test maddesi uygulanarak pupalagsmayan larva, ergin hale gecemeyen pupa
ve gelisimini tamamlamayan bireyler sayilip not edilmistir. Ergin bireylerin stereo
mikroskop altinda fenotipleri incelenerek not edilmis ve siseden uzaklastirilmistir.
Larva hareketinin Ol¢ciimi i¢in %2’lik agarla kaplanmig petriler kullanilmistir.
Petrinin ortasimna konulan bir adet larvanin bir dakika siiresince kat ettigi mesafe
milimetrik kagit ile Ol¢iilmiistir. Her konsantrasyonda 30 larva hareketine
bakilmistir. Test maddesinin negatif jeotaksis lizerine etkisine bakmak i¢in dikey bos
bir cam siseye 20 sinek aktarilmistir. Sise, kagit destesinin iizerine vurularak
sineklerin sisenin tabanina inmesi saglanmistir. Daha sonra 10 saniyede 10 cm
yiiksekligi gecen bireyler kaydedilmistir. Pupa pozisyon Ol¢limii {izerine etkisi i¢in
ise larvalarin besin yiizeyinden pupa bolgesine kadar kat ettigi mesafe olclilmiistiir.
Bunlarin yaninda, ergin sineklerin, stereo mikroskop altinda, morfolojileri incelenmis
ve gozlenen anomaliler F1 ve F2 nesli i¢in not edilmistir. Bu calismada ayrica,
loratadin etken maddesinin esey oranina etkisi de incelenmistir.

LOR igeren besiyerlerinde gelisen sineklerde c¢esitli morfolojik anormallikler
gbzlenmistir. Bunlar kivrik kanatlilik, piiskiil kanatlilik, mizrak kanathilik ile birlikte
kanat korelmesi seklindeki fenotipik bozukluklardir. F1 ve F2 nesli incelendiginde 50
png/mL ve 100 pg/mL dozlarinda normal birey sayisinda istatistiksel olarak anlamli
azalma bulunmustur. Larvadan pupaya ge¢is oranlari incelendiginde kontrol grubu
ve 25 ug/mL doz uygulanan larvalarin %100’{iniin pupa olusturabildigi, 50 pg/mL
uygulanan larvalarin %94 tiniin pupa olusturabildigi, 100 pg/mL doz uygulanan
larvalarin ise %86’sinin pupa olusturabildigi gozlemlenmistir. 50 pug/mL ve 100
pug/mL doz uygulanan larvalarin diger gruplara gore pupa basarisinin azaldigi
gozlemlense de, bu azalma anlamli bulunmamistir. Pupadan ergine gecis oranlar
incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla deney gruplariin ergin sayilarinda azalma
oldugu gozlemlenmistir. Yine bu farklilik anlamli bulunmamistir. Larva hareketi
6l¢iimii incelendiginde 25 pg/mL ve 50 pg/mL dozlarinda LOR uygulamasi kontrol
grubuna kiyasla larva hareketinde yavaslama olsa da istatistiksel olarak anlamli bir
azalmaya neden olmamistir. 100 pg/mL doz LOR uygulamas: ise kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir azalmaya neden olmustur. Literatiirde, farkli canli gruplarinda,
antihistaminik ila¢ etken maddelerinin davranis iizerine etkisinin olup olmadiginin
arastirildig1 birka¢ davranmigsal toksisite ¢alismasi yer almaktadir. Bu ¢alismalarda
bizim arastirmamizdakilerden farkli sonuclar elde edenler oldugu gibi benzer
sonuclar elde edenler de vardir. Yanai ve arkadaslart (1999), gen¢ erkek
gontlliilerde histamin HI reseptor dolulugu ve antihistaminik uygulamasindan sonra
doksepin ( H1 antagonisti) incelenmistir. Ayn1 zamanda H1 reseptorii nakavt edilmis
farelerin  davranislar1  gozlemlenmistir. Bu c¢alisma sonucunda farelerde
antihistaminiklerin ciddi bir etki gostermedigi ancak insanlarda birincil nesil
antihistaminiklerin Onerilen dozlarda alinmasindan sonra biligsel performansin
bozuldugunu aciklamislardir. Bizim c¢alismamizda Ozellikle hareketlerdeki
yavaslama genotoksik etkinin yaninda sedasyon etkiden dolay1 da olabilir. Zhdanov
ve arkadaslar1 (2023), birinci nesil antihistaminik ila¢ olan kloropiramin ve ikincil
nesil ilag olan loratadin ve setirizinin yetigkin zebra balig1 davranisi iizerine etkilerini
incelemislerdir. Ug ilag¢ da zebra baligi lokomotor aktivitesini 6nemli &lciide
degistirmis, kat edilen mesafeyi ve ortalama hizi arttigim1 belirtmislerdir. Bizim
calismamizda ise bu ¢alismanin aksine LOR etken maddesi Drosophila
melanogaster’in ozellikle yiiksek dozlarda kat edilen mesafeyi ve ortalama hizini
azaltmistir. MgO ile yapilan calismada bizim caligmamizin sonucglarina benzer
sekilde magnezyum oksitin yiiksek dozlarinda (10 mM) larvalarin daha ¢ok besin
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ylizeyine yakin yerlerde pupa olusturduklarini tespit etmislerdir. Bu etkinin nedeni
olarak magnezyum oksitin D. melanogaster enerji metabolizmasina negatif etkisi
oldugunu agiklamislardir. Bizim ¢alismamizda da besin yiizeyine yakin yerlere pupa
olusturan larvalarin enerji metabolizmasinin yavaslamasindan dolay1 olabilir.
Loratadin etken maddesinin, uygulanan dozlar dikkate alindiginda, belirli dozlarda
(50 ve 100 ng/mL) Drosophila melanogaster’in gelisimini olumsuz yonde etkiledigi
gbzlemlenmistir. Sonuglar incelendiginde Fi1 neslinde metamorfoz siirecindeki
gecikme 50 ve 100 pg/mL’lik dozlarda 3. instar, 2. evreden itibaren gozlenmeye
baslarken 25 pg/mL dozda sadece ergin forma gegis siirecinde gozlenmistir. F»
neslinde ise sadece 50 ve 100 pg/mL’lik dozlarda ve ergin forma gegis siirecinde
degisiklik gortilmektedir. Metamorfoz siirecindeki bu gecikmeler nedeniyle, LOR’in
gelisimsel genler ya da bu genlerin isleyisi lizerindeki birtakim etkileri nedeni ile
gelisimlerini olumsuz yonde etkilemis olabilecegi diisiiniilmektedir. F2> neslindeki
etkinin F1 nesline gore daha az olmasmin nedeni, deney siirecinde, LOR etken
maddesine ebeveynlerin maruz kalmasi ve bu nedenle F1 neslinin bu etkene daha
fazla muruz kalmasi, F2 neslinin dogrudan etken madde ile maruziyet yasamamasi
gosterilebilir. Benzer bir yontemle yapilan calismada asetil salisilik asit ve
asetaldehitin Drosophila melanogaster’in F» neslinde Fi’e goére metamorfoz
siirecinde gecikmenin daha az oldugunu agiklamiglardir. Bunun nedeni olarak
asetilsalisilik asitin toksik etkisi F2 neslinde devam etmedigini belirtmislerdir. Ayni
zamanda sadece asetaldehit uygulanan bireylerin F> neslinde de metamorfoz
stiresinin geciktigini tespit etmislerdir. Bu gecikmenin nedeni olarak asetaldahetin
genlerin isleyisi tlizerinde olumsuz etkiye neden oldugunu agiklamislardir.
Antidepresan ilaclarla yapilan bir bagka calismada sadece belirli dozlarda etki
gosteren sertralin, larvalarin pupaya gecis siiresini uzattigini tespit etmislerdir.
Uygulanan maddenin larva govdesi iginde yer alan imajinal diskleri olumsuz
etkileyerek cesitli morfolojik ve fizyolojik bozukluga neden olmasindan dolay1 bu
gecisi uzattigim1 agiklamiglardir. Aynm1 zamanda c¢esitli antidepresan etken madde
uygulamalar1 D. melanogaster’de serotonin hormonu {iretimini  uyarmis
olabilecegini, bunun sonucunda gelisimsel gecikmeye neden olabilecegini
aciklamiglardir. Bizim ¢alismamizda da gozlenen gecikme benzer nedenlerden dolay1
olabilir. Drosophila melanogaster {izerinde yapilan baska bir ¢alisma sonucunda,
nanopartikiil olan magnezyum oksit (MgO)’in pupa olusturma ve pupadan ¢ikis
basarisinda azalmaya yol acarak olumsuz etkilere neden oldugunu agiklamislardir.
Bu c¢aligmaya benzer sekilde bizim ¢alismamizda da LOR etken maddesinin, 50
pg/mL ve 100 pg/mL dozlarinda pupa olusturmada ve biitiin dozlarda pupa ¢ikis
basarisinda azalmaya yol agtig1 gorlilmiistiir. Ancak bu azalma istatistiksel olarak
anlamli degildir. Bu nedenle LOR etken maddesinin bu kriterler bakimindan anlamli
bir etki yaptig1 sdylenemez. Ayni1 zamanda karsinojenite ve genotoksisite {izerine de
yapilmis bir ¢aligma bulunmamaktadir. Ancak ila¢ piyasaya siiriiliirken elde edilen
raporlar incelendiginde ratlarda, farelerde ve insan periferal lenfositlerinde negatif
sonu¢ verdigi belirtilmistir. Incelenen baska raporlarda fare ve ratlarda karaciger
tiimdrlerinde yapilan uzun donem karsinojenite ¢caligmalarinda ilag etken maddesinin
karsinojenik etkisinin oldugu sonucuna varilmistir. Bizim ¢alismamizda da LOR’in
belirli dozlarda, Drosophila melanogaster gelisimini olumsuz yonde etkiledigi
sonucuna varilmistir. Diger yandan, kanat yapilarinda morfolojik anormalliklere
neden oldugu icin LOR’in Drosophila melanogaster {izerinde, ayni zamanda,
genotoksik etkisinin olabilecegi de degerlendirilmektedir. iki siilfonamid bilesiginin
Drosophila melanogaster iizerinde teratojenik degerlendirilmesi yapilmistir. Yapilan
bu calismada bizim calismamizin sonuglarina benzer sekilde madde igeren
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besiyerinde gelisen bireylerde kivrik kanatlilik, mizrak kanatlilik anormallikleri
tespit etmislerdir. Bunun nedeni olarak oncelikle iki siilfonamid bilesigi igeren
besiyerinde gelisimini tamamlayan bireylerin uygulanan doz azaldik¢a birey
sayisinda azalma meydana geldigi ve bu bilesigin birey gelisimine olumsuz etki
ettigini aciklamiglardir. Bu olumsuz etki kanat yapisinda fenotipik anormallik
oranina da yansimistir. Bizim c¢alismamizda da goézlenen anormallikler bireyin
normal gelisimine olumsuz etki ettigi i¢in kanat yapisinda degisiklik meydana
getirmesinden dolay1 olabilir. Sonug olarak; bu ¢alismada kullanilan loratadin etken
maddesinin, 0&zellikle uygulamada kullanilan yiiksek dozlarmin, Drosophila
melanogaster gelisimi ve davranisi iizerine olumsuz etkilerinin oldugu sdylenebilir.
LOR etken maddesinin Drosophila melanogaster iizerine etkisinin olup olmadigina
dair literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma, loratadinin
Drosophila melanogaster {izerine canli gelisimi ve davranislari tizerine yapilmis ilk
calisma olmas1 nedeniyle, ileride yapilacak olan diger ¢aligmalara kaynak olusturma
niteligindedir. Ancak loratadin ve benzeri antihistaminik ila¢ etken maddelerinin
canlilar iizerine toksik ve davranissal etkilerinin tam olarak ortaya ¢ikarilmasi icin
baska model organizmalar bagta olmak {izere degisik hiicre hatlar1 ve canli gruplari
ile ve de farkli metodlar ile daha fazla ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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THE EFFECTS OF ANTIHISTAMIC DRUGS ON DROSOPHILA
MELANOGASTER DEVELOPMENT

SUMMARY

The effects of antihistamines on organismal development have long been under
scrutiny. Loratadine (Ethyl-4-(8-chloro-5,6-dihydro-11H-
benzo[5,6]cyclohepta[1,2b]pyridin-11-ylidene)-1-piperidinecarboxylate) It is one of
the 2nd generation antihistamine drug active ingredients and is frequently used in the
treatment of allergic skin diseases, especially allergic diseases such as atopic eczema,
acute rhinitis, hives, eye allergy, hay fever. Various research methods are used to
understand whether the factors that living things, especially humans, are exposed to
in general, have any effect on living things. Here, these methods are generally
determined by considering the type of exposure. However, different methods can
also be used depending on the type of cell lines or model organism selected. For
substances that can penetrate the living body in different ways, applications can also
be made in the form of nutrition, unlike the way of penetration. In the studies
conducted, whether these substances have an effect on the developmental stages of
the organism is also one of the research topics. At the same time, chronic
applications are also made when working with long-term exposure factors. On the
other hand, studies also investigate whether these substances have effects across
generations. In this study, it was aimed to investigate whether the antihistamine drug
active ingredient loratadine, which penetrates into the human body with its use and
has long-term use depending on the person, has an effect on the developmental
processes and behaviors of F1 and F. generations of Drosophila melanogaster by
providing exposure through the food environment.

Media were prepared for Drosophila melanogaster in 250 mL glass bottles. Crosses
were made in the culture bottles to collect adult individuals and the stocks to be used
for the experiment were created. The stock Drosophila melanogaster were kept in
separate culture bottles. The method recommended by the World Health
Organization for mosquitoes was applied to determine the threshold value of the
active substance loratadine. For this, 1 mL of the active substance prepared at
different concentrations was added to 50 mL of standard medium. After 24 hours, the
number of individuals that died and survived was noted and the percentage of
mortality was calculated. After these procedures, the doses to be used in the
experiment were determined as 25, 50 and 100 pg/mL. The experimental setups were
constructed by adding 9 mL of Loratadine (LOR) to 4,5 grams of dry Drosophila
prepared medium.

In order to observe the effect of the active substance on metamorphosis time, 20
females and 20 males were crossed and the day of first emergence of eggs, larvae,
pupae and adult flies was recorded. The metamorphosis times of the F1 generation
were compared between the control and experimental groups. The adult individuals
obtained from the F1 generation were transferred to medium without active substance
and the F» generation was obtained and observations were recorded in the F»
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generation. On the other hand, male and female individuals were crossed and larvae
of the same age were obtained for substance application to larvae. The test substance
was applied to the larvae at the same stage of development and the larvae that did not
pupate, pupae that did not become adults and individuals that did not complete their
development were counted and noted. The phenotypes of adult individuals were
examined and noted under a stereo microscope and removed from the vial. Petri
dishes coated with 2% agar were used to measure larval movement. The distance
traveled by one larva placed in the center of the petri dish for one minute was
measured with millimeter paper. For each concentration, 30 larval movements were
observed. To look at the effect of the test substance on negative geotaxis, 20 flies
were transferred into a vertical empty glass bottle. The bottle was tapped on a stack
of paper, causing the flies to land on the bottom of the bottle. Individuals crossing a
height of 10 cm in 10 seconds were then recorded. For the effect on pupal position
measurement, the distance traveled by the larvae from the food surface to the pupal
area was measured. In addition, the morphology of adult flies was examined under a
stereo microscope and the anomalies observed were noted for the Fi1 and F
generations. In this study, the effect of the active ingredient loratadine on sex ratio
was also examined.

Various morphological abnormalities were observed in flies growing on LOR-
containing media. These phenotypic abnormalities were curled wingedness, tassel
wingedness, spear wingedness and wing atrophy. When the F; and F. generations
were examined, a statistically significant decrease in the number of normal
individuals was found at doses of 50 ug/mL and 100 pg/mL. When the larval to
pupal transition rates were examined, it was observed that 100% of the larvae in the
control group and 25 pg/mL doses were able to pupate, 94% of the larvae in 50
pg/mL doses were able to pupate, and 86% of the larvae in 100 pg/mL doses were
able to pupate. Although 50 pg/mL and 100 pg/mL doses decreased the pupation
success of the larvae compared to the other groups, this decrease was not significant.
When the pupal-to-adult transition rates were analyzed, it was observed that there
was a decrease in the number of adults in the experimental groups compared to the
control group. Again, this difference was not significant. When larval movement
measurements were analyzed, LOR application at 25 pg/mL and 50 pg/mL doses
caused a slowdown in larval movement compared to the control group, but did not
cause a statistically significant decrease. The 100 pg/mL dose of LOR caused a
significant decrease compared to the control group. In the literature, there are several
behavioral toxicity studies investigating the effect of antihistamine active ingredients
on behavior in different species. In these studies, there are those who obtained
different results from our study as well as those who obtained similar results. Yanai
et al. (1999) examined histamine H1 receptor occupancy in young male volunteers
and doxepin (H1 antagonist) after antihistamine administration. At the same time, the
behavior of H1 receptor knockout mice was observed. As a result of this study, they
explained that antihistamines did not show a serious effect in mice, but in humans,
cognitive performance deteriorated after taking primary generation antihistamines at
recommended doses. In our study, especially the slowing of movements may be due
to sedation effect as well as genotoxic effect. Zhdanov et al. (2023) examined the
effects of chloropyramine, a first generation antihistamine drug, and loratadine and
cetirizine, a second generation drug, on the behavior of adult zebrafish. All three
drugs significantly changed the locomotor activity of zebrafish and increased the
distance traveled and average speed. In our study, in contrast to this study, the active
substance LOR decreased the distance traveled and average speed of Drosophila
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melanogaster, especially at high doses. In the study with MgO, similar to the results
of our study, it was determined that at high doses of magnesium oxide (10 mM),
larvae formed pupae closer to the food surface. They explained this effect as the
negative effect of magnesium oxide on D. melanogaster energy metabolism. In our
study, it may be due to the slowing down of the energy metabolism of the larvae
pupating close to the food surface. Considering the doses applied, it was observed
that the active substance loratadine negatively affected the development of
Drosophila melanogaster at certain doses (50 and 100 pg/mL). When the results
were examined, the delay in the metamorphosis process in the F1 generation started
to be observed from the 3rd instar, 2nd stage at doses of 50 and 100 pg/mL, while it
was observed only during the transition to adult form at 25 pg/mL dose. In the F2
generation, changes were observed only at doses of 50 and 100 pg/mL and during
the transition to adult form. Due to these delays in the metamorphosis process, it is
thought that LOR may have negatively affected their development due to some
effects on developmental genes or the functioning of these genes. The reason why
the effect in the F, generation was less than in the F1 generation may be due to the
fact that the parents were exposed to the LOR agent during the experimental process
and therefore the Fi1 generation was more exposed to this agent, while the F2
generation was not directly exposed to the agent. In a study conducted with a similar
method, they explained that acetylsalicylic acid and acetaldehyde delayed the
metamorphosis process less in the F, generation of Drosophila melanogaster
compared to Fi. They stated that the toxic effect of acetylsalicylic acid did not
continue in the F> generation. At the same time, they determined that the
metamorphosis period was delayed in the F2 generation of individuals treated with
acetaldehyde only. They explained that the reason for this delay was the negative
effect of acetaldehyde on the functioning of genes. In another study with
antidepressant drugs, they found that sertraline, which only acts at certain doses,
prolonged the pupation time of the larvae. They explained that the administered
substance prolonged this transition due to the fact that it caused various
morphological and physiological disorders by negatively affecting the imaginal discs
in the larval body. They also explained that the application of various antidepressant
agents may have stimulated the production of serotonin hormone in D. melanogaster,
which may cause developmental delay. The delay observed in our study may be due
to similar reasons. As a result of another study on Drosophila melanogaster, they
explained that magnesium oxide (MgO), a nanoparticle, caused negative effects by
causing a decrease in pupation and pupal emergence success. Similar to this study, in
our study, it was observed that the LOR active ingredient caused a decrease in pupal
formation at doses of 50 pg/mL and 100 pg/mL and in pupal emergence success at
all doses. However, this decrease was not statistically significant. Therefore, it
cannot be said that the LOR active substance has a significant effect in terms of these
criteria. There are also no studies on carcinogenicity and genotoxicity. However,
when the reports obtained while the drug was on the market were examined, it was
stated that it gave negative results in rats, mice and human peripheral lymphocytes.
In other reports reviewed, it was concluded that the active ingredient of the drug had
a carcinogenic effect in long-term carcinogenicity studies in liver tumors in mice and
rats. In our study, it was concluded that LOR negatively affected the development of
Drosophila melanogaster at certain doses. On the other hand, LOR may also have
genotoxic effects on Drosophila melanogaster as it causes morphological
abnormalities in wing structures. Teratogenic evaluation of two sulfonamide
compounds on Drosophila melanogaster. In this study, similar to the results of our
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study, curled wingedness and spear wingedness abnormalities were detected in
individuals developing in the medium containing the substance. As the reason for
this, they explained that the number of individuals that completed their development
in the medium containing two sulfonamide compounds decreased as the dose applied
decreased and this compound had a negative effect on the development of
individuals. This negative effect was also reflected in the phenotypic abnormality
rate in the wing structure. The abnormalities observed in our study may be due to the
changes in the wing structure as it has a negative effect on the normal development
of the individual. In conclusion, it can be said that the active substance loratadine
used in this study, especially the high doses used in the application, has negative
effects on Drosophila melanogaster development and behavior. There is no study in
the literature on whether the active substance LOR has any effect on Drosophila
melanogaster. Since this study is the first study on the effects of loratadine on the
development and behavior of Drosophila melanogaster, it is a source for other
studies to be conducted in the future. However, in order to fully reveal the toxic and
behavioral effects of loratadine and similar antihistamine drug active ingredients on
living organisms, further studies should be carried out with different cell lines and
living groups, especially with other model organisms and with different methods.
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1. GIRIS

Histamin 1911 yilinda kesfedilmis ve o zamandan beri alerjik hastaliklarda ve
reaksiyonlarda ¢ok onemli rol oynadigi bilinmektedir. Giinlimiizde bu hastaliklarin
tedavisinde antihistaminik ilaglar ¢ok fazla kullanilmaktadir (Bachert, 1998; Inal ve
Altintag, 2005).

Ust solunum yolumuzda bulunan mukoza tabakasinda antijen iireten cesitli hiicreler
bulunmaktadir. Bunlar APC olarak adlandirilir ve monosit, makrofaj, dentritik, B
hiicreler gibi cesitleri vardir. Immiinolojik cevabi olusturan en onemli hiicre
dentritiktir. Solunum yolunda karsilagilan antijenler APC hiicreleri tarafindan alinip T
lenfositlerine sunulurlar. Atopik kisilerde IL-4 bulunmasi durumunda, native T
lenfositleri Th2 formuna doniismektedir. Gorevi IL-4 ve IL-13 gibi sitokin ¢esitlerini
salgilamaktir.  Sitokinler ise B lenfositlerinden IgE sentezi yapmaktadir. Ayni
zamanda B lenfositte bulunan IgM’yi IgE’ye doniismesine zorlarlar. IgE mast
hiicrelerinin yiizeyinde bulunan reseptdre baglanir. Mast hiicresi duyarlanir. Antijenle
tekrar karsilasildiginda mast hiicrelerine degraniilasyon sinyali verilir. Daha sonra bu
hiicrelerden histamin gibi inflamatuvar mediyatorler salgilanir ve kasinti, hapsirma
gibi alerjik reaksiyonlar olusur. Bu reaksiyonun erken fazidir. Ge¢ fazda eozinofil,
bazofil gibi hiicreler ve bunlarin salgiladiklar: ¢esitli sitokinler gérev almaktadir.
Bunlar, IL-5, eozinofil katyonik protein (ECP) gibi maddelerdir. Erken fazda oldugu
gibi mast hiicresi duyarlanir. Daha sonra Th2 hiicrelerinden sitokin salgilanir ve artan
ekspresyon nedeniyle eozinofiller damar disina ¢ikip enflamasyon bolgesine gog
ederler. IL-4’e cevap olarak TNF-a iiretilir. Bu maddeler VCAM-1 molekiiliiniin
ekspresyonunu artirarak l6kositlerin aksivasyonuna neden olur. Sonug¢ olarak nazal
konjesyon, nazobrangiyal gibi ge¢ faz reaksiyonunun semptomlar1 olusur (NIH,

2023). Sekil 1.1°de sematik olarak alerjik rinitin patofizyolojisi gdsterilmektedir.
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Sekil 1.1. Alerjik rinitin patofizyolojisi (NIH, 2023).

Alerji terimi, “herhangi bir zarara sebep olmayan ancak bazi maddelerin bireylerde
neden oldugu olumsuz etkiler” seklinde tanimlanir. Alerjinin sebep oldugu
hastaliklar, Immunoglobulin E araciligiyla bagisikligm olusturdugu cevap ile 6zdes
alerjen ile karsilagsmalarin tekrar etmesinden dolay1 bazi organda veya organlarda
meydana gelen hastaliklardir (Wahn ve ark., 1997; Arshad ve ark., 2003; Akyol,
2009).

Arn zehiri, ¢esitli tozlar, lateks kaucugu, besinler, mantarlardan ¢ikan sporlar, bitki
polenleri, ampisilin gibi ¢esitli hastaliklarda kullanilan ilaclar ve gida maddeleri
alerjiye neden olabilir. Alerjiye sahip olan bireyler cogunlukla bazi maddelere karsi
hassas olurlar (Topuz, 2001; Kadikdylii, 2007). Alerjinin sebep oldugu hastaliklarin
kaynag1 cevresel etkenler ve genetik faktorlerdir. Bu hastaliklara bronsit, saman
nezlesi, atopik ekzema Ornek verilebilir (Akyol, 2009). Bu hastaliklar giiniimiizde
cok yaygin oldugu i¢in yasantimizda Onemli bir yere sahiptir. Bundan dolay1
hastaligin olusumuna neden olan alerjenlerin arastirilip 6grenilmesi, tan1 ve tedavi
yontemlerini de gelistirmektedir. Bu alerjenlerin klinik 6nemi, bolgelere gore
farkliliklar gostermektedir. Alerjik test sonuglarinin profesyonel degerlendirilmesi
icin farkli bolgelerdeki alerjenlerin bilinmesi gereklidir. Bunun nedeni alerjen

immiinoterapisinde tedavinin basarisini etkilemesidir. Bundan dolay1 alerjenler ve



bunlarin neden oldugu hastaliklarin ¢ok iyi bilinmesi gereklidir. Tiirkiyede bitki
cesidi ve iklimsel farkliliklar ¢ok fazla oldugu ig¢im alerjenlerin ¢esitliligi ve

yogunlugu fazladir (Kokuludag, 2002).

Son zamanlarda alerjinin neden oldugu hastaliklar sanayilesmis tilkelerde siklikla
rastlandig1 i¢in bir toplum saglig1 sorunu halini olusturmustur (Beasley, 1998; Yildiz
Zeyrek ve Zeyrek, 2006). Alerjinin neden oldugu hastaliklar {iilkeler bazinda
karsilastirildigi zaman gelismekte olan iilkelerin sanayilesmis tilkelere oranla daha
diisiik oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda bu hastaliklarin kentsel bolgelerde goriilme
orani kirsal bolgelere gore daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikmistir (Yemaneberhan ve
ark., 1997; Von Ehrenstein ve ark., 2000; Yildiz Zeyrek ve Zeyrek, 2006).
Sanayilesmis Tllkelerde alerjik hastaliklarin fazla olmasinin nedeni sadece tani
olanaklarinin artis1 ve genetik etkenler olmayip cevresel etkenler, aile yapisi,
parazitlerin neden oldugu hastaliklarin azalmasi, enfeksiyonlarin azalmasi, kisisel
hijyenin artmasi da rol oynamaktadir. Biitiin bunlar bagisiklik sistemine olumsuz etki
ettigi i¢in alerjinin neden oldugu hastaliklarin sikligin1 artirmaktadir (Von Hertzen,

1998; Yildiz Zeyrek ve Zeyrek, 2006).

Ilag, insanlar1 hastaliklardan koruyan, herhangi bir tedavinin diizeltilmesi icin belirli
dozlarda kullanilmakta olan, ¢ogunlukla bir ya da daha fazla madde ile karistirilmis
etken madde igeren iiriin olarak tanimlanir (Ozata ve ark., 2007; Yilmaz ve ark.,
2008). Ilacin kullanimi insanlar iizerinde ¢ok biiyiik éneme sahiptir. Uygun dozlar

kullanildig1 zaman tedaviye olumlu etki verirken, doz asiminda olumsuz yan etkilere

neden olmaktadir (Canbolat, 2007; Y1ilmaz ve ark., 2008).

Yasam kalitesini artirmak ve insan sagligin1 korumak igin icerisinde cesitli etken
madde bulunduran yeni ilaglar piyasaya siirlilmektedir. Cok fazla test yapilmasina
ragmen ilaclarin insanlarda kullanim giivenligi tam anlamiyla belirlenememektedir.
Bundan dolay1 bazi ilaglarin olumsuz yan etkilere ve cesitli saglik sorunlarina yol
actig1 bilinmektedir. Ayn1 zamanda kalitim materyalinde mutasyona neden olan
cesitli ilaglar da vardir. Bu ilaclarin genellikle fetiiste yapisal bozulma yaratma ve
kanser olusturma potansiyeli vardir (Snyder ve Green, 2001; Saygi, 2003; Vural,
2005; Brambilla ve ark, 2009; Kasurka, 2010).

Yapilan pek ¢ok calisma, antihistaminik ilaglarin da diger bir¢ok ilag gibi olumsuz

etkilerinin olabilecegini gostermistir. Bunlar ¢ogunlukla kardiyotoksik ve norolojik



etkilerdir. (Krause, 1992; Ozliioglu ve ark., 1994; Estelle ve Simons, 1999; Saygi,
2003).

Alerjik hastaliklarin tedavisinde ¢ogunlukla antihistaminik ilaglar kullanilmaktadir.
Bunlar H1 reseptorlerine yarismali olarak baglanirlar ve alerjik reaksiyonlarin
engellenmesine yardimci olurlar. Yaygin olarak kullanildigi i¢in, genotoksik etkileri
mercek altina alinmistir. Bu ilaglarla yapilan ¢esitli ¢alismalar sitotoksik, genotoksik
ve karsinojenik etkilere neden olabildigini ortaya ¢ikmistir (Snyder ve Green, 2001,

Brambilla ve ark, 2009; Kasurka, 2010; Brambilla ve ark., 2011).

1.1. Tezin Kapsam

Insanlar ¢evre sartlarina bagli olarak ve 6zellikle beslenme kaynakli olarak farkl
alerjik reaksiyonlar gosterebilmektedirler. Bu alerjilere karsi da farkli antihistaminik
ilaglar kullanilmaktadir. Antihistaminik ilaglarin  kullanimi  her gecen giin
artmaktadir. Antihistaminiklerin canli geligimi lizerine etkileri uzun siiredir arastirilan
bir konudur. Bu calisma loratadin’in (LOR) Drosophila melanogaster gelisimi

tizerine etkilerini kapsamaktadir. Bu tez kapsaminda;
- Besiyeri hazirlama
- Drosophila melanogaster’in ¢aprazlanmasi
- Larva saymmi
- Bayiltma islemi
- Ergin sineklerin toplanmast
- Etken maddenin esik deger tespiti
- Sineklerin mikroskopta incelenmesi
- Larvalara kimyasallarin uygulanmasi
- Davranigsal toksisite testi
- Larva hareketi
- Negatif jeotaksis
- Pupa pozisyon Ol¢limii

yapilacaktir.



1.2, Tezin Amaci

Bu c¢alismanin amaci, alerji tedavisinde siklikla kullanilan, loratadin etken
maddesinin canli gelisimi ve davranisi tlizerine herhangi bir etkisinin olup
olmadiginin model organizma olan Drosophila melanogaster lizerinde arastirmaktir.
Ayrica bu calisma ile literatiirde gozlenen veri agigina destek saglamak ve bu alanda

calisma yapmak isteyen arastirmacilar i¢in referans olusturmak amaclamaistir.

1.3. Literatiir Arastirmasi

Farmosotik bilesikler ila¢ ve etken maddelerin genel adidir. Bu bilesikler bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Son zamanlarda incelenen raporlarda
kozmetik, farmasotik bilesikler gibi bir¢ok maddenin organizma iizerinde perinatal
6liim, tireme sisteminde bozukluklar, ¢esitli anormallikler meydana getirebilecegini

ortaya koymaktadir (Balc1 ve ark., 2010).

Loratadin etken maddesinin Drosophila melanogaster iizerine etkisi ile ilgili daha
once yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Ancak loratadin ile ayn1 grupta
olan antihistaminik ilaglarla ¢alismalar mevcuttur. Antihistaminik ilag olan astezimol
ve promethazine Drosophila melanogaster lizerinde cinsiyete bagl resesif letal
mutasyon testi yapilmistir. Test sonucu incelendiginde bu ilaglarin Drosophila
melanogaster lizerinde herhangi bir etkisi olmadig1 belirtilmistir (Gocke,1996). Aynmi
zamanda loratadin ile ilgili karsinojenite ve genotoksisite bilgilerini iceren fazla bir
calisma da bulunmamaktadir. Bu ¢alismalar ¢ogunlukla ilacin piyasaya siiriiliirken
yapilan arastirmalarla siirli kalmis olup, literatiirde yer almaktadir (NIH, 2023;
FDA, 2023). Raporlar incelendiginde LOR’in farelerde in vivo mikronukleus (MN)
testleri, ratlarda planlanmamis DNA sentezi (UDS), Ames testi ve insan periferal
lenfositlerinde in vitro kromozomal anormallik (KA) tesi yapilmistir ve herhangi bir
olumsuz etki gostermedigi belirtilmistir. Bu c¢alismalarda LOR’in dozlariyla ilgili
herhangi bir bilgi verilmemistir. Cin hamster hiicrelerinde yapilan gen mutasyonu
testinde negatif sonu¢ verdigi, fare lenfoma testinde ise c¢alismada 10 uM
konsantasyonunun pozitif sonu¢ verdigi belirtilmistir. Fare ve ratlarda karaciger
tiimorlerinde yapilan uzun dénem karsinojenite calismalarda ise kg basina 10, 25 ve
40 mg konsatrasyonlar1 kullanilmis ve ilacin karsinojenik etkisinin oldugu sonucuna

varilmigtir (NIH, 2023).



Brambilla ve arkadaslarinin (2011), yaptiklari derleme ¢aligmasinda piyasada
bulunan 70 antihistaminik ilacin genotoksisite ve karsinojenisite analizi yapilmistir.
Bu calismada yer alan ve loratadin grubundan olan bazi antihistaminik ilaglarlar

hakkinda asagidaki sonuglar verilmistir.

Acrivastine; Salmonella typhimurium (S. typhimurium) lizerinde yapilan ames testi,
fare lenfoma hiicresi olan L5178Y iizerinde yapilan gen mutasyon testi, rat kemik
iligi hiicrelerinde yapilan kromozomal anormallikleri testi, fare ve ratlarda yapilan
uzun donem karsinojenisite ¢alismalarinda negatif sonu¢ verdigi belirtilmistir. Ancak
insan lenfosit hiicrelerinde yapilan in vitro kromozomal anormallikleri testinde

pozitif sonug verdigi belirtilmistir (Physicians’ Desk Reference, 2005).

Astezimole; S. typhimurium lizerinde yapilan ames testi, dominant letal testi, fare ve
ratlarda yapilan uzun donem karsinojenisite calismalarinda negatif sonu¢ verdigi
belirtilmistir. Aynt zamanda insan lenfosit hiicrelerinde yapilan in vitro kardes
kromatit degisimi (KKD) testi ve ratlarda yapilan in vivo mikroniikleus testi sonucu
tam olarak belirtilmemistir (Mavournin ve ark., 1990; Tucker ve ark., 1993; Benze ve

ark., 1995; FDA, 2023; NIH, 2023).

Azelastine; S. typhimurium Uzerinde yapilan ames testi, ratlarda UDS testi, fare
lenfoma hiicrelerinde yapilan gen mutasyon testi, farelerde yapilan in vivo
mikroniikleus testi, ratlarda yapilan in vivo kromozomal anormallikleri testi, fare ve
ratlarda yapilan uzun doénem karsinojenisite ¢aligmalarinda negatif sonuclar elde

edilmistir (FDA, 2023).

Cetirizine; S. typhimurium tlizerinde yapilan ames testi, fare lenfoma hiicrelerinde
yapilan gen mutasyon testi, insan lenfosit hiicrelerinde yapilan in vitro kromozomal
anormallikleri testi, ratlarda yapilan in vivo mikroniikleus testi, ratlarda yapilan uzun
donem karsinojenisite ¢aligmalarina negatif sonuclar elde edilmistir. Ancak erkek
farelerde yapilan uzun donem karsinojenisite caligmalarinda pozitif sonug¢ elde

edilmistir (Snyder, 1998; Physicians’ Desk Reference, 2005).

Ebastine; S. #yphimurium iizerinde yapilan ames testi, ¢in hamster hiiclerinde yapilan
gen mutasyon testi, insan lenfosit hiicrelerinde yapilan in vitro kromozomal
anormallikleri testi, farelerde yapilan mikroniikleus testi incelendiginde negatif
sonuglar elde edilmistir. Ayn1 zamanda fare ve ratlarda yapilan uzun donem

karsinojenisite ¢alismalar1 da negatif sonu¢ vermistir (Snyder, 1998).



Loratadine; S. typhimurium lizerinde yapilan ames testi, ratlarda yapilan UDS testi,
insan lenfosit hiicrelerinde yapilan in vitro kromozomal anormallikleri testi, farelerde
yapilan in vivo mikroniikleus testi, farelerde yapilan in vivo mikroniikleus testi, disi
farelerde yapilan uzun dénem karsinojenisite calismalarinda negatif sonuclar elde
edilmistir. Ancak fare lenfoma hiicrelerinde yapilan gen mutasyon testi, erkek
farelerde ve ratlarda yapilan uzun donem karsinojenisite caligsmalarinda pozitif

sonuglar elde edilmistir (NIH, 2023).

Mizolastine; S. typhimurium ve Escherichia coli (E. Coli) lizerinde ames testi

yapilmistir. Negatif sonuglar elde edilmistir (Iwase ve ark., 1998 ; NIH, 2023 ).

Terfenadine; S. typhimurium ftzerinde yapilan ames testi, Cin hamster V79
hiicrelerinde yapilan in vitro mikroniikleus testi, farelerde yapilan in vivo
mikroniikleus testinde negatif sonuclar elde edilmistir. Ancak fare ve ratlarda yapilan
uzun donem karsinojenisite ¢alismalarinda sonuglar tam olarak elde edilememistir

(Snyder, 1998; NIH, 2023).

Beslenme c¢alismalarinda Drosophila melanogaster siklikla tercih edilen model
organizmadir. Bunun nedeni etkisinin kolay gdzlenebilen organizma olmasindan
kaynaklanmaktadir (Glines, 2016). Beslenme {izerine yapilan ¢aligmalarda
cogunlukla gida katki maddeleri, toksik ya da nontoksik maddeler, baz kirleticiler
tercih edilmektedir. Bu maddelerin organizmanin gelisim evrelerine etkisi
arastirilmaya calisilir. Ayn1 zamandan uzun siiren ¢alismalarla bu maddelerin nesiller

boyu etkileri de gozlemlenmeye calisilmaktadir (Mair ve ark., 2005).

Antihistaminik ila¢ etken maddeleriyle ilgili davranigsal toksisite c¢aligmalarini
inceledigimizde; Zhdanov ve arkadaslar1 (2023), birinci nesil antihistaminik ila¢ olan
kloropiramin ve ikincil nesil ila¢ olan loratadin ve setirizinin yetiskin zebra balig1
davranis1 iizerine etkilerini incelemislerdir. Uc ilag da zebra baligi lokomotor
aktivitesini 6nemli Ol¢iide degistirmis, kat edilen mesafeyi ve ortalama hiz1 arttigim
belirtmislerdir. Berninger ve arkadaglar1 (2011), antihistaminik ila¢ olan
difenhidraminin su organizmalari iizerine etkilerini incelemislerdir. Ozellikle hem
akut mortalite hem de subkronik {ireme c¢alismalarindan elde edilen sonuglar, model
sucul omurgasiz olan Daphnia magna’nin difenhiramine balik modelinden daha
duyarl oldugunu belirtmislerdir. Benzer sekilde Mohammed ve arkadaslar1 (2012),

difenhidraminin civcivler iizerinde norodavranigsal belirtilerini incelemislerdir.



Enjeksiyondan sonraki bir saat i¢inde civcivlerde ziplama, tiim viicut titremesi ve
ataksi goriildiigiini, genel lokomotor davranislarinda azalma oldugunu, bazi dozlarda
tonik hareketsizlik siirelerinin 6nemli Gl¢iide arttigin1 ve tim beyin kolinesteraz
aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla azaldigini belirtmislerdir. Bunun nedeni olarak
da difenhidraminin civcivlerde merkezi sinir sistemini depresyona sokmasindan
kaynakli olabilecegini agiklamislardir. Loratadinin canli davranisi {izerine etkilerinin
arastirildigl ve farkli canlilar {izerine yapilan baska ¢alismalar da bulunmaktadir (

Yanai ve arkadaslar1 (1999; Jonsson ve arkadaslari, 2014).

1.4. Arastirma Sorusu

Antihistaminik ila¢ etken maddeleri ile yapilan in vivo ve in vitro ¢aligsmalar, bu
etken maddelerin sitotoksik, genotoksik ve karsinojenik etkilerinin olabilecegini
sergilemektedir. Bu ¢alismada da test edilen antihistaminik ilag etken maddesi olan

LOR, Drosophila melanogaster’in gelisimi iizerine olumsuz etkilere neden olabilir.
Bu baglamda;

Arastirma sorusu: LOR’in Drosophila melanogaster gelisimi ve davranisi lizerine

etkisi var midir?



2. GENEL BiLGILER

2.1. Histamin

Histamin biiyiik biyolojik etkiler gdsteren bir maddedir ve bir aminoasit ¢esidi olan
histidinin degisime ugramasiyla olusmustur. Histamin maddesi ilk defa 1907°de Vogi
ve Windaus araciligiyla kesfedilmis, Laidlaw ve Dale ilk defa bu maddenin alerjik
reaksiyonda etkili oldugunu gostermislerdir. Canli dokularda inaktif histamin fazla
miktarda bulunur ve histidin dekarboksilasyonu sayesinde aktif hale gecer. Aktif hale
gecen histamin hava yollarinda daralma, agri, kasinti, atardamarlarda genisleme gibi

cesitli olumsuz etkilere neden olur (Kaleli, 2010).

Histamin, histidinin dekarboksilasyonu ile olusan alerjik hastaliklarin gelisiminde
cok onemli bir kimyasal mediatordiir ve etkisi spesifik histamin enzimleri tarafindan
ortadan kaldirilir. Histamin, bir¢ok hayvan tiirlinde, bocek salgisinda, bakterilerde,
zehirlerde ve bitkilerde olmak iizere hemen hemen her yerde bulunur. Cogu doku ve
organda, kandaki mast hiicrelerinde veya bazofillerde histamin, heparin ve ATP'ye
bagl graniillerde depolanir. Histamin, hemen hemen tiim memeli dokularinda bir
miktar da olsa bulunmaktadir. Viicut sivilarindaki konsantrasyonlari ¢ogunlukla
diisiiktiir. Ozellikle ciltte, bagirsak sisteminde, mukoza zarlarinda ve akcigerlerde
konsantrasyonu diger bolgelere gore yliksektir. Histamin sentezi hizli doku biiytimesi
ve doku onarimi olan kisimlarda daha yiiksektir (Hill, 1990; Ulker, 1991). Aym
zamanda histamin, merkezi sinir sisteminde, 6zellikle hipotalamus ve beyin omurilik
stvisinda noronal histamin formunda bol miktarda bulunmaktadir (Kayaalp, 1986;

Garrison, 1990; Ulker, 1991; Dokmeci, 1992; Ozliioglu ve ark., 1994).

Bagisiklik sistemi bir saldirgan tespit ettiginde, IgE antikorlarimi salgilayarak yanit
verir. Bu salgilanan kimyasallardan birisi de histamindir. Histamin, kirmiz1 gozler,
burun akintisi, kizariklik ve hirilti, bogaz ve agizda yanma, anafilaktik sok, ishal ve
mide bulantis1 gibi bircok alerjik reaksiyona neden olmaktadir. Bu alerjik
reaksiyonlar1 azaltmak i¢in temel olarak iki yol vardir. Bunlarsan birincisi histamini

noétralize eden antihistaminik ilaclarla ortaya ¢ikan semptomlar1 gidermeye calismak,



ikinci yol ise bagisiklik sistemini gliglendirerek asir1  histamin {iretimini

engellemektir (Kaleli, 2010).

Histamin salgilandiktan sonra reseptdr bolgeleriyle etkilesime gegmekte ve genel
etkiler olusturmaktadir. Bunlar viicudumuzda sistemik ve alerjik reaksiyon olusumu,
dokuda bulunan hiiclerin ¢ogalmasi ve onarimi gibidir. Diger yandan, histaminin
merkezi sinir sistemine etkisi tam olarak bilinmemektedir. Ancak genellikle uyku hali
ve uyaniklik durumunun diizenlenmesi ve viicut sicakligini belirli smirlar iginde
tutma gibi olaylarda gérev almaktadir (Kayaalp, 1990; Ulker, 1991). Histaminin
temel gorevi sivisal duyarlilia araci olarak rol oynamaktir. Diger bir gorevi ise
beyinde norotransmitter etkiye sahip olmasidir. Bu etki H1 ve H2 reseptdrleri
tarafindan gergeklestirilmektedir (Kayaalp, 1986; Doékmeci, 1992; Krause, 1992;
Ozliioglu ve ark., 1994).

2.2, Histamin Reseptorleri

Bu molekiillerde pozitif yiiklii amin grubu bulunur. Amin grubu biyolojik aktivitede
etkili olmaktadir. Yapt ve reseptorleri birbirine benzerlik gosterir. Bu reseptér G-
protein-baglantili-reseptor [Gprotein-coupled-receptor (GPCR)]’ diir. (Church, 2004;
Inal ve Ufuk Altintas, 2005). Literatiire gére H1, H1, H3 ve H4 olmak iizere dort
cesit histamin reseptorii vardir. Bunlar insanlarin farkli gen bolgelerinde

kodlanmaktadir (Leurs ve ark., 2001; Church, 2004; Inal ve Ufuk Altintas, 2005).

2.2.1. Histamin H1 reseptorleri

Bu reseptor allerjik yanittaki histamin etkilerinin bir cogundan sorumludur ve {igiincii
kromozomun kisa kolunda kodlanir.Alerjik hastaliklarin belirtilerinde cogunlukla H1
reseptorii rol oynamaktadir. Buna baglh olarak H1 anthistaminik ilaglar hapsirik,
nezle ve kasintiyr azaltmaktadir. Aynmi zamanda gozde kasinti, gbzyast ve
konjonktiva 6demine HI1 reseptorii etki etmektedir. Hava yollarinda ise mukus
liretiminin artmasina ve brons diiz kaslarinin uyarilmasina katki saglar. Ancak bu
uyariy1 saglayan temel etken lokotriendir. HI antihistaminik ilaglar astim belirtilerine
cok az etki etmektedir. Ayn1 zamanda H1 reseptorii deride kasint1 ve sertlige neden

olmaktadir (Inal ve Ufuk Altintas, 2005).
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2.2.2. Histamin H2 reseptorleri

Bu reseptor besinci kromozomun uzun kolunda kodlanmaktadir. Gérevi mide ve
bagirsak sistemlerinde meydana gelen olaylar1 kontrol etmektir. Ozellikle mide asit
{iretiminde rol oynamaktadir (Del Valle ve Gantz, 1997; Inal ve Ufuk Altintas,
2005). H2 antihistaminik ilaglar ranitidin, burimamid ve simetidin igerikli ilaglardir..
Bunlar midede meydana gelen hastaliklarda ve sizofreni gibi bazi noérolojik

hastaliklarda kullanilir (inal ve Ufuk Altintas, 2005).

2.2.3. Histamin H3 reseptorleri

Bu reseptor 21. kromozomun kisa kolunda kodlanmaktadir. Birinci gorevi sinir
hiicrelerinde presinaptik reseptdr olarak etki etmesidir (Oda ve ark., 2000; Inal ve
Ufuk Altintag, 2005). Diger bir gorevi ise histamin maddesinin sentez ve salinimini
kontrol etmektir (Schwartz ve ark., 1991; Inal ve Ufuk Altintas, 2005). Aym
zamanda dopamin, noradrenalin gibi ¢esitli ndrotransmitter maddelerin salinimi ve
sentezinde de gorev almaktadir (Schlicker ve ark., 1994; Inal ve Ufuk Altintas,
2005).

2.2.4. Histamin H4 reseptorleri

Bu reseptor 18. kromozomun uzun kolu tizerinde kodlanmaktadir (Oda ve ark., 2000;
Inal ve Ufuk Altintas, 2005). Yapisal olarak H3 reseptdriine benzemektedir (Nguyen
ve ark., 2001; Inal ve Ufuk Altintas, 2005). Ancak yapilan ¢alismalar incelendiginde
sadece yapisal degil hiicreye baglanma sekillerinin de benzer oldugu ileri

siiriilmiistiir (Oda ve ark., 2000; Liu ve ark., 2001; Inal ve Ufuk Altintas, 2005).

2.3. Antihistaminik ilaclar

Antihistaminik ilaglar ilk defa 1937 yilinda Avrupa’da kullanilmaya baslanmistir.
1945 yilindan itibaren tipta ve veteriner hekimlikte ozellikle alerjik hastaliklar,
anafilaksi gibi rahatsizliklarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda
dermatolojide antibiyotiklerden sonra en yaygin kullanilan sistemik ilaglardir

(Braun-Falco ve ark., 2000; Simons, 2003; Kiremit¢i, 2004; Kasurka, 2010).

2.3.1. Antihistaminik ila¢ gruplar:
Antihistaminik ilaglar kimyasal yapilarina gore alt1 gruba ayrilmaktadir (Ozliioglu ve
ark., 1994; Simons, 2003; Kiremit¢i, 2004; Kasurka, 2010). Bunlardan etanolaminler

HI1 reseptdr antagonistidir. Sedasyon ve antikolinerjik etkiye sahiptirler.
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Difenhidramin, meclastin, bromoifenhidramib etanolaminlere 06rnek olarak
verilebilir. Etilendiaminler ¢ok giiclii etkiye sahiptir. Metapirilen, tripelennamin
etilendiaminlere O0rnek olarak verilebilir. Alkilaminler ¢ok az yan etkiye sahip
olduklar1 i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Brompheniremine, pheniramine,
tripalidin alkilaminlere O6rnek olarak verilebilir. Piperidinler ¢ogunlukla egzama
tedavisinde kullanilmaktadir. Loratadine, mizolastine, terfenadine piperidinlere 6rnek
olarak verilebilir. Fenotiazinler antihistaminik etkileri gii¢liidiir. Ayn1 zaman kusma
ve bulantilarda kullanilmaktadirlar. Promethazine, trimeprazine fenotiazinlere 6rnek
olarak verilebilir. Piperazinler yan etkileri zayiftir. Kronik kurdesen ve akaziti
hastaliklarinin tedavisinde siklikla kullanilirlar (Ozlﬁoglu ve ark., 1994; Simons,

2003; Kiremitgi, 2004; Kasurka, 2010).

2.3.2. Eski ve yeni kusak antihistaminikler

Antihistaminik ilaglar klinik ¢ikis siiresine gore ii¢ gruba ayrilirlar ancak bu
smiflandirma giinlimiizde hala tartisma konusu olmaktadir (Handley ve ark., 1998;
Kiremitei, 2004).

2.3.2.1. Birinci kusak (eski) antihistaminikler

Birinci grup antihistaminik ilaglar hizli etki gosterirler ancak etki siiresi siireleri
kisadir (Ozliioglu ve ark., 1994). Yeni kusak antihistaminiklere gore kan-beyin
bariyerini daha kolay gegmektedirler. Yan etkileri olduke¢a giigliidiir (Greaves, 2001,
Kiremitci, 2004). Ayni1 zamanda antiparkinson, antidepresan gibi bazi ilaglarla
etkilesim gostermektedirler. Merkezi sinir sistemini baskilayan maddenin etkisini de

artirmaktadir (Kayaalp, 1986; Ozliioglu ve ark., 1994).

2.3.2.2. ikinci kusak (yeni) antihistaminikler

Ikinci grup antihistaminik ilaglarin yan etkisi, diger ilaglarla olan etkilesimi ve
parasempatolik etkisi oldukca azdir (Krause, 1992; Ozliioglu ve ark., 1994). Kan-
beyin bariyerini ge¢mekte zorlanirlar. Sedasyon etkileri olduk¢a azdir. Bununla
birlikte, diger antihistaminik ilaglarla aktivitesi aynidir. Norotransmitter madde olan
asetilkolin iiretimini az da olsa bloke ederler. Ayn1 zamanda etki siireleri uzundur
(Kaliner, 1992; Ozliioglu ve ark., 1994). ikinci kusak antihistaminik ila¢ olan
terfenadine ve astezimole kalbe olumsuz etki ettigi i¢gin FDA (Food and Drug
Administration) (2006) tarafindan onaylar1 iptal edilmis ve kullanimdan
kaldirilmistir (Kiremitgi, 2004).
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2.3.2.3. Ugiincii (Natiirel metabolitler) kusak antihistaminikler

Ucgiincii grup antihistaminik ilaglar, Ikinci kusak antihistaminik ilaclara benzerlik
gostermelerinin yaninda farkli olarak bu gruptaki ilaglar, kan beyin bariyerini
gecememektedir. Ayni zamanda asetilkolin salinimimi bloke etmemektedirler

(Greaves, 2001; Bernstein, 2002; Kiremit¢i, 2004).
Eski ve yeni kusak antihistaminik ilaglardan bazilar1 Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Eski ve yeni nesil bazi antihistaminik ilaglar.

Birinci Kusak Antazolin Hidroksizin Pyrilamin

Antihistaminikler . . . I
Azetadin Karbinoksamin Siklizin
Dimetinden Klemastin Siproheptadin
Diphenhidramin Methdilazin Trimeprazin
Doksilamin Methapirilen Triprolidin
Feniramin Promethazine

ikinci Kusak Acrivastine Loratadine

Antihistaminikler . .
Astemizole Levocabastine
Azelastine Mizolastine
Ebastine Cetirizine
Ketotifen Terferadine

Uciincii Kusak Desloratadin Levosetirizin

Antihistaminikler . .
Fexofenadin Norastezimol

2.4, Loratadin (LOR)

Loratadin (Etil-4-(8-kloro-5,6-dihidro-11H-benzo[5,6]siklohepta [1,2b] piridin-11-
ylidene)-1-piperidinkarboksilat) 2. kusak antihistaminik ila¢ etken maddelerindendir
ve giiniimiizde alerjik cilt hastaliklar1, ozellikle atopik ekzema, akut nezlesi,
kurdesen, goz alerjisi, saman nezlesi gibi alerjik hastaliklarin tedavisinde siklikla
kullanilmaktadir (Kay ve Harris, 1999; Kathiresan ve ark., 2010). Loratadinin tiirevi
piperidindir. Claritin, Claritin RediTabs, Alavert, Triaminic, Claritin-D, Alarin,

Histadin, Loradif, Lorantis, Loratine, Ritin isimleri altinda ticari olarak satilmaktadir.

LOR etken maddesi, ilag firmast olan Schering Plough 1963 yilinda 1. kusak
antihistaminik olan N-metilazetedin maddesinin etilkloroformat ile karisimindan
saglanmistir (Li ve ark., 2004; Kaleli, 2010).
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2.4.1. Loratadinin farmakodinamik ozellikleri

LOR etken maddesi histamin reseptor ¢esidi olan H1’e zit etki gostermektedir. Ayni
zamanda uzun siireli ve giiclii antihistaminik tiiriidiir. Ozellikle 10 mg’lik doz
kullanildiginda viicuttta meydana gelen kabarikliklar1 dnlemekte ve etkisi yaklasik
12-24 saat siirmektedir (Roman ve ark., 1986; Kassem ve ark., 1988; Kontou-Fili ve
ak., 1989; Fadel ve ark., 1990; Simons ve ark., 1990; Grant ve ark., 1999; Simons,
2002).

LOR’in reseptorlere baglanma sekliyle ilgili yapilan arastirmalarda, H1 reseptor
¢esidini kullanarak baglandigi ortaya ¢ikmistir (Bousquet ve ark., 1990; Simons,
2002). Ayn1 zamanda LOR, kan beyin bariyerini ¢cok az seviyede ge¢cmektedir
(Kaliner, 1992; Ozliioglu ve ark., 1994).

2.4.2. Loratadinin farmakokinetik ozellikleri

LOR oral yoldan kullanilmaktadir. Mide ve bagirsak kanalindan hizli emilmektedir.
Emilim sonrasinda etki siiresi ¢cok hizlidir. Bu siire yaklasik 15 dakika sonra
baslamaktadir. Etki siiresi 18-20 saat arasinda olmaktadir. 10 mg doz kullanimi
genellikle yan etki yapmamaktadir. Metabolize edilme yeri karacigerdir. Karacigerde
bulunan sitokrom P-450 CYP3A4 enzimi sayesinde parcalanir daha sonra
bobreklerden atilmaktadir (Horak ve ark., 1992; Ozliioglu ve ark., 1994; Pineyro-
Lopez ve ark., 2006). LOR’in kullanim dozlar1 olduk¢a &nemlidir. Ozelikle karaciger
yetmezligi olan kisiler ¢ok diisiik dozlar tercih etmelidir. Bu doz giinde 5 mg-10 mg
arasidir. Yapiln arastirmalarda 2 yasindan kiiciik cocuklarda LOR kullanimu ile ilgilii
bilgiler yer almadigi icin kullanimi Onerilmemektedir. Ayni zamanda hamile
kadinlarda da yan etkisi tam olarak bilinmediginden dolayr kullanim

onerilmemektedir (Kontas, 2012).

2.5. Drosophila melanogaster

Halk arasinda sirke sinegi ya da meyve sinegi olarak bilinmektedir. D. melanogaster
1900’lerin basindan itibaren bilimsel ¢aligsmalarda kullanilmaya baslasa da, bu alanin
onciisii olarak Thomas Morgan kabul edilir. D. melanogaster 1909 yilindaki
Morgan’in ¢aligmalarindan bugiine genetik c¢aligmalarda model organizma olarak
kullanilmaktadir (Graf ve ark., 1992; Prokop, 2016). D. melanogaster’in gen haritasi
2000 yilinda paylasilmistir. insan hastalik genlerinin ortalama %75’ inden fazlasim

igermesi, yasam dongiisiiniin kisa olmasi, liglincii instar larvalarinda bulunan tiikiiriik
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bezlerinin biiyiik kromozomlara sahip olmasi, memeli genlerine benzer olmasi,
ekonomik ve laboratuvar ortaminda deney yapmaya uygun olmast D.
melanogaster’in siklikla tercih edilen bir model organizma olmasimi saglamistir
(Valencia ve ark., 1984; Falakali, 1990; Adams ve ark., 2000; Reiter ve ark., 2000;
Tiburi ve ark.,2002).

2.5.1. Drosophila melanogaster’in sistematikteki yeri
- Alem: Animalia
- Sube: Arthropoda (Eklembacaklilar)
- Altsube: Mandibulata- Antennata
- Sif: Insecta- Hexapoda (Bocekler-Altibacaklilar)
- Alt simif: Pterygota (Kanatlilar)
- Ust takim: Mecopteroidea (Uzun kanatlilar)
- Takim: Diptera (Cift kanatlilar)
- Alt takim: Brachycera (Kisa antenliler)
- Aile: Drosophilidae (Sirke sinekleri)
- Cins: Drosophila
- Tir: Drosophila melanogaster

2.5.2. Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii

D. melanogaster okaryot hiicre yapisina sahiptir. Optimum kosullara sahip oldugu
zaman embriyonik gelisimini devam ettirmektedir. Bu kosullar 25°C sicaklik, %40-
60 bagil nemdir. Tam metamorfoz (baskalasim) geciren bocek tiriidiir. Hayat
dongiisii dort evreden olugmaktadir. Bunlar sirasiyla yumurta, larva, pupa ve
ergindir. D. melanogaster’in bu gelisim evreleri sicakligin fazla ya da az olmasi,
besin, popiilasyon yogunlugu, radyasyona maruz kalmasi ve bagil nem vb. faktorler
nedeniyle etkilenebilmektedir (Keser, 2010). Hayat dongiisiiniin siiresi 10-12 giin
arasinda degiskenlik gostermektedir. Cevre sicakligi bu siireye etki ettigi i¢in D.
melanogaster ektodermik (sogukkanli) canli olma 6zelligini gostermektedir (Klug

ve ark, 2019). D. melanogaster’in yasam dongiisii Sekil 2.1” de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Drosophila melanogaster’in yagsam dongiisii (Atli, 2010).

2.5.3. Drosophila melanogaster’in yumurta o6zellikleri
D. melanogaster yumurtalar1 oval sekilli, yaklasik 0,2 mm genisliginde ve 0,5 mm
uzunlugundadir. Yumurtalarinda koryon zar1 vardir. Bu zar yumurtay1 korumaktadir

(Lemos ve Van Gestel, 2009).

Yumurtada iki filament bulunmaktadir. Bunlar sirt bdlgesinin 6n ucunda yer alir.
Gorevi yumurtanin yumusak besi ortamina batmasini engellemektir (Atli, 2010). Ek
olarak yumurtada mikropil adi1 verilen acgiklik bulunmaktadir. Bu agiklik spermin
yumurtaya ulagsmasini saglamaktadi. D. melanogaster disisi, tek seferde genellikle 5
adet yumurtalamaktadir. Biitiin yasami boyunca ise genellikle 400 adet yumurta
birakabilmekttedir (Ashburner, 1989). Disi ve erkek D. melanogaster c¢iftlestikten
hemen sonra besi yerine ddllenmis yumurtalar birakilmaktadir. Bu yumurtalar
optimum kosullarda 22-24 saat gectikten sonra agilip i¢inden larva ¢ikmaktadir (Graf
ve van Schaik, 1992).
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Sekil 2.2. Drosophila melanogaster yumurtalar1 (24 Saat) (Katarzyna, 2023).
D. melanogaster yumurtalar1 Sekil 2.2’de gosterilmistir.

2.5.4. Drosophila melanogaster larvasi

D. melangoster larvalar1 dollenmis yumurtadan genellikle 1 giin sonra ¢ikmaktadir.
Cikan larvalar besiyerinin lizerinde bulunmaktadir. Larva evresinde temel besin
kaynagi besiyerinde bulunan bira mayasi hiicreleridir. Besin almalarini ¢engel
seklindeki agiz pargalart saglar. D. melanogaster larva evresinde bir takim
degisikliklere ugrar. Bu degisim larvanin birinci instar déoneminden ikinci instar
donemine gecisini icerir. Ikinci instar larva, 1 giin daha sonra, ikinci degisimi ile
tiglincii instar doneme gecer. Larva doneminde biiylimesi ¢ok hizlidir. Bu sayede
larvalar hem besiyerinin i¢ginde hem de kiiltiir siselerinin etrafinda goriilebilirler. D.

melanogaster larvalar Sekil 2.3 te gosterilmistir.

7 E B
VMM’ /*‘b

o

24 Saat SH S

Sekil 2.3. Drosophila melanogaster larvalari (A:2. Evre Larvasi,B: 3. Evre ve 1.
Evre Larvasi).
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2.5.5. Drosophila melanogaster pupasi

Larvalar, tigiincii larva doneminin sonunda besiyerinden ayrililar. Bir sonraki gelisim
evrelerini ger¢eklestirmek i¢in kiiltlir sisesinin etrafina tirmanir ve pupalagsmaya hazir
hale gelirler. Pupa evresi hareketsizdir ve beslenme goriilmez. Bu evre 25 °C’ de 4-
4,5 giin siirebilir (Demirsoy, 2003). D. melanogaster pupa evresi Sekil 2.4’te

gosterilmistir.

Sekil 2.4. Drosophila melanogaster pupa evresi (72. Saat) .

2.5.6. Drosophila melanogaster ergini

D. melanogaster pupa evresinde ergin bireye doniisebilmek igin bir takim
metamorfoz gergeklesir. Doniisiim 25 °C’de ortalama 4 giinde tamamlanirken 20
°C’de 6 glinde tamamlanmaktadir (Ashburner, 1989).

D. melanogaster’in erkekleri pupa evresini tamamladiktan kisa bir siire sonra eseysel
olarak fertil hale gelirler. Ancak disilerin olgunluga erigsmesi 5-6 saat arasinda degisir
(Graff ve ark., 1992; Coskun, 2006). D. melanogaster ergini Sekil 2.5te

gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Drosophila melanogaster ergini (10. Giin).

D. melanogaster erginlerinde erkek ve disi ayrimi yapmak icin farkli yontemler

kullanilir. Bunlar; esey taragi, abdomen sekli ve rengidir.

2.5.7. Drosophila melanogaster abdomen sekli ve rengi
D. melanogaster disilerinin karninda 7 adet abdomen bulunur. Erkeklerin karninda

ise 5 adet abdomen bulunur. Ayni zamanda abdomenin son kismi siyahtir. Disler
abdomen segmenti agik ve koyu bantlasma seklindedir. Abdomen sekli ve rengine
bakarak ayrim yapma ergin bireyler i¢in gegerli olan bir yontemdir. Bunun nedeni
pigmentasyonun ve abdomen seklinin tam gelisme gdstermemesidir. D.

melanogaster abdomen sekli ve rengi Sekil 2.6’da gosterilmistir

Dorsal Ventral Lateral

Sekil 2.6. Drosophila melanogaster erkek (D-E-F) ve disi (A-B-C) bireyleri
(Chaudhary ve ark., 2021).
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2.5.8. Drosophila melanogaster esey taragi

Yetiskin D. melanogaster stereo mikroskop altinda incelendiginde; birinci ¢ift
ylriime bacaklarinin Tarsus segmentinin bazal tarafinda kalin ve siyah bir seri kildan
meydana gelmis “’esey taragi’” (sex comb) adi verilen yapilara sahip oldugu
gozlenmistir. Disi yetiskin sineklerde esey taragi bulunmaz. Deneysel ¢alismalar igin
erkek ve disi sinekleri ayirt ederken esey taraginin Kullanilmasi giivenilir olmaktadir

(Beria,2002). D. melanogaster esey taragi Sekil 2.7°de gosterilmistir.

Sekil 2.7. Drosophila melanogaster erkek bireylerinde esey taragi (a:Erkek birey
bacagi, b: Disi birey bacagi) (Graze, 2007).

20



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Test materyali
Bu c¢alismada test maddesi olarak Loratadin etken maddesi kullanilmistir.

Loratadinin 6zellikleri agagida sunulmustur.

Kimyasal Adi: Etil-4-(8-kloro-5,6-dihidro-11H-benzo[5,6]siklohepta[1,2b] piridin-
11-ylidene)-1-piperidinkarboksilat.

Katalog no: 79794-75-5

Molekiil Agirligi: 382,883 g/mol

Saflik diizeyi: >%98

Erime Sicakligt: 134-136 °C

Kaynama Sicakligi: 531.3 °C

Kapali Formiilii: C22H23CIN202

3.1.2. Drosophila melanogaster

Calismamizda LOR etken maddesi i¢in model organizma olarak D. melanogaster’in
yabanil tipi (wild) kullanilmistir. D. melanogaster’in yasam dongiisii kisa ve dort
evreden olugmaktadir. Bunlar sirasiyla yumurta, larva, pupa ve ergindir. Tam

metamorfoz gegiren bocek tiridir (Keser, 2010).

3.2. Metod

3.2.1. Deney kosullar:

Deneylerde kullanilan kiiltiirler, 50 ml besi yeri i¢eren kiiltiir siseleri igerisinde 25+1
°C sicaklik ve %40-60 bagil nem ve karanlik ortama sahip inkiibatérde tutulmustur.
Calismalar sirasinda yalnizca se¢me, aktarma, larva toplama ve islemleri aydinlik

ortamda yapilmustir.

3.2.2. Besiyeri hazirlama

Drophila melanogaster besiyerinin igerigi ve miktarlar1 Tablo 3.1’de sunulmustur.



Tablo 3.1. Besiyerinde kullanilan maddeler ve miktarlari.

Kullanilan Miktar
madde
Misir unu 104 g
Seker 94 g
Bira mayasi 99
Agar agar 60
Distile su 1020 mL

Asit karisimi 6 mL (Ortofosforik asit 7,8 mL
+ Propiyonik asit 8,36 mL +
1081 mL Distiler su)

Misir unu, toz seker ve bira mayasi belirtilen miktarlarda tartilarak tizerine 500 ml
distile su ilave edilir ve iyice karistirilarak pisirilir. Kalan 520 distile su igine agar
konulur ve eriyinceye kadar kaynatilir. Daha sonra kaynamakta olan misir unlu
karisimin {lizerine agarl su yavas yavas dokiiliir. Homojen hale gelen karigim biraz
sogutulduktan sonra ve iizerine asit karigimi ilave edilir. Hazirlanan besiyeri sicakken
steril kiiltiir siselerine 2-3 cm ylkseklik olacak kadar dokiiliir ve siselerin iizerine
kurutma kagidi konularak 1 giin bekletilir. Daha sonra siselerin agzi tipa ile kapatilir.

Kullanilincaya kadar serin ve temiz yerde saklanir.

3.2.3. Bayiltma islemi (Eterizasyon)

Bayiltma islemi igin sinekler kiiltiir sisesinden 250 ml steril bos siseye aktarilir. Bos
siseye aktarma yaparken dikkatli ve hizli olunmalidir. Ayni1 zamanda bayiltma islemi
sirasinda sinekler dogrudan etere maruz kalmamalidir. Kiiltiir sisenin agzi, bayiltma
sisesinin agz1 lizerine getirilir. Kiiltlir sisesinde bulunan sineklerin bos siseye
aktarilmasi saglanir. Daha sonra sise birkag damla eter damlatilmis pamuk tipa ile
kapatilir.  Yaklasik 1-2 dakika sonra sinekler bayilacaktir. Bu islemler sirasinda
kiiltiir tiipti hafifge yere vurularak sineklerin tabana toplanmasi ve bdylelikle

sineklerin kagmas1 6nlenir.

3.2.4. Ergin bireylerin toplanmasi
250 ml’lik kiltiir siselerinde disi ve erkek sinekler kullanilarak ¢aprazlamalar

yapilarak on stoklar olusturulur. Bu islem i¢in, pupa evresinden ¢ikan ayni yasta (1-3
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giinliik) ciftlesmemis 100 adet disi ve erkek sinek kullanilir. Caligmamizda bulunan
deney grubu ve kontrol grubu i¢in bes saatte bir {i¢ giin boyunca disi ve erkek
sinekler ayr1 ayr1 toplanmistir. Daha sonra toplanan sinekler standart besi yeri iceren

ayrn kiiltiir siselerinde muhafaza edilmistir.

3.2.5. Loratadin i¢in esik deger tespiti
Bu amagla Diinya Saglik Orgiiti (WHO) niin sivrisinekler i¢in yapilan duyarlilik
deneylerinde Busvine ve Nash (1953) tarafindan gelistirilen metod deney sartlari

uygulanmistir.

Oncelikle 10 mg loratadin etken maddesi 1 mL DMSO igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.
Daha sonra 50 ml olan besiyerlerine 12,5 ug/mL, 25 ug/mL, 50 ug/mL ve 100
ug/mL dozlarindan 1 mL hacimde loratadin eklenmistir. 24 saat bekledikten sonra

Olen ve canli kalan birey sayilari not edilmis ve 6liim yiizdeleri hesaplanmistir.

3.2.6. Metamorfoz siiresinin belirlenmesi

Bu uygulamada, besiyerlerine belirlenen dozlarda (25 pg/mL, 50 pg/mL, 100
png/mL) loratadin etken maddesi ilave edilmistir. Kontrol grubu i¢in DMSO
kullanilmistir. Deney ve kontrol gruplar1 olarak belirledigimiz kiiltiir siselerine 20
disi ve 20 erkek sinek ilave edilmistir. Bu siseler her giin kontrol edilerek, yumurta,
larva, pupa ve erginlerin ilk olarak ortaya ¢iktiklar1 giin kaydedilmistir. F1 nesline ait
metamorfoz siireleri kontrol ve deney gruplart arasinda karsilastirilmistir. Fi
neslinden elde edilen ergin bireyler ise kimyasal madde i¢cermeyen besiyerlerine

aktarilarak F2 nesli elde edilmistir ve gozlemler F2 neslinde de kaydedilmistir.

3.2.7. Larvalar iizerine yapilan uygulama

Deneyin bu asamasinda ilk olarak ayni yasta olan larvalar elde edilmistir. Bunun i¢in
20 erkek ve 20 disi birey besiyerlerine aktarilarak g¢aprazlama yapilmistir. Bu
bireyler en az bir glin aym1 ortamda birakilarak dollenme ve embriyogenezin
gerceklemesi saglanmistir. Daha sonra sinekler yeni bir besin ortamina alinarak sekiz
saat boyunca yumurta birakmalar1 saglanmistir. Bu yumurtalardan gelisen ayni larval
evredeki bireylerden hem deney hem de kontrol grubu olmak iizere, 50’ser tane larva
besiyerlerine aktarilmistir. Siseler giinde iki defa kontrol edilerek, larvalarin kaginin
erginlesebildigi, pupalasmayan larva, ergin hale gegemeyen pupa ve gelisimini

tamamlayamayan sinekler sayilmistir. Erginlesen sinekler ise stereo mikroskop
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altinda fenotipleri incelenerek not edilip siseden uzaklagtirilmistir. Larva gelisimi F»

neslinde de gozlenmistir. Bu islemler 3 tekrarli yapilmustir.

3.2.8. Ergin sineklerde anomalilerin belirlenmesi

Bu ¢alisamada, deney grulari i¢in 50 ml hazir besiyerinin tizerine 1 mL belirlenen
konsantrasyonlardaki loratadin etken maddesi ilave edilir. Daha sona deney ve
kontrol grubu olarak belirledigimiz siselere 10’ar adet erkek ve disi sinek konulur.
Siselerde pupa evresi goriildiikten sonra konulan sinekler besi yerinden uzaklastirilir.
F1 nesline ait yetiskin sinekler, ilk yetiskin bireyin gozlendigi andan itibaren 8 giin
boyunca stereo mikroskobu kullanilarak, disi ve erkek sinek olarak morfolojileri

incelenir ve gézlenen anomaliler not edilir.

Deneyin diger asamasinda, madde etkisinin gelecek kusaklarda etki edip etmedigini
gozlemlemek igin F2 nesline ait incelemeler yapilmistir. F1 neslinde loratadin etken
maddesine maruz kalmis sinekler, F1 neslindeki dozlara bagli kalinarak, loratadin
icermeyen standart besiyerine aktarilmistir. Daha sonra siseden rastgele 10 disi ve 10
erkek sinek secilerek gaprazlama islemi yapilmistir. G6zlem asamasinda F1 neslinde

yapilan islemlerin aynisi tekrar edilmistir.

3.2.9. Davramssal toksisite testi

3.2.9.1. Larva hareketi

Bu test icin ii¢ giinlik larvalar kullanilmistir. Drosophila melanogaster hazir
besiyeri (Drosophila instant medium)’nden 4,5 gram tartilarak kiltiir sisesine
konulur ve iizerine loratadin etken maddesinin belirlenen dozlarindan 9 mL ilave

edilir. Larvalar besiyerine aktarilir. Larvalar 24 saat loratidine maruz birakilir.

Larva hareketlerinin 6l¢iimii i¢in, besi yerinden alinan larvalar %2’lik agarla
kaplanmis petrilere alinir. Petrinin ortasina konulan bir adet larvanmn bir dakika
stiresince yol aldigr mesafe milimetrik kagit ile olgiiliir. Her konsantrasyonda 30

larva hareketine bakilmistir.

3.2.9.2. Negatif jeotaksis
Dikey bos bir cam siseye 20 sinek aktarilir. Sise hafifce vurularak sinekler sisenin
tabanina inmesi saglanir. Tabana inen sineklerin 10 saniyede 10 cm yiiksekligi gecen

bireylerin sayis1 kaydedilir.
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3.2.9.3. Pupa pozisyon él¢iimii
Larvalarin pupa olarak yasamaya devam etmesi i¢in pupa bolgesi tercihi dnemlidir.
Bunun i¢in larvalarin besin yiizeyinden pupa bolgesine kadar kat ettigi mesafe

Ol¢iilmiistiir. Daha sonra ayni1 mesafeye sahip olan pupalar sayilarak not edilmistir.

3.2.10. Esey oraninmin belirlenmesi

Aragtirmanin son asamasinda loratadin etken maddesinin esey oranina etkisini
gbzlemlemek icin, sineklerin ¢aprazlanmasindan sonra her iki nesilde elde edilen
erkek ve disiler ay1 ayrn kaydedilmistir. Veriler degerlendirilerek esey oraninda

degisim olup olmadig1 incelenmistir.

3.2.11. istatistiksel analizler

Larva hareketi, pupa olusturma, pupadan c¢ikis basarisi, negatif jeotaksis, pupa
pozisyon Ol¢iimii SPSS programi kullanilarak degerlendirilmistir. Esey oranlar1 ve
pupa pozisyon 6l¢timii khi-kare testi ile degerlendirilmistir. Pupa olusturma, pupadan
cikis basarisi ve negatif jeotaksis One Way ANOVA (Kruskal-Wallis) testi ile
degerlendirilmistir. Larva haraketi One-Way ANOVA (Dunnet) testi ile

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Loratadinin Drosophila melanogaster Metamorfoz Siiresi Uzerine Etkisi

Drosophila melanogaster’in hayat dongiisiindeki tim evreler gozlenmistir. Fi
neslinin kontrol grubu ve 25 pg/mL doz uygulanan sineklerin normal yagam
dongiilerine devam ettikleri goriilmiistiir. 50 pg/mL doz uygulanan sineklerin 3.
instarin 2. evresine gegisi iki giin, pupaya gegisi bir giin geciktigi gézlenmistir. 100
ug/mL doz uygulanan sineklerde ise 3. instarin 2. evresine gecis ii¢ giin, pupaya

gecis bir giin gecikmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.1).

Tablo 4.1. F1 neslinde metamorfoz siireleri.

Gruplar ~ Yumurta 1.Instar 2.Instar  3.Instar  3.Instar  Pupa  Ergin

(ng/mL) (1. Evre) (2. Evre)

Kontrol 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin 6.giin  9.giin
25 1.glin 2.gln 3.glin 4.giin 5.glin 6.giin  10.glin
50 1.glin 2.gln 3.glin 4.giin 7.glin 9.gin 12.glin
100 1.glin 2.gln 3.gilin 4.gilin 8.giin 10.giin  13.giin

14
12 = =
10 = | ! _ ® yumurta
W N | | l.instar
c 8 =
5 m 2.instar
© ¢ =
: m 3.instar(1)
4 ; — = 3.instar(2)
2 : i ~—  ®Pupa
0 - Ergin
Kontrol 25 ug/ml 50 ug/ml 100 ug/ml
Uygulama Dozlari

Sekil 4.1. F1 neslinde metamorfoz siiresi.



F2 neslinin kontrol grubu ve 25 pg/mL doz uygulanan sineklerin F1’de oldugu gibi

normal yasam dongiilerine devam ettikleri goriilmiistiir. 50 pg/mL ve 100 pg/mL doz

uygulanan sineklerin ergin evreye gecis siiresi ii¢ giin gecikmistir (Tablo 4.2, Sekil

4.2).

Tablo 4.2. F> neslinde metamofroz stresi.

Gruplar ~ Yumurta 1.Instar 2.Instar 3.Instar 3.Instar  Pupa  Ergin

(ng/mL) (1.Evre) (2. Evre)

Kontrol l.glin 2.glin 3.gilin 4.glin 5.glin 6.glin  9.glin
25 1.glin 2.giin 3.glin 4.giin 5.glin 6.glin  9.glin
50 1.glin 2.giin 3.giin 4.glin 5.glin 6.giin  12.giin
100 1.giin 2.giin 3.giin 4.glin 5.giin 6.giin  12.giin

14
12
10 = B yumurta
M l.instar
8 .
[= .
5 W 2.instar
°
M 3.instar(1)
m 3.instar(2)
M Pupa
Ergin
Kontrol 25 ug/ml 50 ug/ml 100 ug/ml
Uygulama Dozlar

Sekil 4.2. F> neslinde metamorfoz siiresi.

4.2. Loratadinin Drosophila melanogaster Gelisimi Uzerine Etkisi

Loratadin etken maddesi i¢eren besiyerlerine birakilan Drosophila melanogaster’in

yumurtalarindan ¢ikan larvalardan olusan sineklere, loratadinin, toplam etkisine

bakildiginda, Fi’de 25 pg/mL dozunda madde uygulanan sineklerin anormal birey

sayis1 kontrol grubuna gore artmis, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir. 50 ug/mL ve 100 pg/mL dozundaki ortamda gelisen sineklerin

anormal birey sayisinda ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artiglar
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gozlenmistir. F2 neslinde ise sadece 100 pg/mL dozundaki ortamda gelisen sineklerin
anormal birey sayisinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artiglar
gozlenmistir (Tablo 4.3). Loratadinli ortamda gelismeye birakilan Drosophila
melanogaster larvalarindan gelisen sineklerde c¢esitli morfolojik anormallikler
gbzlenmistir. Bunlar kivrik kanatlilik, piiskiil kanatlilik, mizrak kanathilik ile birlikte
kanat korelmesi seklindeki fenotipik bozukluklardir.

Tablo 4.3. Drosophila melanogaster’in F1 ve F2 neslinde morfolojik olarak gézlenen
toplam anormallik oranlari.

Nesil Doz Toplam birey Normal birey Anormal Anor‘r‘nal b'irey
(ug/mL) sayisl sayisi birey sayisi yiizdesi
Kontrol 501 501 0 0
25 426 416 10 2,35
E 50 455 421 34 1,47*
100 491 466 25 5,09*
Kontrol 414 414 0 0
25 308 307 1 0,33
& 50 303 298 5 1,65
100 424 391 33 7,718*

* Kontrole gore istatistiksel olarak anlaml fark vardir (P<0,05).

4.2.1. Loratadinin disi bireyler iizerindeki morfolojik etkisi

Etken madde iceren besiyerlerine birakilan Drosophila melanogaster’in
yumurtalarindan ¢ikan larvalardan gelisen sineklerde gesitli morfolojik anormallikler
gbzlenmistir. Bunlar kivrik kanathilik, piiskiil kanatlilik, mizrak kanathilik ile birlikte
kanat korelmesi seklindeki fenotipik bozukluklardir. Genel olarak F1 ve F2 neslinde

biitlin deney gruplarinin anormal birey yiizdesi artmistir.

Disilerin F1 neslinde, kontrol grubunda herhangi bir anormal birey gelisimi
gozlenmezken, 25 pg/mL dozunda madde uygulanan sineklerin anormal birey sayisi
kontrol grubuna gore artmis olmasmna karsin bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. 50 pg/mL ve 100 pg/mL dozundaki ortamda gelisen sineklerin
anormal birey sayisinda ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artiglar

gbzlenmistir (Tablo 4.4).

F2 neslinde de F1 neslinde oldugu gibi kontrol grubunda herhangi bir anormal birey

gelisimi gozlenmemistir. 25 pg/mL ve 50 pg/mL dozlarinda madde uygulanan
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sineklerin anormal birey sayis1 kontrol grubuna gore artsa da, bu artig istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. 100 pg/mL dozundaki ortamda gelisen sineklerin
anormal birey sayisinda ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artiglar

gbzlenmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Disi bireylerin F1 ve F2 neslinde gozlenen morfolojik anormallik oranlari.

Nesil Doz Toplam Normal Anormal An(_)rmal
(ng/mL) birey sayis1  birey sayis1  birey sayisi yglzr((laz/si
Kontrol 240 240 0 0
25 218 213 5 2,29
& 50 220 201 19 8,64*
100 254 229 25 9,84*
Kontrol 212 212 0 0
25 187 186 1 0,54
& 50 153 151 2 131
100 236 218 18 7,63*

* Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark vardir (P<0,05).

Disi bireylerin F1 neslinde gézlenen mizrak kanat tipi morfolojik kanat anormalligi
Sekil 4.3’te, F2 neslinde goézlenen yapisik kanat tipi morfolojik kanat anormalligi

Sekil 4.4°te gosterilmistir.

Sekil 4.3. Disi bireyin F1 neslinde gozlenen mizrak kanat tipi kanat anormalligi.
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Sekil 4.4. Disi bireyin F2 neslinde gozlenen yapisik kanat tipi kanat anormalligi.

4.2.2. Loratadinin erkek bireyler iizerindeki morfolojik etkisi

Etken madde iceren besiyerlerine birakilan Drosophila melanogaster’in
yumurtalarindan ¢ikan larvalardan gelisen erkek sineklerde de disilerle ayni tipte
morfolojik anormallikler gézlenmistir. Yine disilerle benzer sekilde genel olarak F1

ve F2 neslinde biitiin deney gruplarinin anormal birey yiizdesi artmistir.

Erkeklerin F1 neslinde disilerle benzer sonuglar gézlenmistir. Kontrol grubunda
herhangi bir anormal birey gelisimi gozlenmezken, 25 pg/mL dozunda madde

uygulanan sineklerin anormal birey sayisi kontrol grubuna gore artmis olmasina

karsin bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. 50 pg/mL ve 100 pg/mL
dozundaki ortamda gelisen sineklerin anormal birey sayisinda ise kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli artiglar gdzlenmistir (Tablo 4.5).

Erkek sineklerin F2 neslinde de F1 neslinden farkli olarak kontrol grubunun yaninda
25 pg/mL uygulama dozunda da herhangi bir anormal birey gelisimi gézlenmemistir.
50 pg/mL dozlarinda madde uygulanan sineklerin anormal birey sayisi kontrol
grubuna gore artsa da, bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamuigtir. 100 ng/mL
dozundaki ortamda gelisen sineklerin anormal birey sayisinda ise kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli artiglar gozlenmistir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Erkek bireylerin F1 ve F2 neslinde gézlene morfolojik anormallik oranlari.

Nesil Doz Toplam Normal Anormal Anormal
(ng/mL) birey sayis1  birey sayis1  birey sayis1  birey yiizdesi
Kontrol 261 261 0 0
25 208 203 5 2,40
- 50 235 220 15 6,38*
100 255 226 29 11,37*
Kontrol 202 202 0 0
25 122 122 0 0
" 50 155 152 3 1,94
100 221 206 15 6,79*

* Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark vardir (P<0,05).

Erkek bireylerin F1 neslinde goézlenen muzrak, kivrik tipi  morfolojik kanat

anormalligi Sekil 4.5’te gosterilmistir.

Sekil 4.5. Erkek bireyin F1 neslinde gozlenen kanat anormallikleri A) Sag kanat
mizrak B) Sol kanat kivrik
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Farkli dozlarda loratadin bulunan ortama birakilan D. Melanogaster’lerin
yumurtalarindan gelisen F1 sinekleri ile yine bu sineklerden normal ortamlarda
iretilen F, sineklerinde, her bir uygulama gruplarinda morfolojik anormallik
bakimindan erkek ve disi birey agisindan herhangi bir anlamli farklilik
gbozlenmemistir. Ayni1 seklilde, toplam uygulama dozlarinda da esey bakimindan

morfolojik anormallik bakimindan herhangi bir farklilik tespit edilmemistir (Tablo
4.6).

Tablo 4.6. F1 ve F2 neslinde eseye gore morfolojik anormallik oranlari.

Nesil Esey Toplam Anormal Anormal
durumu birey sayis1  birey sayis1  birey yiizdesi

Erkek 698 49 7.02
F1

Disi 692 49 7.08

Erkek 498 18 3,62
F2

Disi 576 21 3,65

4.2.3. Loratadinin larvadan pupaya gecis oranlari iizerine etkisi

Larvadan pupaya gecis oranlari incelendiginde kontrol grubu ve 25 pg/mL doz
uygulanan larvalarin yiizde %100’{intin pupa olusturabildigi, 50 pg/mL uygulanan
larvalarin %94 iintin, 100 pg/mL doz uygulanan larvalarin ise %86’smin pupa
olusturabildigi gozlemlenmistir. 50 pg/mL ve 100 ug/mL doz uygulanan larvalarin
kontrol grubuna gore pupa olusturma basarisi azalsada, bu azalis istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Larvadan pupaya gegis oranlari.

(ug/ifm Larva sayist  Pupa sayisi P‘;f:z:‘gzs)tis
Kontrol 50 50 100,00
2 50 50 100,00
>0 50 47 94,00
100 50 43 86,00

4.2.4. Loratadinin pupadan ergin bireye gecis oranlari iizerine etkisi
Pupadan ergine gecis oranlar1 incelendiginde kontrol grubuna kiyasla deney

gruplarinin  hepsinde ergin sayilarinda azalma oldugu gozlemlenmistir. Ancak
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azaliglar istatistiksel olarak anlamli degildir (Tablo 4.8). Pupadan ergin bireye gegis

en fazla kontrol grubunda gozlenirken, en diisiik oran 100 pg/mL doz uygulamasinda

gozlenmistir.
Tablo 4.8. Pupadan ergine gegis oranlari.
Ergin bireye

Doz Pupa sayisi Ergin sayisi gecis orani
(ng/mL) (%)
Kontrol 50 48 96,00

25 50 47 94,00

50 47 44 93,62

100 43 39 90,70

4.2.5. Loratadinin D. melanogaster esey oranina etkisi

Loratadinin D. melanogaster esey oranina etkisi incelendiginde deney gruplarindan
sadece 25 ug/mL doz uygulamasinda anlamli fark goézlenmistir (Tablo 4.9). Bu
uygulama grubunda disi bireylerin sayisi erkek bireylerin sayisina kiyasla daha

fazladir. Diger gruplarda ise herhangi bir farklilik yoktur.

Tablo 4.9. Loratadinin esey orani tizerine etkisi.

Doz Toplam Esey durumu
(ug/mL)  birey sayis1  Disi % Erkek %
Kontrol 913 452 49,51 461 50,49
25 735 405 55,10* 330 44,90*
50 763 373 48,89 390 51,11
100 966 490 50,73 476 49,27

* Erkek ve disi oranlar1 arasinda anlamli fark vardir (P<0,05)

4.3. Loratadinin Drosophila melanogaster Davramis1 Uzerine Etkisi

4.3.1. Loratadinin larva hareketi iizerine etkisi

Larva hareketi ol¢timii incelendiginde 25 pg/mL ve 50 pg/mL dozlarinda loratadin
uygulamasi kontrol grubuna kiyasla larva hareketinde yavaslamaya neden olsa da bu
yavaglama istatistiksel olarak anlamli bir yavaslama degildir. 100 pg/mL’lik
uygulama dozu ise kontrol grubuna kiyasla larva hareketinde anlamli bir azalmaya

neden olmustur (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10. Larva hareket mesafesindeki oranlari.

Doz Larva sayist Almnan mesafe
(ng/mL) (cm) +SH
Kontrol 30 4,33+1,72

25 30 3,23+1,95
50 30 3,05+0,86
100 30 2,36+0,57*

* Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark vardir (P<0,05).

4.3.2. Loratadinin negatif jeotaksis iizerine etkisi

Negatif jeotaksis deneyi sonucunda 20 sinekten 10 sn’de 10 cm’lik yiiksekligi asan
sineklerin sayisin1 incelenmis ve LOR dozlarina maruz birakilan larvalarin
erginlerinde kontrol grubuna kiyasla ucus hareketleri bakimindan bir azalma
meydana geldigi gozlemlenmistir. Fakat bu azalma istatistiksel olarak anlaml

bulunmamustir (Tablo 4.11).

Tablo 4.11. Loratadin uygulanan sineklerden 10 cm yiiksekligi gegen birey sayisi ve

oranlart.

Doz Toplam birey 10 cm yiiksekligi gecen
(ug/mL) sayis1 Birey sayis1  Oram (%)
Kontrol 20 15 75

25 20 14 70
50 20 12 60
100 20 10 50

4.3.3. Loratadinin pupa pozisyonu iizerine etkisi

Pupa pozisyon 6l¢iimii sonuglarina gore kontrol grubu ile 25 pg/mL dozu arasinda
anlaml bir farklilik tespit edilmemistir. 50 pg/mL ve 100 pg/mL dozlar ile kontrol
grubunu kiyasladiimizda ise en yiiksek bolge olan D boélgesinde pupa
olusturamadiklar1 ve daha ¢ok besin yiizeyine yakin yerlerde pupa olusturduklar
gozlemlenmistir. Bu iki doz ile kontrol grubu arasinda anlamli farklilik tespit

edilmistir (Tablo 4.12).
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Tablo 4.12. Pupa olusum yiiksekligi ve orani.

Doz Toplam birey  Pupa olusum Bolge Pupa
(ug/mL) sayist bolgesi+ Sayisi Orant
A 200 37,45
B 223 41,76
Kontrol 534 c 106 10,85
D 5 0,94
A 254 44,10
- 576 B 236 40,97
C 85 14,76
D 1 0,17
A 213 66,98
50* 318 B 91 28,62
C 14 4,40
D 0 0,00
A 139 32,32
B 237 55,12
100 430 C 54 12,56
D 0 0,00

* Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark vardir (P<0,05). + A bdlgesi: 0,5-3,5 cm; B bélgesi:
4,0-7,5 cm; C bolgesi:8,0-10,5 cm; D bolgesi: 11,0-12,0 cm
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, alerjik reaksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilan loratadin (LOR)
etken maddesinin Drosophila melanogaster gelisimi ve davranisi iizerine etkisinin
olup olmadigi incelenmistir. LOR’in gelisim iizerine etkisini gozlemlemek igin
kontrol grubu ile deney gruplar1 arasinda metamorfoz siireleri ve stereo mikroskop
altinda morfolojileri incelenmistir. Ayni zamanda larvalar LOR etken maddesine
maruz birakilarak larvalarin pupalagsma oranlari, pupalarin ergin hale gegme oranlari
ve sineklerin gelisimini tamamlayip tamamlayamadiklarina bakilmistir. LOR’in
davranig lizerine etkisini gézlemlemek ic¢in ise larva hareketi incelenmistir. Ayni
zamanda negatif jeotaksis ve pupa pozisyon Olgiimii uygulamalar1 yapilarak

parametlerin birbirleri ile olan iliskileri degerlendirilmistir.

Farmosotik bilesikler ilag ve etken maddelerin genel adidir. Bu bilesikler birgok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Son zamanlarda yayinlanan raporlar
kozmetik, farmasotik bilesikler gibi birgok maddenin organizma iizerinde perinatal
6liim, tireme sisteminde bozukluklar, ¢esitli anormallikler meydana getirebilecegini
ortaya koymaktadir (Balc1 ve ark., 2010). Loratadin bu etken maddelerin arasinda

yer alir ve antihistaminik ila¢ etken maddesi olarak da bilinmektedir.

Herhangi bir etkenin canlilar {izerine herhangi bir etkisinin olup olmadiginin
arastirilmasinda  Drosophila melanogaster siklikla tercih edilen bir model
organizmadir ve buradan elde edilen sonuglar diger canlilar iizerine uyarlanabilir.
Drosophila melanogaster, tiretimi kolay olan, ¢ok fazla sayida yavru veren, yasam
dongiisii kisa olan ve arastiralacak etkenin etkisinin olup olmadigmin kolay
gozlenebilmesini saglayan bir canlidir (Giines, 2016). Bu nedenlerden dolay: bu

arastirmada da Drosophila melanogaster’i tercih edilmistir.

Insan basta olmak iizere genel anlamda da canlilarin maruz kaldig1 etkenlerin canlilar
tizerine herhangi bir etkisinin olup olmadiginin anlagilmasinda ¢esitli arastirma
yontemleri kullanilir. Burada genel olarak maruziyet sekli dikkate alinarak bu
yontemler belirlenir. Ancak secilen hiicre hatlar1 ya da model organizma tiiriine gore
de farkli yontemler kullanilabilir. Canli viicuduna farkli sekilde niifuz edebilen

maddeler i¢in, niifuz etme seklinden farkli olarak beslenme seklinde de uygulamalar



yapilabilir. Yapilan g¢aligmalarda, bu maddelerin organizmanin gelisim evrelerine
etkisinin olup olmadigi da arastirma konularindandir. Ayni zamanda uzun siireli
maruz kalinan etkenlerle ¢alisilirken kronik uygulamalar da yapilir. Diger yandan,
calismalarla bu maddelerin nesiller boyu etkilerinin olup olmadigi da arastirma
konularindandir. Yapilan bu arastirmada da, kullanimi ile insan viicuduna niifuz
eden, kisiye bagli olarak uzun siireli kullanimi s6z konusu olan, antihistaminik ilag
etken maddesi loratadinin Drosophila melanogaster’in besin ortami vasitasiyla
maruziyeti saglanarak Fi1 ve F2 nesillerinde gelisim siiregleri ve davraniglar tizerine

etkisinin olup olmadig1 aragtirilmistir.

Literatiirde loratadin etken maddesi ile Drosophila melanogaster iizerinde yapilmis
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ayn1 zamanda karsinojenite ve genotoksisite
bilgilerini i¢eren yeterli ¢alisma da bulunmamaktadir. Mevcut ¢alismalar ¢ogunlukla
ilag piyasaya siriiliirken yapilan arastirmalarla sinirli kalmis ¢alismalardir (NIH,
2023; FDA, 2023 ). Raporlar incelendiginde, LOR’in ratlarda UDS ve Ames testi,
farelerde in vivo MN testleri ve insan periferal lenfositlerinde in vitro kromozoal
anormallik (KA) testleri ile herhangi bir etkisinin olup olmadiginin arastirildigi
goriilmektedir. Aragtirma sonucunda ise herhangi bir olumsuz etkinin olmadig rapor
edilmistir (NIH, 2023; FDA, 2023). Bu calismalarda LOR’in dozlariyla ilgili
herhangi bir bilgi verilmemistir. Fare lenfoma testi ile yapilan bir ¢aligmada 10
uM’lik konsantrasyonun pozitif sonug verdigi, Cin hamster hiicrelerinde yapilan gen
mutasyonu testinde ise negatif sonug verdigi belirtilmistir. Fare ve ratlarda karaciger
tiimorlerinde yapilan uzun dénem karsinojenite ¢alismalarda ise giinde kg basina 10,
25 ve 40 mg dozlar kullanilmis ve ilacin karsinojenik etkisinin oldugu sonucuna
varilmigtir (NIH, 2023). Bizim ¢aligmamizda LOR’in 6zellikle 50 ve 100 pg/mL’lik
dozlarinda Drosophila melanogaster gelisimini olumsuz yonde etkiledigi, kanat
yapilarinda morfolojik anormalliklere neden oldugu goriilmiistir. Gozlenen bu
anormalliklerde esey bakimindan ise herhangi bir farklilik tespit edilmemistir. Bu
sonuglar LOR’in Drosophila melanogaster iizerinde toksik/genotoksik etkisinin
olabilecegini gosterirken, bu etki bakimindan eseyler arasinda farkliligin olmadigini,

erkek ya da disi bireylerin ayn1 oranda etkilendigini gostermektedir.

Organ veya hiicre biiylimeleri ¢esitli sinyal transdiiksiyonu ile gerceklesirken genler,
hormon, besin, metabolizma ve diger bircok ¢evresel faktorler ile iliski igerisindedir

(Nijhout, 2003). Calismamizda LOR etken maddesi besin yolu ile D. melanogaster’e
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verilmistir. Sonuglari incelendiginde F1 neslinde metamorfoz siirecindeki gecikme 50
ve 100 pg/mL’lik dozlarda 3. instar, 2. evreden itibaren gbzlenmeye baslarken 25
ug/mL dozda sadece ergin forma gegis siirecinde gozlenmistir. F2 neslinde ise sadece
50 ve 100 pg/mL’lik dozlarda ve ergin forma gecis siirecinde degisiklik
goriilmektedir. Metamorfoz siirecindeki bu gecikmeler nedeniyle, LOR’in gelisimsel
genler ya da bu genlerin isleyisi lizerindeki birtakim etkileri nedeni ile gelisimlerini
olumsuz yonde etkilemis olabilecegi diistiniilmektedir. F2 neslindeki etkinin Fy
nesline gore daha az olmasiin nedeni, deney siirecinde, LOR etken maddesine
ebeveynlerin maruz kalmasi ve bu nedenle F1 neslinin bu etkene daha fazla muruz
kalmasi, F2 neslinin dogrudan etken madde ile maruziyet yasamamasi gosterilebilir.
Keser (2010), benzer bir yontemle yaptigi c¢alismada asetil salisilik asit ve
asetaldehitin Drosophila melanogaster’in Fo neslinde Fi’e goére metamorfoz
stirecinde gecikmenin daha az oldugunu agiklamislardir. Bunun nedeni olarak,
asetilsalisilik asitin toksik etkisi F2 neslinde devam etmedigini belirtmislerdir. Ayn1
zamanda, sadece asetaldehit uygulanan bireylerin F> neslinde de metamorfoz
stiresinin geciktigini tespit etmislerdir. Bu gecikmenin nedeni olarak asetaldahetin
genlerin isleyisi lizerinde olumsuz etkiye neden oldugunu agiklamislardir. Benzer
sekilde Tamtiirk (2019), yapmis oldugu calisma resvaratrolin D. melanogaster
gelisimi iizerine olumsuz etki ederek pupalasmayr geciktirdigini tespit etmistir.
Bunun nedeni olarak da etken maddenin g¢evresel Ostrojen gibi davranip ekziton
hormonu miktarini azaltmis olabilecegini agiklamislardir. Bizim calismamizda da
pupulagsmanin gecikmesi LOR’in ekzitol hormonu miktarini azaltip, gelisim iizerine
olumsuz etki etmesinden dolay:1 olabilir. Antidepresan ilaglarla yapilan bir baska
calismada sadece belirli dozlarda etki gosteren sertralin, larvalarin pupaya gegcis
stiresini uzattigini tespit etmislerdir (Orhan, 2013). Uygulanan maddenin larva
govdesi icinde yer alan imajinal diskleri olumsuz etkileyerek ¢esitli morfolojik ve
fizyolojik bozukluga neden olmasindan dolay1 bu gecisi uzattigini agiklamislardir.
Ayni zamanda cesitli antidepresan etken madde uygulamalari D. melanogaster’de
serotonin hormonu iiretimini uyarmis olabilecegini, bunun sonucunda gelisimsel
gecikmeye neden olabilecegini agiklamislardir. Bizim c¢alismamizda da gozlenen
gecikmenin hem LOR etken maddesinin imajinal disklere olumsuz etki etmesinden

hem de serotonin seviyesini artirmasindan dolay1 olabilir.
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Literatiirde, farkli canli gruplarinda, antihistaminik ila¢ etken maddelerinin davranis
tizerine etkisinin olup olmadigiin arastirildig1 birkag¢ davranigsal toksisite ¢aligmasi
yer almaktadir. Bu caligmalarda bizim arastirmamizdakilerden farkli sonuglar elde
edenler oldugu gibi benzer sonuclar elde edenler de vardir. Yanai ve arkadaglari
(1999), geng erkek goniilliilerde histamin H1 reseptor dolulugu ve antihistaminik
uygulamasindan sonra doksepin ( H1 antagonisti) incelenmistir. Ayn1 zamanda H1
reseptorii nakavt edilmis farelerin davranislart goézlemlenmistir. Bu ¢alisma
sonucunda farelerde antihistaminiklerin ciddi bir etki gostermedigi ancak insanlarda
birincil nesil antihistaminiklerin Onerilen dozlarda alinmasindan sonra bilissel
performansin  bozuldugunu agiklamiglardir. Bizim c¢alismamizda G&zellikle
hareketlerdeki yavaslama genotoksik etkinin yaninda sedasyon etkiden dolayi da
olabilir. Zhdanov ve arkadaslar1 (2023), birinci nesil antihistaminik ila¢ olan
kloropiramin ve ikincil nesil ila¢ olan loratadin ve setirizinin yetiskin zebra baligi
davranis1 {izerine etkilerini incelemislerdir. Ug ilag da zebra bahig lokomotor
aktivitesini 6nemli Sl¢iide degistirmis, kat edilen mesafeyi ve ortalama hiz1 arttiginm
belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise bu calismanin aksine LOR etken maddesi
Drosophila melanogaster’in o6zellikle yiiksek dozlarda kat edilen mesafeyi ve

ortalama hizin1 azaltmstir.

Berninger ve arkadaslari (2011), antihistaminik ila¢ olan difenhidraminin su
organizmalari {izerine etkilerini incelemislerdir. Ozellikle hem akut mortalite hem de
subkronik lireme ¢alismalarindan elde edilen sonucglar, model sucul omurgasiz olan
Daphnia magna’nin difenhiramine balilk modelinden daha duyarli oldugunu
belirtmislerdir. Bunun nedeni olarak da ilacin D. magna {izerinde toksisite
gosterebilecegini aciklamislardir. Benzer sekilde mohammed ve arkadaslari (2012),
difenhidraminin civcivler tiizerinde norodavranissal belirtilerini incelemislerdir.
Enjeksiyondan sonraki bir saat icinde civcivlerde ziplama, tiim viicut titremesi ve
ataksi goriildiigiinii, genel lokomotor davranislarinda azalma oldugunu, bazi dozlarda
tonik hareketsizlik siirelerinin onemli olgiide arttifini ve tiim beyin kolinesteraz
aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla azaldigini belirtmislerdir. Bunun nedeni olarak
da difenhidraminin civcivlerde merkezi sinir sistemini depresyona sokmasindan
kaynakli olabilecegini ac¢iklamiglardir. Bu c¢alismaya benzer sekilde bizim

calismamizda da LOR etken maddesinin Drosophila melanogaster hareketinde
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azalmaya yol actig1 gézlemlenmistir. Bunun nedeni, etken maddenin merkezi sinir

sistemini depresyona sokmasindan ve sedasyon etki yapmasindan dolay1 olabilir.

Jonsson ve arkadaglar1 (2014), kizbocegi larvalari lizerinde yapmis olduklar1 ¢alisma
sonucunda, yaygin olarak kullanilan iki antihistaminin (hidroksizin ve feksofenadin)
kizboceginin davranislarinda 6nemli degislikler oldugunu gézlemlemislerdir. Bunlar;
ilaclara maruz kaldiktan sonra larvalarin daha az aktif oldugu ve daha az kagma
tepkisi gostermeleridir. Bunun nedeni olarak antihistaminiklerin suda yasayan
bocekler iizerinde Oliimciil olmayan etkilere sahip olabilecegini belirtmislerdir. Bu
calismaya benzer sekilde bizim ¢alismamizda da LOR etken maddesinin Drosophila
melanogaster hareketinde azalmaya yol agtigi gozlemlenmistir. Folwarczna ve
arkadaslar1 (2019), loratadinin geng erkek siganlarin iskelet sistemi iizerine etkilerini
incelemislerdir. Yapmis olduklar1 ¢alisma sonucunda LOR etken maddesinin diisiik
dozlarda iskelet sistemini 6nemli 6l¢iide etkilemedigini ancak yiiksek dozlarda femur
uzunlugunu azalttigini, vertebra kemik mineralindeki kalsiyum ve fosfor igerigini
artirdigin1 ve tibial metafizigin mekanik 6zelliklerini iyilestirme egilimi gosterdigini
belirtmislerdir. Bunun nedeni olarak H1 reseptdr blokajinin degil toksisitenin de

etkisi olabilecegini aciklamiglardir.

Diger c¢alismalar1 inceledigimizde, kaya ve arkadaslar1 (2021), Drosophila
melanogaster {izerinde yapmis olduklari g¢alisma sonucunda, nanopartikiil olan
magnezyum oksit (MgO)’in pupa olusturma ve pupadan ¢ikis basarisinda azalmaya
yol agarak olumsuz etkilere neden oldugunu agiklamislardir. Bu calismaya benzer
sekilde bizim c¢alismamizda da LOR etken maddesinin, 50 ug/mL ve 100 pg/mL
dozlarinda pupa olusturmada ve biitlin dozlarda pupa ¢ikis basarisinda azalmaya yol
actig1 gorlilmiistiir. Ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu nedenle

LOR etken maddesinin bu kriterler bakimindan anlamli bir etki yaptig1 sdylenemez.

Kontas (2012), yapmis oldugu calismada LOR’in bazi dozlarda PI ile NBI iizerinde
zayif sistotoksik potansiyeli ve yiiksek dozlarda MI’i istatiksel agidan anlamli
derecede diislirdiigiinii agiklamislardir. Bunun nedeni olarak da bu ilacin in vivo
kosullarda sitotoksik etkisinin olabilecegini agiklamislardir. Bizim ¢alismamamiz
sonucunda LOR etken maddesinin, 50 pg/mL ve 100 pg/mL dozlarinda, Drosophila
melonagaster’in kanat yapilarinda morfolojik anormalliklere neden oldugu sonucuna
vartlmistir. Bu sonug bize LOR etken maddesinin Drosophila melanogaster iizerinde

sitotoksik etkinin yaninda genotoksik etkili olabilecegini de gdstermektedir.

41



Karatas ve arkadaslar1 (2021), iki stilfonamid bilesiginin Drosophila melanogaster
tizerinde teratojenik degerlendirilmesini yapmislardir. Yaptiklart ¢alismada bizim
calismamizin sonuglarina benzer sekilde madde iceren besiyerinde gelisen bireylerde
kivrik kanatlilik, mizrak kanatlilik anormallikleri tespit etmislerdir. Bunun nedeni
olarak oOncelikle iki siilfonamid bilesigi iceren besiyerinde gelisimini tamamlayan
bireylerin uygulanan doz azaldik¢a birey sayisinda azalma meydana geldigi ve bu
bilesigin birey gelisimine olumsuz etki ettigini agiklamiglardir. Bu olumsuz etki
kanat yapisinda fenotipik anormallik oranina da yansimistir. Bizim ¢alismamizda da
gbzlenen anormallikler bireyin normal gelisimine olumsuz etki ettigi i¢in kanat
yapisinda degisiklik meydana getirmesinden dolayi olabilir. Keser (2010), benzer bir
yontemle yaptigi bir calismada ASA igeren besiyerlerinde gelisen bireylerin
kanatlarinda kivrik ve mizrak kanatli morfolojik anormallikleri tespit etmislerdir. Bu
tespitler sonucunda ASA’nin toksik etkiye neden olmasindan kaynakli oldugunu
aciklamiglardir. Bizim c¢aligmamizda da gozlenen anormallikler etken maddenin

toksik etki etmesinden dolay1 olabilir.

Bazi karbonik anhidraz inhibitoriiniin larva doneminde olan Drosophila
melanogaster’in kasinda ve sinirinde toksik etkiye neden oldugu ve bu nedenle larva
hareketlerinde yavaslama oldugunu belirtilmistir (Francis ve ark., 2016). Ancak
Karatas ve arkadaslar1 (2021), yapmis olduklar1 caligmada tam tersi sekilde larva
hareketlerinde artislarin oldugunu agiklamiglardir. Bunun nedeni olarak da kullanilan
stilfonamid bilesiginin dozlarin farkli olmasindan kaynakli oldugunu belirtmislerdir.
Bizim ¢alismamizda doza artisina bagli olarak (r=-0,94) larva hareketlerinde
yavaglama goriilirken bu yavaslama sadece 100 pg/mL’lik uygulamada kontrole
gore anlamli bulunmustur. LOR’in Drosophila melanogaster’in kas ve sinir
dokusunda toksik etkiye neden oldugu bunun sonucunda larva hareketinde
yavaslama oldugu sdylenebilir. Pupa olusturma boélgeleri agisindan ise, anlamli bir
sekilde, ozellikle yiiksek dozda loratadin maruziyetinde daha ¢ok besin yiizeyine
yakin yerlerde pupa olusturduklart gézlemlenmistir. Kaya ve arkadaslarinin (2021),
MgO ile yaptiklar1 c¢alismada bizim c¢alismamizin sonuclarina benzer sekilde
magnezyum oksitin yiliksek dozlarinda (10 mM) larvalarin daha ¢ok besin ylizeyine
yakin yerlerde pupa olusturduklarini tespit etmislerdir. Bu etkinin nedeni olarak
magnezyum oksitin D. melanogaster enerji metabolizmasina negatif etkisi oldugunu

aciklamiglardir. Bizim ¢aligmamizda da besin ylizeyine yakin yerlere pupa olusturan

42



larvalarin enerji metabolizmasinin yavaslamasindan dolay1 olabilir. ~ Negatif
jeotaksiste doza bagli azalma giiglii bir korelasyon (r=-0,99) gosterse de bu azalmalar
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degildir. Kaya ve arkadaslarmin (2021),
MgO ile yaptiklar1 calismada bizim calismamizin sonuglarima benzer sekilde D.
melanogaster bireylerinin negatif jeotakasiste azalmalar oldugunu tespit etmislerdir.
Bunun nedeni olarak da MgO maruziyetinin ugus yetenegini azaltmasindan dolay1
oldugunu agiklamiglardir. Bizim ¢alismamizda da gozlenen azalmalar bireyleri ugus
yeteneginin azalmasindan dolay1 olabilir. Hem larva hareketlerindeki yavaslama ve
hem de buna bagl olarak pupa yapma bdlgesinin alt kisimlarda olmasi, loratadinin

ozellikle larva donemlerinde daha etkili oldugu oldugunu gostermektedir.

Karatas ve Bahgeci (2010), sodyum arsenit ve krom (III) kloriir ile yaptiklari
calismada bizim calismamizin sonuglarina benzer sekilde sodyum arsenit ve krom
(IIT) kloriirin D. melanogaster esey oraninda anlamli farklilik oldugunu tespit
etmislerdir. Bu farklilik disi sayisinin erkek sayisina kiyasla fazla olmasidir. Bunun
nedeni olarak da disi bireylerin erkeklere gore toksik etkiye daha toleransli oldugu ve
gelisimlerine devam etmelerinden dolayr oldugunu agiklamiglardir. Bizim
calismamizda da 25 pg/mL’lik uygulama dozunda disi birey sayisinin daha yiiksek
¢ikmasi bundan dolay1 olabilir. Yapilan baska bir ¢alismada ise D. melanogaster’e
resvaratrol maruziyeti esey oraninda anlamli farkliliga neden olmamistir (Tamtiirk,

2019).

Sonu¢ olarak; bu calismada kullanilan loratadin etken maddesinin, ozellikle
uygulamada kullanilan yiiksek dozlarmin, Drosophila melanogaster gelisimi ve
davranig1 tizerine olumsuz etkilerinin oldugu sdylenebilir. Bu ¢alisma, loratadinin
canli gelisimi ve davraniglar iizerine yapilmis ilk ¢aligma olmasi nedeniyle, ileride
yapilacak olan diger ¢aligmalara kaynak olusturma niteligindedir. Ancak loratadin
ve benzeri antihistaminik ilag etken maddelerinin canlilar iizerine toksik ve
davranigsal etkilerinin tam olarak ortaya cikarilmasi i¢in baska model organizmalar
basta olmak iizere degisik hiicre hatlar1 ve canli gruplari ile ve de farkli metodlar ile

daha fazla ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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