Drosophila melanogaster’DE MONOSODYUM
GLUTAMAT ETKIiSi ALTINDA LARVAL BESLENME
DAVRANISI VE BU DAVRANISI ETKILEYEN GENLERIN
GENOM BOYLU iLISKILENDIRME ANALIZi iLE
BELIRLENMESI

LARVAL FEEDING BEHAVIOR UNDER THE EFFECT OF
MONOSODIUM GLUTAMATE IN Drosophila
melanogaster AND DETECTION OF THE GENES
AFFECTING THIS BEHAVIOR VIA GENOME WIDE
ASSOCIATION ANALYSIS

CEMRE OZBALCI

PROF. DR. ERGIi DENiz 6zsoY

Tez Danigmani

Hacettepe Universitesi
LisansUsti Egitim-Ogretim ve Sinav Ydnetmeliginin
Biyoloji Anabilim Dali igin Ongdrdigi

YUKSEK LiSANS TEZi olarak hazirlanmistir.

2024






OZET

Drosophila melanogaster’DE MONOSODYUM GLUTAMAT
ETKIiSi ALTINDA LARVAL BESLENME DAVRANISI VE BU
DAVRANISI ETKILEYEN GENLERIN GENOM BOYLU
ILISKILENDIRME ANALIZi iLE BELIRLENMESI

Cemre OZBALCI

Yiiksek Lisans, Biyoloji Bolumii
Tez Danigmani: Prof. Dr. Ergi Deniz OZSOY

Nisan 2024, 106 sayfa

Bu tez calismasi kapsaminda beslenme davranisini ve bir gida katki maddesi
olan Monosodyum Glutamat (MSG) tiketimini etkileyen genetik varyantlarin
saptanmasi hedeflenmektedir. Hem homeostatik hem de hedonik yolaklar ile
dizenlenen beslenme davranigi, ¢oklu genli bir kontrol mekanizmasina sahip
olugsuyla kompleks bir karakterdir. Beslenme davranisinda etkili olan genlerin
saptanmasi, ilgili hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavilerinin gelistiriimesinde
faydali olacaktir. Hem beslenme hem de MSG tuketimi igin etkisi bulunan gen
setleri ginumuzde sik¢a arastirnliyor olmakla beraber ilgili fenotiplerin genetik
arka plani tam olarak aydinlatilamamistir. Calisma, genetik arastirmalarda pek
¢ok avantaj saglayan model organizma Drosophila melanogaster'in genom boylu
iliskilendirme c¢alismalarinda (GWAS) kullanilmak Uzere geligtiriimis olan
Drosophila Genetik Referans Paneli (DGRP) soy setinden secilen soylar ile
gerceklestiriimistir. Deneyde, yasamlarini optimal kosullarda (25 °C, ~%65 Bagil
Nem) sdrdiren soylar kontrolli bir sekilde yumurtlatiimis ve yumurtlatmanin

basindan itibaren 72. saatte toplanan Uglncu evre larvalar kullaniimistir.



Toplanan larvalar taze hazirlanmis kontrol besiyerine (%10 (w/v) sikroz, %2,5
(w/v) agar agar) ve MSG iceren besiyerine (kontrol besiyeri + %3 MSG (w/v))
konularak hareketleri diseksiyon mikroskobuna entegre edilmis bir kamera ile
kaydedilmistir. Kayitlar yavaslatilarak izlenmig ve larvalarin bir dakika igerisinde
sergiledikleri isirik (snatch) sayilari belirlenerek kaydedilmistir. Elde edilen veriler
her soy igin; kontrol grubu icin, MSG grubu icin ve MSG’de kaydedilen skor
ortalamasinin kontrol besiyerindeki skor ortalamasina farki kontrol besiyerine
gore yuzde cinsinden hesaplanarak olusturulan fark skoru igin hesaplanmis ve
bu U¢ veri seti GWA analizinde girdi olarak kullaniimistir. GWAS’lar sonucunda,
toplamda 62 tekli nikleotid polimorfizminin (SNP), ilgili fenotipler ile anlamli
dizeyde iliskili oldugu saptanmis, SNP’lerin isabet ettigi 32 Drosophila geni
belirlenmistir. Saptanan genlerin biyolojik fonksiyonlari incelendiginde sinir
sistemi, metabolik suregler ve gelisim agirhkli olmak Uzere farkli biyolojik
sureclerde goérev aldiklari goralmustar. Belirlenen genlerin insan ortologlari ve
iligkili olduklari insan hastaliklari incelenmig, daha 6nceden saptanan obezite,
diyabet gibi beslenmeyle baglantili bozukluklara ek olarak sinir sistemi, gelisim
ve metabolik rahatsizliklarin saptanan genler ile iligkili olabilecegi de ortaya
konmustur. Bu tez calismasi ile, beslenme davranisi ve MSG tliketimi ile daha
once iligkilendiriimemis, ¢alisma sonucunda iligkili olmaya aday olmus olan 32
gen belirlenmigtir: Arastirmayi takip eden suregte yapilacak olan validasyon
calismalari ile, ilgili fenotipler ile iligkisi dogrulanan genler literatlre

kazandirilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, Beslenme davranisi, Genetik,
Genom Boylu iligkilendirme Analizi (GWAS)



ABSTRACT

LARVAL FEEDING BEHAVIOR UNDER THE EFFECT OF
MONOSODIUM GLUTAMATE IN Drosophila melanogaster AND
DETECTION OF THE GENES AFFECTING BEHAVIOR VIA
GENOME WIDE ASSOCIATION ANALYSIS

Cemre OZBALCI

Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Ergi Deniz 0ZSOY

April 2024 , 106 pages

In this thesis, it is aimed to detect the genetic variants affecting feeding behavior
and consumption of Monosodium Glutamate (MSG), a food additive. Feeding
behavior which is regulated by both homeostatic and hedonic pathways, is a
complex character with a multi-gene control mechanism. Determination of genes
that are effective in feeding behavior would be helpful for development of
preventions against and treatments of related diseases. Although gene sets
involved in both feeding behavior and MSG consumption have been widely
investigated, the genetic background of the related phenotypes hasn’t been fully
elucidated. The study was carried out by using lines chosen from the Drosophila
Genetic Reference Panel (DGRP), which was developed for use in Genome Wide
Association Study (GWAS) of the model organism Drosophila melanogaster,
which is advantageous for genetics research. For the experiments, lines that
maintain their lives in optimal conditions (25°C, 65% Relative Humidity) were laid
in a controlled manner, and third instar larvae were collected at the 72" hour from
the beginning of egg laying were used. The collected larvae were placed on
iii



control medium (10% w/v sucrose, 2.5% w/v agar-agar) and MSG containing
medium (control medium + 3% MSG w/v). Afterwards, their movements were
recorded with a camera integrated to a dissection microscope. The recordings
were watched by being slowed down, and the count of snatches in a minute
exhibited by each larvae were determined and recorded. The data obtained were
calculated for each line; for the control group, for the MSG group and for the mean
difference percentage score calculated by division of difference of MSG score
and control score to control score. These three data sets were used as input for
GWA analysis. As a result of the GWAS, total of 62 single nucleotide
polymorphisms (SNPs) were found to be significantly associated with the
phenotypes of interest, 32 Drosophila genes were identified in which the SNPs
hit. Screening on the biological functions of the identified genes showed that
these genes are getting involved in many different biological processes,
dominantly in the nervous system, development, and metabolic processes.
Human orthologs of the identified genes and human diseases they are associated
with were examined, genes were previously found to be associated with not only
nutrition related disorders such as obesity and diabetes; but also nervous system,
developmental and metabolic disorders. With this thesis study, 32 genes that
have not been previously associated with feeding behavior and MSG
consumption were identified as candidate genes for association: With the
validation studies to be conducted in the following period, the genes whose
association with the phenotypes of interest will be confirmed and be published to

the literature.

Keywords: Drosophila melanogaster, Feeding Behavior, Genetics, Genome

Wide Association Analysis
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1. GIRIS

Beslenme, butun canlilarin hayati fonksiyonlarini surdirmek igin gereken eneriji
ve hucresel metabolik reaksiyonlarda kullanilacak olan monomerleri elde
etmelerini saglayan, evrimsel olarak korunmus bir davranigtir. Basitge
organizmalarin gida almasi olarak tanimlanan beslenme, karmasik yapil
hayvanlarin tamaminda birgok farkli hucresel, dokusal ve sistemsel
mekanizmanin bir arada calismasi ile gergeklesmektedir. Beslenme davranisi,
icsel ve digsal pek ¢ok etken tarafindan dizenlenen (Melcher, Bader ve Pankratz,
2007) ve koku alma, tat alma duyulari ile birlikte sinirsel ve fizyolojik pek ¢cok agi
barindiran kompleks bir davranistir (Bhumika ve Kumar, 2018) ve her canlida
hayatta kalma basarisini arttirmaya yonelik farkli adaptasyonlar gelismistir. Trler
arasi varyasyonlarin otesinde, ayni turden farkli bireylerin de beslenme
davranislarinin birbirlerinden farkli oldugu bilinmektedir. Bu ¢esitliligin arkasinda
bireyler arasindaki genetik varyasyonlar yatmaktadir. Ote yandan, beslenme
metabolizmasinda etkili olan bu varyasyonlar, beslenme bozukluklarina
yatkinlkta etkilidir (Trace ve ark., 2013).

Beslenme davranisini etkileyen genlerin bulunmasi icin hem molekiler hem de
genom boylu pek ¢ok calisma gerceklestiriimis, ¢esitli yeme bozukluklarina sahip
bireylerde farkli seviyelerde ifade edilen birgok gen bulunmus (Hinney ve
Volckmar, 2013) olmasina ragmen genlerin arasindaki etkilesim agi hala net
deqildir. Beslenme bozukluklarina sebep olan gen aglarinin acgiga ¢ikarilmasinin;
bu bozukluklarin 6nlenmesi, teshisi, erken mudahale ve tedavisinde fayda

saglayacagi 6ngorulmektedir (Trace ve ark., 2013).

Yayginhg: giderek artmakta olan beslenme bozukluklari genetik faktoérlerden
oldugu kadar, tuketicinin diyet tercihinden de etkilenerek meydana gelmektedir.
Gunumuzde insanlarin degisen yasam tarzlari ve beslenme ihtiyacinin kisa sure
icinde giderilmesinin gerekliligi, koklu bir diyet degdisikligi ile sonuglanmigtir. Hizh
yeme ihtiyacini karsilamaya yonelik firmalar ve paketli gida Ureticileri, Avrupa’da

1



“katki maddesi” olarak siniflandiriimakla birlikte, Amerika’da “genellikle guvenli
kabul edilir’ olarak siniflandirilan Monosodyum Glutamati (MSG) Uretimlerinde
yaygin olarak kullanmaya baglamiglardir (European Food Safety Authority, 2017;
U.S. Food and Drug Administration, 2018). Bazi besinlerde dogal olarak da
bulunan MSG gida endUstrisinde eklendigi besinin lezzetini arttirmasi dolayisi ile
tercih edilmektedir (Butnariu ve Sarac, 2019). Esansiyel olmayan bir aminoasit
olan glutamik asidin sodyum tuzu olan MSG’nin ayni zamanda tuketicilerde toksik
etkileri oldugu da bilinmektedir (Husarova ve Ostatnikova, 2013). Bu toksisitenin
en baskin mekanizmasi, MSG tiketimi dolayisiyla fazlaca metabolize edilen
glutamat amino asidinin sinir sisteminde uyarici bir nérotransmitter olarak gorev
almasindan o6turu lezzet alma hissini fazla aktive etmesinin yol actigi glikoz ve
diger metabolik reaktanlarin oksitlenmesinin yarattigi artan oksidatif strestir

(Okwudiri, Sylvanus ve Peace, 2012).

AQgirlikli olarak laboratuvar fareleri (Mus musculus) ve sigan (Rattus rattus) olmak
uzere farkli model organizmalarla yapilan arastirmalarda MSG tuketiminin farkh
metabolik yolaklarda etkileri arastiriimig, astim, migren gibi kronik hastaliklarin
semptomlarinin arttigi  (Freeman, 2006) negatif etkilenen pek c¢ok yolak
bulunmustur. Yapilan klinik incelemelerde MSG tuketiminin kan sekeri, trigliserit,
insulin ve kolesterol seviyelerinde artisa sebep oldugu bulunmus ve MSG
tlketiminin diyabet, obezite, Cin Restorani Sendromu gibi beslenme ile iliskili
hastaliklarin olusumunda etkili oldugu saptanmistir (Kazmi ve ark., 2017). MSG
tuketiminin dogrudan etkisiyle ortaya c¢iktigi dusunudlen Cin Restorani
Sendromunun, MSG tuketiminden 8-16 saat sonra bas agrisi, bags déonmesi,
terleme, karin agrisi, Urtiker gibi semptomlarla kendini gosterdigi ve kolay tespit
edilemeyen anjiyoodem olusmasina da sebep olarak olumcul sonuglar

dogurdugu bulunmustur (Kazmi ve ark., 2017).

Batin bu bulgular 1siginda bu tez galismasi, katki maddesi olan MSG etkisi
altinda gergeklesen beslenme davranigindaki farkliliklarin fenotipik dagilimini
(degiskenligini) ve arka planda bu dagihma sebep olan aday genlerin

saptanmasini hedeflemigtir. Bu hedef dogrultusunda yuksek bir genomik
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varyasyon paneline sahip bir Drosophila melanogaster populasyonu kullanilarak

genom boylu iligkilendirme analizleri gerceklestirilmigtir.

Drosophila melanogaster insan ile yuksek oranda genomik benzerlige sahip
olmasiyla bu tarz davranis genetigi calismalarinda yuksek avantaj saglayan bir
model organizma olmayi surdirmektedir (Hales ve ark., 2015). Tez calismasi
kapsaminda yapilan deneylerde, tam genom dizileri bilinen 205 kendilestirilmis
yabanil D. melanogaster soyundan olusan Drosophila Genetik Referans Paneli
(DGRP) seti kullaniimistir. DGRP soy seti, sayisallastirilabilen fenotiplerin iligkili
oldugu aday genlerin Genom Boylu iliskilendirme Analizi (GWAS) ile hassas bir
sekilde saptanmasinda kullanilabilmesi sebebiyle tercih edilmistir. Uretilen bu soy
setinin (populasyonun) fenotipik farklliklarinin genomik analizi, genomik diziler
arasi farklarin kiyaslanip, benzer katsayida farklilik iceren genler ile
eslestirimesini saglayan istatistiksel genetik analizlerin biyoinformatigine
dayanmaktadir ve ilgilenilen fenotip ve etkileyen muhtemel genlerin saptanmasini

mumkun kilmaktadir (Mackay ve ark., 2012).

Beslenme davranigi, devamli beslenme durumundaki ve agiz yapisinin
g6zlemlenebilir oldugu gelisimsel surecinin Gguncll evresine (L3) yeni ulasmis
larvalarin konulduklart MSG eklenmis ve eklenmemis deney besiyerlerinde (10%
(w/v) sukroz, 2,5%(w/v) agar agar) 1 dakika surede gercgeklestirdikleri isirik sayisi
(snatch) seklinde sayisallastiriimistir. Larvalarin eldesi icin deneye alinacak
soylar kontrolli bir bigimde c¢aprazlanarak 7 saat (9.00-17.00 arasinda)
yumurtlamaya birakilmigtir.  Ebeveynlerin  uzaklastiriimasinin  ardindan,
yumurtlamanin 3. gininde henuz L3 evresine gelmis larvalar 25°C distile su ile
siseden toplanip rastgele sekilde kontrol (MSG’siz) ve 3% MSG igeren deney
besiyerlerine alinarak 30 saniye adaptasyona birakilmis ve ardindan davranislari
1 dakika boyunca diseksiyon mikroskobuna sabitlenmis kamera ile
kaydedilmistir. Alinan kayitlar video oynatma programlarinda yavaslatilarak

izlenmis ve 1sirik sayilari kaydedilmigtir.



Tez kapsaminda kullanilan 122 DGRP soyunun kontrol ve MSGli
besiyerlerindeki isirik sayilarinin ortalamalari skor olarak kullaniimig olup, kontrol
besiyeri skorlari, MSG’li besiyeri skorlari ve; MSG’li ve kontrol besiyerleri
arasindaki skor farklari olmak uzere 3 farkh veri seti kullanilarak genom boylu
iliskilendirme analii (GWAS) gergeklestiriimistir. Kontrol (MSG igcermeyen) ve
MSG igeren davranis skorlari arasindaki fark ile gergeklestirilen GWAS'in

genotip-cevre etkilesimine dair bilgi verecegi kabul edilmigtir.

Gergeklestirilen GWAS’lar sonucunda, beslenme davranisinda etkili ve MSG
tuketimine bagh larva beslenme davranigina iliskin, ¢cogunlukla sinir sistemi,
metabolik slrecler ve gelisim yolaklarinda fonksiyon goOsteren genler
saptanmigtir. Bu galismayi izleyecek ileri analizlerle gergeklestiriliecek genetik
dogrulama c¢alismalarinin MSG kaynakh davranisa dair mekanizmalarin

aydinlatiimasinda 6nemli rol oynayacagi dustunulmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beslenme Davranisi

Beslenme, butun canlilarin i¢c dengelerini saglamak icin sergiledikleri en temel
davranislardan biridir. Besinlerin elde edilmesinden yutulmasina kadar olan
sureci kapsayan beslenme ve takip eden sindirim sureci, bireyin enerji elde etmek
icin ihtiyaci olan monomerleri saglar. Beslenme sonucu elde edilen eneriji,
canlinin hayatta kalma ve Ureme basarisini arttirmak i¢in zorunlu olan
homeostaziyi saglama, yiyecek bulma, avlanma, Ureme davraniglarinda

kullanildigindan, beslenme davranigi da hayati 6neme sahip bir davranistir.

Alinan besinlerin ¢esidi, miktari ve sikhgi; bireyin hayatta kalmasi, buyume ve
gelisme sureci ve Ureme aktivitesi igin gerekli enerji miktarini saglayabilmelidir
(Melcher, Bader ve Pankratz, 2007). Bu dogrultuda gunumizde varhgini
surduren her tlrde, beslenme davranisinda farkli adaptasyonlar evrimleserek

hayatta kalma ve Ureme basarilarini arttirmistir.

2.1.1. Beslenme Fizyolojisi ve Regiilasyonu

Beslenme fizyolojisi; yeme davranisi, yeme davranisinin etkilendigi i¢sel ve
dissal uyartilar, uyartilarin merkezi sinir sistemine (CNS) iletiminde goérev alan
sinirsel ve endokrin duyu mekanizmalariyla iletilen uyartinin birlestirilerek
degerlendirildigi CNS sinir aglarinin galisma prensiplerini kapsar. Beslenme
fizyolojisinin iyi anlasilmasi, yayginlasmakta olan yeme bozukluklarinin ve
yemeyle iligkili hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde yeni ve faydali yaklasimlari
ortaya ¢ikaracaktir (Langhans ve Geary, 2010).



Fizyolojik sinyaller beslenmeyi indukleyecek veya baskilayacak yoénde
olabilmektedir. Beslenme, aclik ve tokluk durumlarinin olusturdugu fizyolojik
degisiklikler tarafindan dengelenir (Smith ve Ferguson, 2008). insanlarda
beslenmenin dizenlenme norofizyolojisi hipotalamus, beyin koku, gastro-
intestinal sistem, pankreas, adipoz doku ve ndroendokrin temelli geribildirim

mekanizmalarini igerir (Gahagan, 2012).

Insanda beslenmeyi lateral hipotalamustaki “aglik merkezi” olarak adlandirilan
bolge kontrol etmekteyken, igsel ve digsal kaynaklardan gelen sinyalleri
degerlendirerek aktiflestiginde acglhk merkezini inhibe eden ventrolmedyal
bolgede bulunan “tokluk merkezi” de beslenmenin regulasyonunda gérev alir
(Smith ve Ferguson, 2008).

Beslenmeye egilimli olma durumunda ve beslenme sirasinda gesitli gorsel,
kokusal ve oral uyaranlar gorev alir. Beslenme devam etmekteyken mide ve
duodenumda besinlerin bulunmasi ve birikmesi, gastrointestinal (Gl) besin
konsantrasyonlarinda, pH’inda ve ozmolaritesinde degisiklik ve genisleme,
gerilme gibi mekanik ve kimyasal uyarilar olusturur (Schwartz, 2000). Ayni
zamanda beslenme sirasinda emilimi gerceklestirilen besinler de kan yoluyla
iletildigi karacigerdeki sensorleri aktiflestirir. Her iki uyari da Gl sistem ile merkezi
sinir sistemi arasinda iletigsimi saglayan duyu sinirlerinde sinyal uretiimesine
sebep olur. Bu sinyaller, beslenmeye yonelik pozitif ve negatif geribildirimlere
sebep olarak beslenmenin kontrolinde 6nemli roller alirlar (Schwartz, 2000).
Gorsel, kokusal ve oral uyarilarin yani sira, kan sekeri seviyesi, mide ve ince
bagdirsak kasilma seyrekligi acligi ifade edip beslenmeye yonelik pozitif
geribildirim vererek beslenmenin devamini tetikler (Sanger, Hellstrom ve
Naslund, 2010). Buna karsin, dis uyarilar ve kan sekeri seviyesinin yani sira
sindirim sUrecinde degismeye baglayan besin ve monomer konsantrasyonlari ve
hormon seviyeleri de tokluk sinyallerinin Uretilmesine sebep olarak beslenmeyi
durdurur (Stafleu ve ark., 2011).



2.1.1.1 Aghk ve Tokluk Mekanizmalari

“Aclik”, besine ihtiya¢g duyma olarak tanimlanan, vucut tarafindan enerji alma
gerekliligi ile yonetilen ve igtahin artmasiyla sonuglanan bir fizyolojik durumdur
(Read, 1992; Sanger, Hellstrom ve Naslund, 2010).

Glikostatik Teori ve Lipostatik teori, acligin mekanizmasini enerji ihtiyacinin
anlasilmasi baglaminda acgiklamaya yonelik teorilerdir. Acikma hissinin,
halihazirda homeostaziyi korumaya yonelik bir fizyolojik durum oldugu

bilinmektedir.

Merkezi sinir sisteminin enerjisiz kalmamasi i¢in dolagim sistemi tarafindan
gerekli glikoz devamli olarak saglanmalidir. Beslenme ile alinan enerji kaynaginin
yalnizca kiguk bir kismi CNS homeostazisini saglamaya yetmekteyken, fazlaca
bir kismi diger sistemler tarafindan kullanilir ve depolanir. Kandaki glikoz
seviyesinin yeterliligi de yine merkezi sinir sisteminde bulunan ve kandaki glikoz
konsantrasyonunu o6lgen glikoreseptorler ile Olgllir. Kanda glikoz miktarinin
azalmasi sinyali, CNS tarafindan acglk hissine sebep olan yolaklarin
aktiflestirilmesi ile yanitlanir ve aclik hissi olusur. Glikostatik teori olarak literature
gecen bu mekanizma, enerji aliminin kisa vadede, kisa bir donem igin
duzenlenmesini saglayarak homeostazinin korunmasi mekanizmasini en basit
sekliyle aciklamaktadir (Mayer, 1955; Rowland, Morien ve Li, 1996; Chaput ve
Tremblay, 2009).

Lipostatik teori ise enerji alimi regulasyonunun; beden agirliginin, dolayisi ile
enerji kaynagi depolarinin duzenlenmesi ve homeostazinin uzun vadede
korunmasini saglayan bir dizenleme mekanizmasi olarak aciklanabilir. Bu
teoriye gore vucut kutlesi sabit kosullarda korunur. Alinan veya depolanan yag
miktarindaki degisiklik, yag depolarindan beyne sinyal ile iletilerek degerlendirilir
ve depo yag seviyesinin stabil tutulmasina yonelik aglik mekanizmasini uzun

vadede pozitif veya negatif sekilde ydnlendiriimesiyle sonuglanir. Lipostatik



mekanizma, glikostatik mekanizma ile is birligi icinde ¢alisarak vicudun eneriji

homeostasini saglar (Kennedy, 1953; Mayer, 1955).

Bu teorilerin 6ne surilmesinden bu yana elbette aglik mekanizmasini agiklamaya
yonelik pek ¢ok calisma yurutulmus, aclik mekanizmasi ile ilgili olarak gesitli
yolaklar tam olarak olmasa da bilylk oranda aciga cikarilmistir. Yapilan
calismalar, glikozun ve depo yag miktarinin istah ile iligkili oldugunu bulsa da bu
baglantinin icinde pek ¢ok parametre oldugu ve direkt bir korelasyondan
bahsedilemeyecegdi sdylenebilir. Ornegin, belirli kosullarda dolasim sistemindeki
glikoz seviyesi ile alinan besin miktarinin pozitif iligkili oldugunu belirten
calismalar (Van ltallie, Beaudoin ve Mayer, 1953; Stunkard, Van lItallie ve Reis,
1955) oldugu gibi, bu iki dedisken arasinda herhangi bir korelasyon olmadigi
sonucuna varan galismalar (Bernstein ve Grossman, 1956; Van Itallie ve Hashim,
1960) da mevcuttur. Sonug olarak, acglik ve istah mekanizmalarini etkileyen pek
¢cok parametre ve yolak bulundugu bilinse de kandaki glikoz miktari da sinyal
yolaklarindan birinde gorev almaktadir (Novin ve ark., 1985; Konturek ve ark.,
2003).

Enerji homeostazisinin saglanamamasi hayati risk teskil etmektedir.
Homeostazinin saglanmasinda sinir sistemi organlari ve elemanlarina ek olarak

pek ¢cok hormon ve norotransmiter de gorev alir.

Beslenme davranigl, en basit haliyle iki hipotalamik merkeze dayanmaktadir.
“Aclik merkezi” olarak adlandirilan lateral hipotalamik merkez (LH) ve “tokluk
merkezi” olarak adlandirilan ventromedyal c¢ekirdek (VMN) (Hetherington ve
Ranson, 1940; Anand ve Brobeck, 1951) Urettikleri sinyallerle vicutta aclik ve
toklugun hissedilmesini saglarlar (Silverthorn ve ark., 2019). Eneriji
homeostazisinin saglanmasinda major fonksiyonu olan iki periferal enzim, grelin
ve leptindir. Bu enzimler aglik ve tokluk hissinin olusmasinda rol alirlar (Sener,
Alver ve Cevher, 2022).



Bir protein yapili enzim olan leptin adipositlerde sentezlenip kan yoluyla beyne
ulasir. Leptin, beyne negatif geribildirim olarak iletilir. Leptin sentezi, depo yag
miktari ile orantili olarak surdarulirken salgilanan leptin miktarinin artmasi istahin
azalmasina sebep olur (Silverthorn ve ark., 2019). Yag depo miktarinin
beslenmeyi uzun vadede ters orantili olarak etkiliyor olusu, lipostatik teoriyi

desteklemektedir.

“‘Aclik hormonu” olarak ifade edilen Grelin hormonu (Castaneda ve ark., 2010)
¢ogunlukla mideden, bir miktar da ince bagirsaktan salgilanarak aglik ve istahin
olusmasinda rol alir (Date ve ark., 2000; Sakata ve ark., 2002). Grelin hormonu
seviyesi, uzun vadede beden kuitlesinin regulasyonunu da blyuk oranda etkiler
(Castaneda ve ark., 2010)

Yolakta fonksiyon gdsteren bir diger molekil, néropeptid Y (NPY) dir. Leptin
varliginda inhibe edilen NPY (Silverthorn ve ark., 2019), beyinde nérotransmitter
olarak iglev goOstererek farkli reseptorlere baglandiginda farkli yanitlara sebep
olarak beslenme davranisi kontroliinde gorev almaktadir (Wynne ve ark., 2005;
McConn, Gilbert ve Cline, 2018). Aglik sirasinda sentezi artan NPY, istahin
olugsmasinda gorev alir. Sentezi, tokluk durumunda azalmaktadir (Sanacora ve
ark., 1990; Swart ve ark., 2002).

istah, aclik ve tokluk hislerinin olusumu, farkli dokular tarafindan iretilen pek cok
molekulln is birligi icinde calismasiyla gerceklesmektedir. Grelin ve NPY’ye ek
olarak, hipotalmusta Uretilen aguti iligkili protein (AgRP) ve oreksin de istahin
olusmasini indikleyerek yeme davranigini tetikleyen peptidlerdir (Woods, Seeley
ve Cota, 2008). Yeme davranisinin azalmasina sebep olan molekiller arasinda
ise ince bagirsak ve noéronlar tarafindan sentezlenen nérositokinin, ince
bagdirsaktan sentezlenen glukagon benzeri peptid 1 ve peptid tirozin tirozin
yolagin farkh kisimlarinda islev gostermektedir. Butin bu molekullerin anlik
miktarlari ve etkilesimleri sonucunda olusan uyartilar hipotalamusa vicudun
enerji ve monomer seviyesini iletir. iletilen sinyallere karsi hipotalamus, istahi

arttiran ve azaltan iki farkli néron grubundan birini aktiflestirerek yeme davranigini



kontrol eder. Yaniti olusturan néron gruplari, anoreksijenik yolak veya oreksijenik
yolaklardan birini aktiflestirir. Grelin tarafindan uyarilan oreksijenik yolak aktive
edildiginde oreksijenik noéronlar tarafindan igtahin artmasina sebep olan NPY ve
AgRP noéropeptidleri salgilanir (Benelam, 2009; Timper ve Bruning, 2017). Leptin
tarafindan uyarilan anoreksijenik yolak ise, Proopinomelanokortin (POMC) ve
Kokain ve amfetamin ile reglle edilen transkript (CART) noéropeptidlerinin
salgilanmasi ile sonuglanir. POMC/CART peptidleri, oreksijenik ndronlari inhibe
ederek istahi baskilar (Zigman ve Elmquist, 2003; Smith ve Ferguson, 2008). Bu
karmasik kontrol mekanizmasindaki bir bozukluk, kompanse edilmedigi takdirde
beslenme davranisinin duzenlenememesi, dolayisi ile beslenme bozukluklari ile

sonuclanabilir.

2.1.2. Hedonik Beslenme

Beslenmenin fizyolojik dizenleme mekanizmasi, insan ve diger hayvanlarin
beslenme davranisini acgiklamakta yetersiz kalmaktadir. ClUnki bu canlilar,
beynin 6dul merkezi tarafindan tesvik edilen zevk almak igin de yeme davranisi
sergilerler. Beslenme davraniginin, yukarida anlatildigi gibi homeostaziyi
saglamaya yonelik fizyolojik regllasyon mekanizmasina ek olarak,
homeostaziden bagimsiz bir regulasyon mekanizmasi da bulunmaktadir.
Beslenmenin homeostazi-bagimli dizenlenmesini saglayan aglik, istah ve tokluk
hislerinin yani sira, homeostaziden bagimsiz gerceklesen hedonik beslenme
davranisi “besin 6duld” motivasyonu ile kontrol edilmektedir (Nishijo ve Ono,
2020). Yeme davranigi suresince lezzetli besinlerden alinan zevk ve sonucunda
enerjinin artmasi ve acglik hissinin yok olmasi, &dullendirici olarak ifade
edilmektedir (Jager ve Witkamp, 2014).

Beslenme davranisini beyin odul sistemi ile iligkilendiren yeni sinirbilim
calismalari, beslenme bozukluklarinin anlagiimasi hedefi dogrultusunda umut
verici durumdadir (Kenny, 2011). Beyin temelli 6dul sistemi enerji dengesinin
hormonal regulatorleri ile uyumlu galismaktadir (Saper, Chou ve EImquist, 2002).
Besin tlketimi sonucunda orbito-frontal korteks (OFC) besinin kokusu, dokusu,

gorseli, besin degeri ve tadina yonelik spesifik 6dil sinyalleri Uretir (Berridge,
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2009; Small, 2010; Rolls, 2011). Birey metabolik olarak a¢ degilken, haz igin
beslendiginde davranigin regulasyon mekanizmasi karmasiklasmaktadir
(Stroebe, Papies ve Aarts, 2008). Hedonik aclik yolagi, metabolik geri bildirim
mekanizmalari ile dizenlenmemekte olusuyla, fizyolojik acglik mekanizmasindan
farkhlik gostermektedir (Berthoud, 2011).

Odil, beyne ulasan cesitli uyarilarin olumlu veya arzulanan sekilde
neticelendiriimesi seklinde ifade edilebilecek dogal bir suregtir (Lewis ve ark.,
2021) ve canlinin hayatta kalma basarisini arttirmaya yonelik bir sistemdir
(Coskunsu, 2021). Odul yolaginin, ddil sistemi olarak da bilinen mezolimbik
sistem tarafindan kontrol edildigi bilinmektedir. Mezolimbik sistem, &dulin
psikolojik ve bilissel kontrolini saglayan dopaminerjik bir yolaktan olusmaktadir.
Mezolimbik sistem uyarildiginda, dopaminerjik ve opioderjik yolaklarin
aktiflesmesine sebep olur (Berridge, 1996). Dopaminerjik sistem beklentiyi
olustururken, opioiderjik sistem zevk alma hissini aktiflestirir (Berridge, 2009).
Dopamin norotransmiterinin - 6dul  yolagindaki anahtar molekual oldugu
bilinmektedir. Hucresel ve sistemsel olarak noromodulator rolleri olan dopamin,
merkezi sinir sisteminde de nérotransmitter olarak gorev alir. “Mutluluk hormonu”
olarak bilinse de, merkezi sinir sistemi tarafindan belli bir limitin UGzerinde
algilanmasi, sonucunda &dul olan davraniglara karsi arzulama hissinin

olusmasina sebep olur ve motivasyon saglar (Berridge, 2007).

Limbik sistem, odul yolagi vasitasi ile bagimllik sirecinde de oldukga aktif rol
almaktadir. Mezolimbik dopaminerjik néronlar beslenme tarafindan olabilecegi
gibi farkli bilesenler, bagimhlik yapici yasakli maddeler ile de aktiflegebilir. Bu

maddeler, beyinde dopamin Uretimini tetikler (Wise, 1996).

Odiil sistemi, beslenmenin homeostatik regiilasyonu mekanizmasi ile oldukga i¢
ice bir sekilde beslenme davranisini duzenler (Munzberg ve ark., 2016). Hedonik
sinyaller de homeostatik sinyallerde oldugu gibi Lateral Hipotalamik Alan (LH)’da
degerlendirilirler. Bu bolge, iki ayrik sistemin entegre edildigi yerdir (Berridge,

2009). Entegrasyon sureci, yari yariya bir rol paylasimi Gzerinden degil, iletilen
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iki sinyalden birinin daha fazla degerlendirmesi ile gerceklestiginden, hedonik
sinyaller homeostatik tokluk hissini tetikleyen sinyallerin dnune gecgerek yeme
davranisini degistirebilir. Bu degisiklikler de beslenme bozukluklarini ve diyet
iligkili hastaliklar tetikleyebilirler. Butlin bu sinyal yolaklarinin ve merkezi sinir
sisteminin  degerlendirme mekanizmalarinin  anlagilabilmesi, beslenme
bozukluklari ve diyet iligkili hastaliklarin anlagiimasi icin buyuk onem tasir
(Kenny, 2011; Alonso-Alonso ve ark., 2015).

2.1.3. Beslenme Bozukluklar ve Diyet iliskili Hastaliklar

Beslenme ile ilgili rahatsizliklar, beslenme bozuklugu olarak adlandirilan,
beslenme regullasyonundaki bozukluklarin fizyolojik ve psikiyatrik etkileri sonucu
acgiga cikan, toplumda en yayginlari anoreksiya nervoza (AN), blumia nervoza
(BN) ve tikinircasina yeme bozuklugu (Binge eating disorder) (BED) olarak
gorilen hastaliklar kapsadigi gibi (Nishijo ve Ono, 2020) diyet iligkili hastaliklar
olarak adlandirilan ve diyet tercihi ve alinan besin ¢esidi kaynakli gelisen, en
yaygin olarak obezite, diyabet ve kardiyovaskuler hastaliklari da kapsar

(Sébastia, Balagopal ve Misra, 2013).

Beslenme bozukluklari olan AN, BN ve BED birgcok risk faktérintn etkilesimi
sonucu aciga cikan ve fiziksel, psikolojik ve sosyal fonksiyonlarin etkilenmesine
sebep olan, mental kaynakli davranis bozukluklardir (Rikani ve ark., 2013; Attia
ve Guarda, 2022). Bu beslenme bozukluklarinin tanimlari ve teshis yontemleri
farkh olsa da temel olarak ayni kriterler Gzerinden degerlendirilirler. Bu kriterler;
diyet tercihleri, tikinircasina yeme davranigi, duygusal yeme, agirlik endisesi ve
beden memnuniyeti gibi davranigsal ve bilissel semptomlar Gzerinden ilerler
(Culbert, Racine ve Klump, 2015). Bu semptomlarin olusmasi, genetik ve
norobiyolojik faktorler gibi biyolojik etkenlerin, beden gérintisi rahatsizliklar ve
kisilik 6zellikleri gibi psikolojik etkenlere ek olarak gelisimsel ve sosyo-kulturel

cevresel etkenlerin kimulatif etkisi ile gerceklesir (Rikani ve ark., 2013).
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Gunumuzde goérulme sikligi artmakta olan ve beraberinde bir¢ok hastaligin da
gelismesine sebep olan obezite, beslenme bozukluklari  sinifinda
degerlendirimemektedir (World Health Organization, 2023). Dunya Saglik
Orgitli (WHO) kilolu olma ve obeziteyi bedende saglig tehdit edecek derecede
fazla yag birikimi olarak tanimlamaktadir. 25 (izeri Beden Kitle indeksi (BMI) ne
sahip olan bireyler kilolu olarak degerlendiriyorken, 30 uzeri BMI, obezite isareti
sayllmaktadir. Obezite de beslenme bozukluklari gibi beslenme tercihleri,
sosyokulturel ve gevresel etkiler, genetik etkenler, fizyolojik fonksiyon durumu,
duygusal durum, stres seviyesi gibi faktorlerin birikiminden kaynaklanir (Centers
for Disease Control and Prevention, 2012; U.S. Department of Health and Human
Services: National Heart Lung and Blood Institute, 2012). Obeziteye sebep olan
asiri yag birikimi, diyet iligkili hastaliklarin digerlerini de beraberinde getirmektedir
(World Health Organization, 2023).

2.2. Drosophila melanogaster’de beslenme

Tdm canli tarlerinin evrimsel basarilarini saglayabilmeleri igin gerceklestirmeleri
gereken iki sey vardir: Degisen cevre kosullarina uyum saglayarak hayatta
kalmak ve uremek. Bu basari hem turin devamini hem de bagarabilen bireylerin
genetik materyalinin sonraki jenerasyonlara aktarilmasini saglayacaktir.
Beslenme davranisi ve regulasyonu, canlinin hayatta kalabilmesi i¢in zorunlu
fizyolojik aktivitelerindendir. Bu 6nem isiginda, beslenmeyi duzenleyen istah,
achk ve tokluk kavramlarinin, canhlarin farkli maddelere ydnelik yeme
tercihlerinin, beslenmenin noronal ve hormonal dizenleme mekanizmalarinin
anlasiimasi yasam bilimciler icin ylGzyillardir dnem arz etmistir. Drosophila
melanogaster kompleks karakterlerin fizyolojisi, regulasyonu ve davranis
fenotiplerinin ¢aligiimasi i¢in en uygun organizmalardan birisidir (Sokolowski,
2001). Kisa yasam suresi ve hizli yavru verme aralidi, fazlaca yavru sayisi, kolay
ve gorece az maliyetli bakimi D. melanogasteri laboratuvar calismalarinda
avantajli hale getirmektedir (Markow, 2015). Memeli beyninin karmasikligi ile
kiyaslandiginda D. melanogaster basit sinir sistemi ve geligtirilmis genetik

araclari ile noéronal aglarin mekanizmalarinin ¢alisiimasinda kolayhk
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saglamaktadir (Lin, Senapati ve Tsao, 2019). Beslenme davranisi, fizyolojisi ve
regulasyonuna ek olarak beslenme tercihleri izerinde de D. melanogaster ile pek
¢ok calisma yapilmig, yolakta gorev alan birgok gen, Urin ve gorevleri

bulunmustur.

2.2.1. Drosophila’da Beslenmenin Kontrol Mekanizmalari

Sinekler besin tercihlerini kalori, amino asit veya tuz yoksunluklari dogrultusunda
sekillendirirler. Hayati 6nemi olan maddelerin varligi ve yoklugu, internal
sensorler ile takip edilir ve bir besin maddesi limit miktarin altina dismeye
basladiginda beslenme davranisinin uyariimasi baslatilir (Pool ve Scott, 2014;

Lin, Senapati ve Tsao, 2019).

Enerji homeostazisinde en dnemli makrobesinlerden biri sekerdir. Dolagsimda
bulunan seker miktari, bedenin enerji seviyesi hakkinda glvenilir bir veridir. Sinek
sinir sistemi de insanda oldugu gibi bedendeki glikoz seviyesini 6lgme yetenedine
sahiptir (Lin, Senapati ve Tsao, 2019). Cesitli hlicre ve doku tiplerinin glikoz
seviyesine karg! duyarli oldugu bilinmektedir. Beyinde yer alan insulin Ureten
hicrelerin  (Insulin-Producing Cells) ve adipokinetik hormon salgilanmasini
gerceklestiren corpora cardiacanin hem larval hem de ergin evrelerde
beslenmenin regulasyonunda iglev gosterdigi ve glikoz miktarinin bu dokularin
aktivitesini negatif yonde regule ettigi bilinmektedir (Kim ve Rulifson, 2004;
Jourjine ve ark., 2016). Omurgalilarin vicutlarinda bulunan adipoz doku ve
karacigerin islevlerini boceklerde yerine getiren yag dokunun larvalarda Bride of
Sevenless (BOSS) adli G-proteini kenetli reseptor vasitasi ile glikozu algiladigi
bulunmustur. Buna ek olarak BOSS reseptorunu iglevsel olarak Gretemeyen ergin
sineklerin normalden fazla yedigi bilinmektedir (Kohyama-Koganeya, Kurosawa
ve Hirabayashi, 2015). Glikoza ek olarak eksternal tat reseptorlerinden biri olan
Gr43a’nin, ergin sinek beyninde ifade edilerek fruktoz reseptori olarak iglev
sagladigi bilinmektedir (Miyamoto ve ark., 2012). Bodceklerde ana hemolenf
sekerleri glikoz ve trehalozdur. Buna ragmen, seker icerigi yuksek bir

beslenmenin sonrasinda -tuketilen sgeker glikoz veya sorbitol de olsa-
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hemolenfteki fruktoz konsantrasyonunda artis go6zlenmistir. Bu bilgi 1s1ginda
hemolenfte bulunan fruktozun seker tlketimine yodnelik bir bilgi verdigi
anlasilabilir. Fruktoz varhgini algilayan Gr43a noéronlari aglikta seker tuketiminin
arttinlmasini saglarken toklukta inhibe edici sinyal yolaklarini aktiflestirerek

beslenme davranisinin regllasyonunda gorev yapar (Miyamoto ve ark., 2012).

Omurgali ve omurgasizlarda korunmus i¢ yolaklara sahip oluguyla amino asitlerin
ve haliyle proteinlerin de hayvanlarda énemli bir makrobesin oldugu bilinmektedir
(Croset ve ark., 2016). Amino asitler, hem sinyallesmede goérev alan molekuller
oldugundan, hem de canllarin Urettikleri proteinlerin yapi tasi olarak
kullanildigindan hayati dneme sahiptir (Wu, 2009). Minimum bazal alimina ek
olarak aminoasitlerin diyet yoluyla alim oranlari da kritik seviyede 6nemlidir
(Millward ve ark., 2008; Grandison, Piper ve Partridge, 2009). Bu dogrultuda
hlcresel amino asit sensorleri de hayvanlar arasinda oldukg¢a korunmustur. Bu
yolaktaki merkez bilesen, hicre buylumesi ve metabolizmasinin kontrolu igin
amino asit seviyeleri ve cevresel sinyalleri birlestirip degerlendiren Target of
Rapamycin (TOR) denen bir kinazdir (Chantranupong, Wolfson ve Sabatini,
2015). Amino asit alimini saglayan veya amino asitleri direkt olarak algilayan
TOR’dan 6nceki elementler henlz tam olarak bilinmemektedir (Chantranupong,

Wolfson ve Sabatini, 2015; Chantranupong ve ark., 2016).

D. melanogaster’de igsel amino asit miktarinin élglilmesinde iyonotropik glutamat
reseptori olan IR76b molekulinin ©6nemi oldugu bilinmektedir. Yapilan
deneylerde IR76b ifadesi engellenen larvalarin, kontrol gruplarina goére farkl
aminoasitlere anlamli seviyede farkli yanitlar vermis oldugu; mutantlarin genetik
komplementasyonlari yapildiginda ise kontrol grubu ile benzer davranis
gOsterdigi raporlanmisg, ilgili reseptorin amino asitlerin algilanmasina goérev aldigi
aciklanmigtir (Croset ve ark., 2016). IR76b’nin ergin sineklerin tat
kemoreseptorlerinde tuz ve cgesitli poliaminlere ek olarak olfaktor sistemde cesitli
kokularin algilanmasinda fonksiyonel oldugu bilinmektedir (Abuin ve ark., 2011,
Zhang, Ni ve Montell, 2013; Hussain ve ark., 2016).
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Aminoasitlerin 6nemine paralel olarak hayvanlarda c¢evresel aminoasitleri
algilayabilecekleri adaptasyonlar evrimlesmistir (Yarmolinsky, Zuker ve Ryba,
2009). insanlarda ¢ogu aminoasit istahi arttiran “umami” tadinin algilanmasina
sebep olurken (lkeda, 1909); kemirgenlerin farkli aminoasitlerin uyarisina farkli
yanitlar verdikleri bilinmektedir (lwasaki, Kasahara ve Sato, 1985). D.
melanogaster’de amino asitlerin algilanma mekanizmasi tam olarak anlasiimis
degildir. Croset ve arkadaslarinin bu mekanizmayr anlamak amaciyla D.
melanogaster larvalarinin tercihlerini inceledigi calismalarda larvalarin farkli
amino asitleri farkli seviyelerde tercih ettikleri goéralmustir. Bu sonug
dogrultusunda amino asitlerin algilanmasi ve olugturduklari yanitlarin tamamen
olmasa da yer yer birbirinden bagimsizlasan yolaklar Gzerinde ilerledigi 6ne

surtlmustur (Croset ve ark., 2016).

2.2.2. Drosophila’da Beslenmenin Diizenlenmesi

Memelilerde oldugu gibi, sineklerde de dis duyusal uyartilar ile i¢ fizyolojik durum
degerlendirmeleri sonucu beyin, bedenin besinle ilgili durumunu tayin eder ve
cesitli hormonlar ve noropeptidler vasitasi ile beslenme davranisini kontrol eder.
Drosophila’da metabolizmayl ve beslenme davranisini sistemik sinyaller
salgilayarak kontrol eden iki endokrin organ yag doku (fat body) ve corpus
cardiacum’dur. Yag doku bedendeki karbonhidrat ve yag seviyelerini belirleyerek
leptin ortologu Unpaired 2 (Upd2) hormonunu salgilar (Geminard, Rulifson ve
Leopold, 2009; Rajan ve Perrimon, 2012). Upd2 beslenmeyi regile eden medial
norosalgilayici hicrelerin insilin salgilamasini kontrolde goérev alir (Séderberg,
Carlsson ve Nassel, 2012). Benzer sekilde corpus cardiacum da memeli
glukagonunun homologu olan adipokinetik hormon (AKH) salgisi ile glikoz
homeostazisinin kontrolinde gorev alir. Enerji yoksunlugunda corpus cardiacum
lipolizi, glikojenin glikoza yikilmasini ve yag dokudan trehaloz salinimini
tetikleyerek depo enerji rezervlerine mudahale eden AKH'yi salgilar (Kim ve
Rulifson, 2004). AKH reseptorleri sekeri algilayan Gr5a néronlarinda ifade edilir
(Bharucha, Tarr ve Zipursky, 2008). Grb5a tat reseptori ndéronlarinin aktive

edilmesinin, proboscis adli agiz uzantisinin uzatiimasinda da gorevli oldugu
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dusundlmektedir (Thorne ve ark., 2004; Wang ve ark., 2004; Inagaki ve ark.,
2012).

Beslenme davranisina karar verme mekanizmasinda, bu hormonlarin
konsantrasyonuna bagl olarak aktive olan néropeptidler de énemli roller alirlar.
Regulasyonda gorevli néropeptidlerden birisi Hugindir. Memelilerde yag temelli
enerji homeostazisinde negatif geribildirim olarak gorev alan neuromedin U’'nun
homologu olan hugin, besin sinyalleri sonucu hugin néronlari tarafindan salgilanir
(Bader ve ark., 2007; Melcher, Bader ve Pankratz, 2007). insanlarda bulunan
NPY’nin homologu olan Drosophila néropeptid F (dNPF) ergin ve beslenme
surecindeki larval evrelerdeki sineklerin beyinlerinde ve bagirsaklarinda ifade
olarak besin alimini tetiklerken (Brown ve ark., 1999), beslenmeyi birakmis ge¢
dénem larvalarda besinden kaginma davranisini tetikler (Wu ve ark., 2003).
Regulasyonda goérev alan bir diger noropeptid olan structurally related
neuropeptide F (SNPF) Drosophila’nin butiin gelisim sureclerinde ifade olur ve
beslenmenin tetiklenmesinde etkilidir. Buna ek olarak, vucut buyukligunde de
etkisinin oldugu bilinmektedir (Lee ve ark., 2008). Yapilan bir ¢alismada, sinir
sisteminde asir ifade edildiginde beslenmeyi arttirdidi, fonksiyon kaybi
mutantlarinda ise azalttigi gorulmuastir (Lee ve ark., 2004). Beslenmenin
indUklenmesinde gorev alan bir diger néropeptid ise Corazonin’dir. Memelilerdeki
gonadotropin hormonunun homologu olan Corazonin, tikurik bezlerinde ve yag
dokunun adipositlerinden enerji ihtiyaci sonucu salgilanir (Zhao ve ark., 2010).
Batun bu noéropeptidler, enerji intiyacinin farkli uyarilar sonucu ayni homeostaziyi

saglamak amaciyla salgilanarak beslenmeyi indukler.

Farklhh noral vyolaklarda yer alan noropeptidlerin  bazilari beslenmenin
tetiklenmesine sebep olurken digerleri de beslenmenin engellenmesine sebep
olur. Allostatin A (Ast A) gesitli néronlardan ve endokrin hiicrelerden salgilanarak
beslenmenin baskilanmasina ve enerji homeostazisinden bagimsiz olarak
lezzetsiz olarak algilanan besinlerden kaginmaya sebep olur (Hergarden, Tayler
ve Anderson, 2012). Drosophila’da Ast A ifadesi engellenerek yapilan bir galisma
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sonucunda Ast A'nin direkt olarak beslenme regllasyonunda gérevli olmadig,
fakat dis bir faktor gibi davranarak belirli kosullarda beslenmeyi engelledigi 6ne
surtlmustur (Chen ve ark., 2016). Beslenme davranisinin inhibisyonunda gorev
alan bir diger néropeptid drosulfakinindir (DSK). DSK, Drosophila Instilin Benzeri
Peptidlerin (Drosophila Insulin Like Peptides) (DILPs) de salgilandigi insdlin
uretici  hdcrelerden (Insulin-Producing Cells) ve beyindeki c¢esitli baska
noronlardan salgilanir (Nichols ve Lim, 1995). DSK, memelilerde bulunan
kolesitokinine benzer bir yapiya sahiptir ve sineklerde tokluk hissinin
indUklenmesine sebep olur (Séderberg, Carlsson ve Nassel, 2012). Ek olarak,
beyinde de ifade edildigi bilinen Gr43a fruktoz reseptorleri, anlik olarak hemolenf
fruktoz seviyesini Olgerek aclikta oldugu gibi tokluk hissinin olusmasina yonelik

noron gruplarinin aktiflesmesine sebep olmaktadir (Miyamoto ve ark., 2012).

Beslenme davranigi, regulasyonu ve tercihlerin olusturulmasi sureclerinde gorev
alan pek ¢ok molekul bilinmektedir. Fakat, bu molekullerin etkilesim aglari, farkl
yolaklarin kesistikleri ve ayrildiklari yerler, birden fazla yolakta gorev alan
molekullerin tamami ve goérevleri tam olarak bilinmemektedir. Buna ek olarak,
beslenme davranisinin  motivasyonel boyutu, davranigi daha da
karmasiklastirmaktadir. Bu bilinmezlikleri agiga ¢cikarmaya hedefleyen ¢alismalar

tum didnyada hizla devam etmektedir.

2.2.3. Drosophila’da Beslenme Deneyleri

Beslenme davranisini etkileyen biyomolekullerin bilinen fonksiyonlarina ek olarak
bilinmeyen fonksiyonlarinin  bulunmasi, c¢evresel faktorlerin beslenme
davranisina etkilerinin ve beslenme davranisinin genetik arka planinin
saptanmasina yonelik D. melanogaster ile pek ¢ok ¢alisma yapilmis ve bu turden

calismalar yapilmaya devam edilmektedir.

Croset ve arkadaslari 2016 yilinda yayinladiklari makale ile literatirdeki amino

asit algilanmasi mekanizmasinin agiklanmasi noktasindaki acgikliga yonelik

18



bulgularini paylasmislardir. Arastirmada, gelisimsel evrenin bagindan sonuna
kadar kutlece yaklasik 250 kat artig sagladigindan devamli olarak beslenme
durumunda bulunan larvalari kullanarak kanonik L formdaki 20 farkli amino aside
yonelik tercihleri incelenmigtir. Tercih analizleri, her bir amino asit igin olumlu ve
olumsuz yonde olacak sekilde gerceklestiriimigtir. Bir amino asit i¢in, bir petri kabi
4 esit bolume ayrilmigtir. Bu bolmelerin karsilikli olan ikisinde galisilan amino asit
bulunmakta, diger ikisinde bulunmamaktadir. Daire seklindeki deney dizeneginin
ortasina birakilan larvalarin, tercihlerine goére bulunduklar besiyerinin ¢egidi ve
bulunma oranlari dogrultusunda tercih davranislari sayisallagtiriimigtir. Losin
amino asidi igeren besiyeri kaginma davranigina sebep olurken anlamli duzeyde
tercih edilen 7 amino asitten glutamik asit amino asidi aspartik asidi takip ederek
ikinci en ¢ok tercih edilen amino asit olarak tespit edilmistir. Tercih edilen amino
asitler arasinda fizikokimyasal bir ortaklik bulunmamistir. Deney sonucunda,
amino asitlere yonelik tat alma ve davranislarin kontrolinde c¢esitli yolaklarin
bulundugu onerilmistir (Croset ve ark., 2016). Buna ek olarak bu algi yolaklarinda

yer alan gesitli reseptorler de teshis edilmistir.

Bir diger c¢alismada Wong ve arkadaslari, beslenme davranisinin
sayisallagtiriimasinda genellikle kullanilan CaFe (Capillary Feeding Assay)
metoduna alternatif olarak gelistirdikleri metodu kullanmig, beslenme davranigini
etkileyen gesitli durumlar ve etkilerini incelemislerdir (Wong ve ark., 2009). CaFe
teknigi, beslenmesi incelenmek istenen ergin sinege istenen besiyeri solusyonu
hacmi bilinen mikrokapilar bir tip ile ortama uzatilarak belirlenen sire boyunca
tutulmasi ve sure sonunda tuketilmis miktarin Olcllerek sayisal veri haline
getiriimesi olarak 6zetlenebilir (Diegelmann ve ark., 2017). Yapilan ¢alismada
proboscis adli a§iz uzantisinin kati besiyerine uzatilma sayisinin, CaFe assay ile
beslenildiginde tuketilen besin miktari ile korelasyon iginde oldugu gorulmustar.
Bu fenotipin kullaniimasi, ayni bireylerin yaslanma sirecinde birden fazla kez
strese girmeden kullanilabilmesi, standart kogullarda deneyin yapilabiliyor olmasi
ve elde edilen korelasyon dogrultusunda alinan besin miktarinin
hesaplanabilecek olmasi acgisindan avantajli oldugu belirtilmigtir. Bu metot
kullanilarak beslenme davranisinin, ginin hangi zamaninda olunduguna, denek

bireyin eseyine ve deneklerin yasamlarini surdurdukleri tiplerdeki kalabalikhda
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bagli olarak etkilendigi bulunmustur (Wong ve ark., 2009). CaFe assay ile
beslenmenin agar-agar ile jellestiriimis besiyerlerine gore dogdal ortami simule
etmekten uzak olmasi dolayisiyla sineklerin yumurtlama performanslarini ve

Omur uzunluklarini azalttigi bulunmustur (Bass ve ark., 2007; Lee ve ark., 2008).

Larvalar ile yapilan bir bagska galismada ise, gelisim hizi farkli olan soylarin
beslenme miktarlari incelenmis, bu iki degisken arasinda bir iliski oldugu
bulunmustur (Bakker, 1968; Sewell, Burnet ve Connolly, 1974). Takip eden bir
¢alismada ilgilenilen soylarin erginleri, 4 saatlik yumurtlatmanin ardindan birincil
larval evrede toplanarak dogal ortaminda beslenme miktari gdézlemlenmis, birincil
ve ikincil larval evrelerde beslenme miktari artma egilimindeyken Uguncul larval
evrenin ilk yarisi daha sabit bir trendin izlenmesinin ardindan larval evrenin
sonlarina dogru beslenmede hizli bir dugus gerceklestigi gozlenmistir Ek olarak
lokomotor aktivite ile beslenme davranigi arasinda da iligkilendiriime yapilmaya

calisiimigtir (Sewell, Burnet ve Connolly, 1974).

Bir diger besin tercihi calismasinda larvalar kinin eklenmis gida boyali besiyerine
birakilarak belirlenen sure sonunda toplanip bagirsak bolgesinde boya olup
olmamasina gore kotu bir tada sahip olan kininli besiyerini tercih etme oranlari
incelenmigtir. Calisma sonucunda besleyici fakat lezzetsiz besinlerin tercihinin
achk dogrultusunda gerceklestigi, tokluk durumunda lezzetsiz besinin tercih
edilmedigi gézlenmistir (Shen, 2012). Beslenme miktarinin kantifiye edilmesinde
kullanilan bir diger metod ise gida boyali besiyeri ile beslenen larvalarin
homojenizasyonun ardindan dokular c¢okturtlerek elde edilen supernatantin
spektrofotometrik OlgUimleriyle alinan boya miktarindan besin miktarina
gidilmesidir. Ryuda ve arkadasglari bu yontem ile tat alma duyularinda mutasyona
sahip soylarin beslenme davranisini incelemis, anox ve dInR genlerinin
beslenme davranisinda fonksiyonel oldugunu bulmusglardir (Ryuda ve ark.,
2011).

D. melanogaster’in erginlerinde bulunan proboscis adli agiz uzantisi hareketinin

duyu-motor tat devresinin bir pargasi oldugu ve besin almanin yani sira tat alma
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duyusunda da iglev gosterdigi bilinmektedir (Dethier, 1976; Shiraiwa ve Carlson,
2007; McKellar, 2016). D. melanogaster’de tat alma duyusu proboscis, bacaklar,
kanatlar ve disinin yumurtlamada kullandigi ovipositor bolgelerinde bulunan tat
sensilasi ve tat reseptor noronlarinda ifade edilen tat reseptorleri ile
gerceklesmektedir (Falk, Bleiser-Avivi ve Atidia, 1976; Clyne, Warr ve Carlson,
2000; Dunipace ve ark., 2001; Thorne ve ark., 2004; Joseph ve Carlson, 2015;
Schwarz ve ark., 2017). Drosophila’da 4 farkh tada duyarh dort farkh tat duyu
noronu bulunmaktadir. Bu tatlar seker, su, diguk tuz konsantrasyonu ve yuksek
tuz konsantrasyonudur (Montell, 2009). YUksek tuz konsantrasyonunun varligini
algilayan noronlarin ayni zamanda aci tadin da hissinde gorev aldigi bulunmustur
(Meunier ve ark., 2003).

2.3. Monosodyum Glutamat

2.3.1. Kimyasal Yapisi ve Genel Ozellikleri

Gunumuzde insanlarin dedisen yasam tarzlari ve beslenme ihtiyacinin kisa
surede giderilmesi gerekliligi, tUrimuzde koklu bir diyet degisikligine sebep
olmustur. Hizli yeme ihtiyacini kargilamaya yonelik ¢alisan firmalar ve paketli
gida ve hazir gida Ureticileri, Avrupa’da “katki maddesi” olarak siniflandirilirken
Amerika’da “Genellikle Guvenli Kabul Edilir’ olarak siniflandirilan monosodyum
glutamati (MSG) Uretimlerinde yaygin olarak kullanmaya baslamislardir
(European Food Safety Authority, 2017; U.S. Food and Drug Administration,
2018). MSG, gunumuzde butun dunyada yemekler ve baharatlar icin lezzet

arttirici olarak kullaniimaktadir (Butnariu ve Sarac, 2019).

Lezzet arttirici maddeler, yer aldigi gidanin lezzetinin veya aromasinin daha
yogun hissedilmesini saglarlar. Glutamik asit ve tuzlari, 6zellikle MSG, gida

endustrisinde en sik karsimiza ¢ikan lezzet arttiricilardandir (Thuy ve ark., 2020).

Glutamat kelimesi gida endustrisinde glutamik asidin buttn formlari ve tuzlari igin

kullanihr (Thuy ve ark., 2020). Monosodyum Glutamat, glutamik asit amino
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asidinin sodyum tuzudur. Glutamik asit, canlilarin protein sentezinde kullandigi
monomerler olan amino asitlerden biridir ve insanlar i¢in esansiyel degildir. Bir
diger deyisle, insanlar da bu amino asidi kendi vucutlarinda kendileri Uretebilirler.
Glutamik asit, canlilarda bagl veya serbest olmak Uzere iki formda bulunabilir.
Proteinlerin yapisina katildigi igin protein igceren neredeyse her besinde belli bir
miktarda bagli halde bulunur ve tatsizdir. Serbest glutamat ise “umami” tadina
sahiptir. Her besinde bulunma miktari besinin protein yapisina, miktarina ve
icerdigi glutamik asit oranina gore degismektedir. Yuksek miktarda protein igeren
et, balik, tavuk ve sutlun yani sira duguk protein seviyesine ragmen domates ve
baklagiller gibi sebzelerde ve mantarlarda da bol miktarda bulunur (Ninomiya,
1998; Kochem ve Breslin, 2017; Thuy ve ark., 2020).

Glutamik asit amino asidi butin canlilarda dogal olarak bulunuyorken, onun
sodyum tuzu olan MSG’nin dogal olarak bulundugu besin sayisi kisitlidir. Rokfor
ve parmesan peynirleri ve deniz yosunu bu besinlere érnektir. ik kesfedildigi
zamanlarda deniz yosunundan izole edilerek Uretilen MSG, gunumuzde artik
kimyasal sentez yoluyla veya nisasta, seker kamisi ya da melas kullanilarak
fermentasyon yolu ile yiksek verim ile Gretimi strdirtlmektedir (Thuy ve ark.,
2020). Dogal olarak yer aldigi besinlere ek olarak MSG’ye mutfaklarda ve gida
uretim tesislerinde de sikliklar yer verilir. Eklendigi besinin lezzetini arttirirken,

istenmeyen tatlari baskiladigi da bilinmektedir (Beyreuther ve ark., 2007).

2.3.2. Monosodyum Glutamat Metabolizmasi ve Fizyolojik Etkileri

Glutamat, bedendeki ana uyarici nérotransmiterlerden birisidir. Gl ve sinir
sistemlerinde birgok ve cesitli glutamat tasiyicilari ve reseptorleri bulunur
(Sharma, 2015).

Oral yolla alinan MSG, sindirim sistemi boyunca ilerler ve tim sindirim stirecinden
gecer. Agza alinmasindan itibaren salya iginde ¢ézinerek sodyum ve glutamat

iyonlarina ayrismaya baglar (Rogers ve Blundell, 1990). Memeli dili yapisi geregi
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yedigimiz besinlerin tadini ¢cigneme esnasinda dilimizdeki papilla adi verilen ve
binlerce tat reseptoru bulunduran doku ile algilariz. Alinan tat bilgisi, duyu sinirleri
araciligi ile beyne iletilir ve besinlerin tadini aliriz. Bu suregte alinan MSG tat
tanecikleri tarafindan algilanir. Glutamat tat reseptorlerinin uyariimasi beyinde

“‘umami” adli tadin algilanmasini saglar (Roper ve Chaudhari, 2017).

Esansiyel olmayan amino asitlerin katabolik reaksiyonlari gogunlukla ince
bagirsakta gergeklesir. Karacigerde ise amino asitlerin glikoza donasturulmesi ile
yukli miktarda Adenozin Trifosfat (ATP) dUretilir Yapilan insan ve hayvan
calismalari sonucunda glutamatin buyuk olgude bagirsaklarda okside edildigi
bilinmektedir (Kanai ve Hediger, 2003; Fan ve ark., 2004; lwanaga, Goto ve
Watanabe, 2005). Glutamat bagirsakta bulunan tasiyicilar vasitasi ile
enterositlere ulastiginda katabolik aktivite baslar, farkli enzimlerin art arda
aktivitesi sonucunda son udrun olarak a-Ketoglutarat olusturulur. Bu drin
trikarboksilik asit dongUsune katilarak karbondioksite metabolize edilir
(Windmueller ve Spaeth, 1976; Stoll ve ark., 1999).

MSG’nin, tlketicilerde farkh fizyolojik fonksiyonlari negatif etkiledigi ve toksik
etkileri oldugu bilinmektedir (Husarova ve Ostatnikova, 2013). Buyume hormonu
salgilayan hucrelere MSG uygulamasinin hicrelerin yasayabilirligine negatif
etkisi oldugu bulunmus (Terry, Epelbaum ve Martin, 1981), yenidogan slrecte
MSG’ye maruz kalan sicanlarin Arkuat Nukleus (ARC) ve VMN bdlgelerini de
iceren hipotalamik ¢ekirdeklerinde hasar oldugu gozlemlenmistir. Ayni zamanda
bu deneklerde depo yag ve kutlede artis, motor aktivitelerde ve biaylime hormonu

salgisinda azalis gorulmustur (Nakagawa ve ark., 2000).

Yapilan klinik calismalarda MSG tuketiminin kan sekeri, trigliserit, instlin ve
kolesterol seviyelerinde artisa sebebiyet verdigi saptanmig; beslenme ile iligkili
hastaliklar olan diyabet, obezite ve “Cin Restorani Sendromu” (CRS) gibi
rahatsizliklarin olugsumunda etkili oldugu bulunmustur (Kazmi ve ark., 2017).
Direkt olarak MSG tiketimi ile iligkili oldugu dustnilen Cin Restorani

Sendromunun, tuketimden 8-16 saat sonra kendini gosteren bas agrisi ve
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dénmesi, terleme, karin agrisi ve urtiker semptomlari ile teshis edildigi ve kolay
tespit edilemeyen anjiyoddem olusmasina da sebep olarak olumcul sonuglar
dogurdugu bulunmustur (Kwok, 1968; Allen ve Baker, 1981). Buna ek olarak,
MSG tuketiminin oksidatif stres, hepatotoksisite, norotoksisite, tumor gelisimi,
enflamatuvar yanit olusumunda da nedensel etkisi oldugunu gdsteren ¢alismalar
bulunmaktadir (Eweka ve Ominiabohs, 2007; Swamy ve ark., 2013; Khalaf ve
Arafat, 2015; Ataseven ve ark., 2016; Thuy ve ark., 2020).

MSG tuketiminin obezite ile iligkisini inceleyen pek ¢ok c¢alisma bulunmaktadir.
Glutamat tlketiminin asiri kilo riskini arttirdigi bilinmektedir (He ve ark., 2008).
MSG igeren diyetin, yeme miktarini arttirdigini raporlayan cesitli ¢alismalar
mevcuttur (Kazmi ve ark., 2017). Fransa’da insanlarla yapilan beslenme
davranisi deneylerinde MSG’li gidalarin tuketimi anlamli dizeyde arttirdigi
(Bellisle ve ark., 1991); bir diger calismada ise MSG’li ve kontrol ¢orbalarla bir
hafta boyunca beslenen deneklerde deneyin basindan sonuna kaydedilen
Olcimlerle deney grubunun acgliginin ve yeme miktarinin arttigi gézlenmistir
(Yeomans ve ark., 2008). Harcanan enerji miktari artmazken alinan besin
miktarinin artmasi, vucutta yag birikimine sebep oldugundan bu calismalar,

MSG’nin obezite ile iligkilendiriimesi yoninde anlamli sonuglar vermistir.

2.4. Drosophila Genetik Referans Paneli Soylari ve Genom Boylu

iligkilendirme Analizi Galigmalari

Canlilarin sahip oldugu pek cok morfolojik 6zellik, hastalik, davranis karakterleri,
gelisim suregleri birden fazla gen bdlgesinin bir arada ¢alismasiyla olustugundan
ve gevresel kosullardan etkilendiginden, bu 6zellikler kompleks karakterler olarak
adlandiriimaktadirlar (Goddard ve ark., 2016). Bu karakterlerin genetigi
yuzyillardir ¢alisiilmasina ragmen, yirmi yil oncesine kadar bireyler arasinda var
olan varyasyonlara sebep olan polimorfizmlerin pek azi bulunabilmistir (Wangler,

Hu ve Shulman, 2017). Bireyler arasindaki fenotipik farkhliklarin agiklanmasi,
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ancak kompleks karakterlerde olusan genetik varyasyonlarin olusma

prensiplerinin dogru anlasiimasi ile mamkuindur (Sella ve Barton, 2019).

Poligenik karakterler, monogenik karakterlerden farkli sekilde kalitilirlar.
Monogenik karakterler, genellikle nadir hastaliklar olarak ifade edilebilir ve
otozomal baskin, otozomal ¢ekinik veya bir egsey kromozomuna bagl olarak
Mendel Kalitim Modellerine uyacak sekilde kalitiimakta olup, tek bir gende olusan
varyasyon sonucu acgiga c¢ikmaktadirlar. Hastaliklara sebep olan varyantlar
genellikle protein kodlayan bir genin ifadesini bozmak suretiyle etki
gOstermektedir ve kalitimi aile icinde kolaylikla takip edilebilmektedir. Cok genli
kalitilan karakterlerin kalitim modelleri ise bu kurallara uymamaktadir (Cleynen
ve Halfvarsson, 2019). Poligenik karakterlerin olusumundaki genetik etkiler kiigik
etki buyukligline sahip, bagimsiz polimorfik bolgelerin etkilerinin birbirleri Gzerine
eklenerek fenotipin olusmasiyla kendilerini gosterirler (Wangler, Hu ve Shulman,

2017). Bu etki mekanizmasi, infinitesimal model olarak adlandirilir.

Populasyondaki bireylerin genotiplerinin her bir Tekli Nuikleotit Polimorfizmi
(SNP) duzeyinde belirlenebildigi testlerin gelistiriimesi, kompleks karakterleri
olusturan genetik elementlerin agiga ¢ikariimasi galismalarinda bir devrim niteligi
tagimaktadir (Goddard ve ark., 2016). incelemeler sonucu bulunan her SNP
karakterde etkili degildir. No6tral SNPIler, ilgili polimorfik bdlgelerle baglanti
dengesizligi sonucunda karakterle iligkilendiriimis olabilmektedir. Bu durum,
dogru yontemle degerlendirimediginde yanlis negatif sonuglara neden
olmaktadir. Genom Capli iligkilendirme Analizi (GWAS) genomda bulunan bitiin
SNP’lerin karakterle iligkisini test ederek karakterin olusmasina neden olan
SNP’leri tespit etmeyi hedeflemektedir (Goddard ve ark., 2016).

Genom Caph lliskilendirme Analizi (GWAS) popllasyondaki genomik
varyantlarin kompleks karakterler ile iliskilendirilmesini amaglamaktadir (Visscher
ve ark., 2012). Fenotipin olusmasi surecinde gorev alan genetik varyantlarin alel
frekanslarinin degerlendiriimesi ve fenotip ile iligskilendiriimesi prensibine

dayanan GWAS; fenotipik varyans ile istatistiksel olarak anlamli seviyede iliskili
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olan SNP’lerin belirlenmesini saglamaktadir (Uffelmann ve ark., 2021). Bu
yaklasim, ¢ok genli kalitilan karakterlerin genetik arka planini agiga ¢ikarmada
en kullanisli yontemi arastirmacilara sunmaktadir. Bu arastirma araci siklikla,
insanda gorulen hastaliklarin genetik arka planini agiga c¢ikarmak igin
kullaniimaktadir ve bdylece bireylerin hastaliklara yatkinliklarinin tespitinin ileri
genetik testlerle saglanmasiyla muhtemel hastaliklarin 6nlenmesinin onunu

acmaktadir.

Yayinlanan ilk GWAS calismalari yasa bagli makuler dejenerasyon teshisi almig
kisiler ve kontrol gruplari ile 2005 (Klein ve ark., 2005) ve 2006 (Dewan ve ark.,
2006) yillarina ait olmakla birlikte, cok daha buyuk bir drneklem ile, iyi tasarlanmig
ilk GWAS calismasi 2007 yilinda Nature’da yayinlanan Wellcome Trust Case
Control Consortium’un (TWTCCC, 2007) yayiniyla duyurulmustur (Visscher ve
ark., 2012). Takip eden yillarda, kanser ve alt tipleri (Sud, Kinnersley ve Houlston,
2017); anoreksiya nervoza (Watson ve ark., 2019) ve obezite (Loos ve Yeo,
2022) gibi beslenme bozukluklari; sizofreni (Ripke ve ark., 2013), bipolar
bozukluk (Mullins ve ark., 2021) ve major depresif bozukluk (Wray ve ark., 2018)
gibi psikiyatrik rahatsizliklar, inflamatuvar rahatsizliklar, diger hormonal ve
fizyolojik bozukluklar, boy, uykusuzluk gibi karakterler igcin GWAS calismalari

yuruttlmas ve risk lokuslarinin tanimlanmasi gergeklesmistir (Ku ve ark., 2010).

Bu calismalarin bulgulari, insan hastaliklarina iligkin genetik bilesenlerin
anlasilmasinda blyuk rol almaktadir. Bununla beraber, ilgili karakterin
olusmasinda etkisi oldugu saptanan aday genlerin, karakterle baglantisinin
dogrulanmasina ve molekller mekanizmasinin agiklanmasina yodnelik ileri
deneysel calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Genlerin bu sekilde
dogrulanmasi ve drlnlerinin molekiler mekanizmalarinin anlasiimasi, GWAS
calismalarinin terapdtik kullanimlarina imkan saglayacaktir. Belirtilen amag
dogrultusunda, model organizma Drosophila melanogaster, saptanan genlerin
dogrulanmasi ve insan ile yapilamayan fenotip-genotip arastirmalarinin gevresel
etkiyi sifira indirgeyerek yapilmasini mimkin kilmaktadir (Wangler, Hu ve
Shulman, 2017).
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insan genomundan 10 kat kiiclik ve cok iyi bilinen genomunun insaninki ile
yuksek homolojiye sahip olmasi, yasam dongusunun kisahdi, laboratuvar
ortaminda kolay ¢alisma olanagi sunmasi, Drosophila melanogaster’i goklu genli
karakterlerin galismalarinda avantajli hale getirmektedir. Yakin zamanda D.
melanogaster ile yapillan GWAS calismalarinda uyku (Harbison, McCoy ve
Mackay, 2013), agresyon (Shorter ve ark., 2015), beyin boyutu (Zwarts ve ark.,
2015), kur modelleri (Gaertner ve ark., 2015), dmur uzunlugu (lvanov ve ark.,
2015) gibi karakterlerin olusumunda etkili gen bdlgeleri tespit edilmistir (Wangler,
Hu ve Shulman, 2017).

Genom boylu iligkilendirme analizi g¢alismalarinda kullanilan organizmalarin
fenotiplerinin sayisallastiriimis sekilde elde edilebiliyor olmasinin yani sira,
genom dizilerinin biliniyor olmasi gerekmektedir. Bu gereklilikler dogrultusunda,
cevresel etkenlerin kontrol edilebildigi, kendilestiriimis soylardan olugsan “Model
Organizma Referans Populasyonlar” kantitatif karakterlerin genetik mimarisini
acgiga cikarmada buyidk 6nem tasimaktadir (Mackay, Stone ve Ayroles, 2009).
Drosophila melanogaster’in dogadan toplanmis bir populasyonunun her bireyinin
kendilestiriimesiyle gelistiriimis Drosophila Genetik Referans Paneli (DGRP)
soylarl bu amag¢ dogrultusunda olusturulmus en kapsamlh Model Organizma

Referans Popltlasyonlarindan biri olma 6zelligini tagimaktadir.

Amerika Birlesik Devletleri’'nin Kuzey Karolina eyaletinde, Raleigh bdlgesinden
toplanan bir populasyonun Uyesi olan giftlesmis disilerin yavru soylari, 20 nesil
boyunca kendilestiriimis ve tamamen homojen genom dizisine sahip 192 izosoy
elde edilmistir. Takip eden calismalarla bu sayr 205'e tamamlanarak
arastirmacilarin  kullanimina sunulmustur. Tum genom dizileri belirlenip
haritalandirilan 205 soyun genomlarinda, bes milyona yakini SNP olmak Uzere
alti milyonu agkin sayida varyant saptanmistir (Mackay ve ark., 2012; Huang ve
ark., 2014).
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DGRP soy setinin sagladigi genetik gesitlilik ve setin yaraticisi ekibin sundugu
biyoinformatik araclar, Drosophila melanogaster ile yapilacak olan kapsamli

GWAS ve tespit edilen aday genlerin validasyonu ¢alismalarinin énint agmistir.

DGRP soy seti kullanilarak beslenme davranisinin genetik arka planinin
kesfedilmesine yonelik yapilmis kapsamli tek calisma vardir. Garlapow ve
arkadaglarinin 2015 yilinda yayinladigi bu c¢alismada 182 DGRP soyu
kullanilmig, eslesmis ergin bireylerin ag¢ birakilimalarinin ardindan kapilar
besleme (CaFe Assay) ile aldiklari seker solisyonu miktarlari dlgtlerek genom
boylu iligkilendirme analizi gergeklestiriimistir.  Gergeklestirilen GWAS
sonucunda, 155 varyant (SNP/insersiyon/Delesyon) saptanmistir. Bu
varyantlarin 74’4, tanimlanmis genler Uzerinde veya yakininda bulunmakta
oldugundan, ilgili genler beslenme davranigi ile iligkilendirme c¢alismasinda
kullaniimistir. Bu genlerden 12’sinin daha 6énceden gergeklestiriimis ¢calismalarla
beslenme davranisi, farkli besin gruplarinin tiketimi, besin tiketiminin kontrolG
suregleriyle iligkili bulundugu saptanmistir. Secgilen 31 aday gen ve gen
bdlgesinde bulunmayan bir SNP, validasyon calismasinda kullaniimistir.
Validasyon calismasi bir gen bdlgesinde bulunmayan fakat 2 genin regulatér
bdlgelerinde olabilecegi dusunulen SNP icin genetik arka planin randomize
edildigi outbred populasyon ile gergeklestiriimistir. Bu yontemde deneyde
kullaniimis DGRP soylarindan, hedef SNP'’yi iceren 10'u kendi aralarinda
caprazlanmis, elde edilen 5 F1 jenerasyonu ile fenotip dlgcimu gergeklestirilerek
sayisallastirma yapilmigtir. SNP’nin beslenme davranisi Uzerindeki etkisi
istatistiksel olarak anlamli bulunmusgtur. Belirlenen 31 genin validasyonu, RNA
interferans nakavti yontemi ile gergeklestiriimistir. Secilen genlerin 24°G bu
calisma sonucunda valide olmus, yani beslenme davranigi (besin tlketimi)

fenotipi ile iligkilendirilmistir (Garlapow ve ark., 2015).
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Soylar

Tez galismasi kapsaminda beslenme davraniginin kantifiye edilmesinde, Genel
Bilgiler baghginda detayli sekilde anlatiimig olan ve D. melanogaster modelinde
GWAS calismalarini mimkin kilan DGRP soy setinden rastgele secilmis 122 soy

kullaniimistir.

3.2. Soylarin Devamlihgi ve Kiiltur Kosullari

Deneylerde kullanilacak olan soylar, laboratuvarimiz bunyesinde bulunan nem
ve sicaklik duzeyinin (251 °C, ~%65 RH) korundugu iklim odasinda 12:12
gece:gundiz dongusunde surdartlmasg, devamhliklar yagsam dongulerinin 15-17.
gunlerinde yeni tlp ve siselere aktarilarak saglanmistir. TUpler misir unu (26,8
g/L), sofra sekeri (42,85 g/L), kuru maya (15 g/L) agar-agar (9,6 g/L) ve sudan
olusan pismis karisima anti-fungal ajan olarak metil-paraben ¢ozeltisi ve
propiyonik asit eklenerek hazirlanan Standart Drosophila besiyeri (Markow ve
O'Grady, 2006) icermektedir ve butlin soylar, deneye alinmalarina kadar ayni

besiyeri ile beslenmigtir.

3.3. Deneye Hazirhik Suireci ve Deney Kosullari

Hazirlik asamasinda deneye alinacak olan soylarin tup ve sisece sayilari
arttirllarak iki kusak boyunca siselerde tutulmus, organizmalarin gise ortamina
adaptasyonlari saglanmistir. Deneye alinmalarindan 3 gun 6nce, sabah 8-aksam
5 saatleri arasinda olacak sekilde 5-7 gun yasindaki ebeveynlerin 7 saatlik
yumurtlatmalari iklim odasinda, karanhk ortamda gerceklestiriimis ve bu surenin

sonunda ergin bireyler ortamdan uzaklastirilmigtir. Yumurtlatma sirasinda
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ebeveynlerin yasi ve sirkadyen ritimleri, yavru dol verimini ve genetik faktorlerini
etkilememesi amaciyla sabit tutulmustur. Deney gunu, siselerde geligimlerini
surdirmekte olan yaklagik 65-74 saat yasindaki F1 kusagi Uyesi larvalar 25°C
cesme suyu ile larva toplama filesine aktarilarak toplanmis ve gelisimsel evreleri

g6z 6nlnde bulundurularak randomize bir sekilde deneye alinmislardir.

Deneye alinan bireyler, gelisimsel sureglerinin Gguncul larval evresinde (L3)
olacak sekilde secilmis olup deney buna goére tasarlanmistir. D. melanogaster
larvalarinin, yumurtadan cikiglarindan pupaya gecislerine kadar olan surecte
kitlece 200-250 kat buyurler (Tennessen ve Thummel, 2011; Croset ve ark.,
2016). ilk 48 saatlik siiregteki beslenmelerinin miktar ve icerikge yeterli olmasi,
larvalarin pupasyona gecebilmeleri igin kritiktir, fakat gelisimsel surecin dizgin
sekilde ilerlemesi ve ergin dokularinin sorunsuz sekilde olusturulabilmesi, sonraki
surede gerceklesen beslenmeye baghdir (Bakker, 1959). Bu nedenle D.
melanogasterler, gelisimsel sureclerinin tGguncul larval evresinin sonlarina kadar
araliksiz olarak beslenmeyi surdururler. Larvalarin beslenme davranisi, agiz
kancalarinin kasilma sayisi sayilarak kantifiye edilebilir. Bu yontemle yapilmis bir
calismada, gelisim sureci boyunca larvalarin beslenme davranigi incelenmis,
beslenmenin larvanin fizyolojik yasina bagl olarak degistigi ve tcguncul larval
evrenin ilk yarisi boyunca beslenme miktarinin sabit oldugu gézlenmistir (Sewell,
Burnet ve Connolly, 1974). Bu bilgiler i1siginda deneyler, Gglncdl larval evrenin
basinda, surekli beslenme durumunda olan larvalar kullanilarak

gergeklestirimistir.

Deneyde kullanilan larvalarin GglUncu evrede oldugunun belirlenmesinde,
larvalarin farkli evrelerindeki morfolojik 6zelliklerinden faydalaniimistir. Bu
farkhliklar, larvalarin boyutlari, anterior solunum yariklarinin morfolojisi ve agiz
kancalarinin morfolojisidir ve evrelerin belirlenmesinde guvenilir olarak
kullanilirlar. ik olarak, birinci evre, erken ikinci evre ve geg Ugiincli evre larvalar
boyut farki ile aynstinlmistir. Larvanin farkh evrelerinde, kitin yapili agdiz
kancasinda bulunan “dis” sayisi da artmaktadir. Agiz kancasinin morfolojik

degisimi diseksiyon mikroskobu ile gorulebiliyorken, diseksiyon mikroskobunun
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blayultme orani, dis sayisinin tespiti igin yeterli olmamaktadir. Diseksiyon
mikroskobu ile kolayliklar gbzlemlenebilen anterior solunum yariklari, ikincil larval
evrede daha sopa gorunumld, duz yapida iken Uguncul larval evreye gegisle
beraber dallanmis bir gérunume sahip olurlar. Bu 6zellik, Gglncu evre larvalari

ikinci evre larvalardan ayirmada kullanilmistir. ilgili karakterlerin farkl evrelerdeki

gorinumler, sekil 3.1.’de verilmigstir. (Tyler, 2000; Ashburner, Golic ve Hawley,
2005).

9-10 dis

Sekil 3. 1. D. melanogaster larvalarinin farkli gelisimsel evrelerinde gézlenen
ayirt edici morfolojik 6zellikler

(Butiin gorseller birincil larval evre, ikincil larval evre ve Uglncul larval evre
sirasindadir: A: Larval evrelerin boyutlari B: Agiz kancalari morfolojileri C:

Anterior solunum yariklari (Lakhotia ve Ranganath, 2021)
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Yumurtlamayi takip eden Gguncl gunan, larvalarin tglncu gelisimsel evrelerinde
toplayabilme uygunlugunu sinamak amaciyla bir 6n ¢alisma gercgeklestirilmigtir.
Yapilan galismada, yumurtlatmay! takip eden Gguncl ginde deneyde kullanilan
ayni yontem takip edilerek giselerden larva toplanmig, toplanan larvalar
diseksiyon mikroskobu altinda larval evrelerine gore siniflandirilarak sayilimistir.
Sayimlar, larvalari dort kategoriye ayiracak sekilde yapilmistir. Bu kategoriler;
birincil larval evre, ikincil larval evre, Gguncul larval evre ve larvanin pupasyon ve
metamorfozu igin gerekli besini depolamasinin ardindan tlp ¢eperine
tirmanmaya bagladigi ge¢ uUcglUncul larval evre olacak sekilde belirlenmistir.
Yapilan 6n galisma, deneyde kullanilan DGRP soy setinden rastgele secilmis 7
soy ile yapilmistir.

Larval Gelisim
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Sekil 3. 2. Deneyde kullaniimak Uzere toplanan larvalarin yizde cinsinden gelisim
evrelerini gosteren grafik

Yapilan galisma sonucunda birinci evre larvalar yiuzde 1.8 (soy 843) ile 13.6 (soy
426) arasinda elde ediliyorken ikinci evre larva elde edilme oraninin yuzde 5,1
(soy 443) ile 18,6 (soy 566) arasinda oldugu goérulmustir. Elde edilmesi
hedeflenen grup olan Gglncul evre larvalar bakimindan en duisiuk yogunluk
gOsteren 566 numarall soyda L3 orani yuzde 49,5 olarak gorullyorken, yuzde
74,6 oran ile en fazla 843 numarall soyda goértulmastir. Soylarin tamaminda
uclncul evre larva elde edilme orani ortalama yuzde 65 oldugu goérulmustur.

Uguinciil evrenin ge¢ dénemindeki larvalarin orani ise ylizde 5,6 (soy 624) ile
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yuzde 30 (soy 566) arasinda degismektedir. Butiin bu farkhliklar, olasilikla,
soylarin genetik arka planlarinin meydana getirdigi gelisim suresi farkhliklarindan

kaynaklanmaktadir.

Yumurtlatmadan itibaren fenotipik élgimler gerceklestiriiene kadar gegcmesine
karar verilen sure geligsimsel veriler agisindan degerlendirildiginde bu surenin,
ucuncul evre larvalari farkli genetik arka plana sahip soylarda yakalamak igin

uygun oldugu sonucuna varilmigtir.

Deney kosullari literatur bilgisi ve On deneylerin sonuglarinin sentezi ile
belirlenmistir. MSG’nin D. melanogaster'de LDso dozunun soylar arasinda
degismekle birlikte, yabanil soylar olan Oregon K i¢cin %10.03, Oregon R igin
%12.83 oldugu bilinmektedir (Deepak, 2015). Yapilan bir galismada %1 ve %3
konsantrasyonlarindaki MSG’ye kronik maruz kalmanin, D. melanogaster
bireylerinin gelisiminde anlaml bir etkisi olmadigi bulunmustur (Turner, 1971;
Chung ve Hong, 1973). Buna ek olarak, %0 ile %15 araliginda 7 konsantrasyonla
yapilan yavru doél verimi ¢alismasinda, %3’e kadar MSG ile beslenen gruplar ile
kontrol grubu arasinda bir fark gézlemlenmemisken, %5 konsantrasyonlarda
yavru dol sayisinin kontrol grubunun yarisina, %15 konsantrasyonda ise kontrol
grubunun 6’da 1'ine dustugu gorulmustar (Chung ve Hong, 1973). Bir baska
calismada 30 gun boyunca farkli konsantrasyonlarda MSG ‘ye maruz birakilan
sineklerin %5 ve alti konsantrasyonlarinda émur uzunluklarinin etkilenmedigi
gorulmastur (Kasozi ve ark., 2018). Bu bilgi dogrultusunda doku fonksiyonlarinin
etkilenmesi baglaminda kronik %5 konsantrasyonun guvenli aralikta oldugu

sOylenebilir (Kayode ve ark., 2023).

Literatir  bilgisi 1s1dinda tasarlanan 6n deney, %5-%1 arasinda
konsantrasyonlarla (%1, %2.5, %3, %3.5, %5) gerceklestiriimis, beslenme
davranigina etkisi baglaminda anlamli farkliik godzlenebilen en dusik
konsantrasyon olan %3, fizyolojik olarak guvenli aralikta da oluguyla 6ne ¢gikmis

ve deney konsantrasyonu olarak belirlenmistir.
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Deneyde kullanilan kontrol besiyerleri, %11 (w/v) sukroz ve %0.8 (w/v) agar-agar
¢Ozeltisinin kaynatilip 60 mm capli petri kaplarina dokulmesiyle hazirlanmigtir
(Shen, 2012). MSG uygulamali besiyeri ise kontrol besiyerindeki bilesenlere ek
olarak %3 (w/v) MSG eklenerek kaynatiimig ve dokulmustar. MSG’nin yapisini
350°C’ye kadar bozunmadan koruyabildigi, bu 6zelli§i sayesinde yemeklere
pisirme sureci oncesinden eklenebildigi bilindiginden (Giovanni, 2002; Thuy ve
ark., 2020), MSG besiyeri kaynatilmadan 6nce karisima eklenmigtir. Hazirlanan
besiyerleri agik havada kurutulmalarinin ardindan kapaklari kapatilarak ters bir
sekilde oda sicakliginda muhafaza edilmis, hazirlandiktan sonraki 4 saat iginde

taze sekilde deneylerde kullaniimistir.

Beslenme davranisinin sayisallagtiriimasinda kullanilacak olan videolarin
suresinin belirlenmesi amaciyla da bir 6n g¢alisma gergeklestirilmigtir. Bu
calismada, belirlenen konsantrasyonda MSG igeren ve icermeyen besiyerleri
Uzerinde yabanil soy olan Canton S’e mensup 20 birey ile 8’er dakikalik ¢gekimler
yapilmis; bu cekimler 1, 3, 5 ve 7 dakika suresince izlenerek sayilan agiz
kasilmasi davranigi kaydedilmistir. Her grup icin agiz kasilmasi/dk hesaplanarak
gerceklestirilen ki-kare testi sonucunda 6lgum sureleri arasinda anlamli bir fark
olmadidi gorulmustar. Bu dogrultuda olgumlerin, bir dakika sUresince

yapilmasina karar verilmistir.

3.4. Fenotipik Olgiimler ve Sayisallastirma

Toplanan larvalar, fileden birer birer alinarak besiyerlerine konulmus, 45 saniyelik
yeni ortama adaptasyonlari icin taninan surenin ardindan Leica EZ4 model
diseksiyon mikroskobunda, bir g6z mercegine sabitlenmis akill telefon kamerasi
ile bir dakika boyunca sabit blyudltme degerleri altinda odaklanarak
kaydedilmistir. Kayit sirasinda ilgili petride yalnizca bir larva gozlenmigtir.
Kayitlar, verilerin duzenli olabilmesi igin dnce kontrol grubu i¢in, ardindan yeni
larvalar toplanarak deney grubu icin ayri ayri alinmig, her grup icin 23-25 larva

kaydedilmistir. Butin kayitlar, canlinin sirkadiyen ritminin deneyi etkilememesi
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maksadi ile sabah 9 ile 6glen 12 arasinda alinmistir. Elde edilen kayitlar, harici

belleklere aktarilarak depolanmigtir.

Alinan kayitlar, video oynatma programlarinda yavasglatilarak izlenmig, mekanik
sayim cihazi ile agiz kancalarinin kasilma hareketi sayilarak her birey icin sayisal
veriye donudstlrdlmustir. Sayimlar, standardize olmasi icin her videonun 5.
Saniyesinde baglatiimig, 60. saniyesinde bitirilmistir. Elde edilen veriler, soylar
bazinda gruplanmis sekilde tablolar halinde dijital ortamda tutulmus ve

tamamlanmasinin ardindan birlestirilerek analizleri gergeklestiriimistir.

3.5. Verilerin Analizi

Verilerin analizleri iki basamakta gerceklestirilmistir. Oncelikle fenotip
skorlamalari Uzerinden ¢ok yonli varyans analizi gergeklestiriimis, beslenme
davranisinda varyasyona sebep olan deneysel parametreler belirlenmistir.
Ardindan her soy icin; kontrol grubundan elde edilen ortalamalari kullanilarak
beslenme davranisinin olusmasinda katkisi olan varyantlarin, MSG’li besiyerinde
Olcllen skor ortalamasi kullanilarak beslenme davranisinin olusmasinda rol alan
MSG ile iliskili varyantlarin ve MSG’li besiyerindeki skor ile kontrol besiyerindeki
skor yuzde farklari Gzerinden, normal yeme davranisina gére MSG etkisinin
yarattigi farkin (genotip-cevre etkilesimi bileseni) olusmasinda gorev alan

varyantlarin tespiti amaciyla tg farkli GWAS gerceklestiriimistir.

3.5.1. Varyans Analizi

ilk olarak her soy igin kontrol ve MSG'li besiyeri izerinde alinan skorlarin
ortalamalari ahinmigtir. Kontrol ve MSG olmak Uzere iki uygulama grubu 122 soy
icin olusturulmus, toplamda 244 ortalamanin birbirinden farkli olmalarinda SOY
(DGRP) ve UYGULAMA (Kontrol-MSG) faktorleri ile bu faktorlerin
interaksiyonundan olusan SOY x UYGULAMA faktérinin fenotipik degisime
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katkilarinin anlamhliklarini belirlemek amaciyla varyans analizi gergeklestirildi
(Whitlock ve Schluter, 2014). BUtln analiz ve grafikler, R programi kullanilarak
yapildi. Varyans analizi modeli, SOY (DGRP), UYGULAMA (kontrol ve MSG),
SOY x UYGULAMA ETKILESIMI terimleri Gzerinden kuruldu. Etki seviyesi
istatistiksel olarak anlamli olan terimler, Genom Capli iliskilendirme Analizinde

kullaniimistir.

3.5.2. Genom Gapl iligkilendirme Analizi (GWAS)

Genom Capli lligkilendirme Analizleri, deneyde kullanilan 122 soyda elde edilen

fenotipik skor ortalamalari ile, 3 farkl durum igin gergeklestirilmistir. Bu durumlar

- Kontrol besiyerindeki skorlari

- MSG’li besiyerindeki skorlari

100+(MSG'li besiyerindeki ortalamalari—Kontrol ortalamalari)

Kontrol ortalamalar:

ile hesaplanan ytzde cinsinden MSG-kontrol farki (ylzde fark) skorudur.

Elde edilen skorlar yapilan GWAS analizlerinde girdi olarak kullanilimig, her soyun
elde ettigi skor ile genomlar istatistiksel olarak pek ¢ok test ile kiyaslanmig ve
ilgili fenotip ile iliskisi bulunan SNP’ler saptanmistir. GWAS sonuglari, ilgili
SNP’nin lokasyonu, p de@eri, etki bayuklugu, major ve mindr alelleri ve frekanslari
gibi 6nemli veriler ile sunulmaktadir. Elde edilen veriler, dnce anlamlilik duzeyi ve
ilgili genlerin fonksiyonlari agisindan dinya Uzerindeki en kapsamli Drosophila
veritabani olan Flybase (Gramates ve ark., 2022) araciligiyla incelenmis ve
degerlendirilmigtir. Ardindan ilgili genlerin, PANGEA veritabani (Hu ve ark., 2023)
kullanilarak gen ontolojisi analizleri gerceklestirilmistir. ilgili genlerin insan
ortologlari Flybase veritabani ve DIOPT (Hu ve ark., 2021) yazilimi kullanilarak
saptanmigtir. Saptanan insan ortologlari varsa c¢ift yonli en ylksek anlamlilik,
yoksa tek yonlu en yuksek anlamlilik derecesine gore belirlenmigtir. Elde edilen
insan ortologlari ile hastalik ontolojisi analizi Diseases veritabani (Grissa ve ark.,
2022) aracihgiyla gergeklestiriimistir. Gen-hastalik iligkisi dogrulanmis olan giftler
5 guvenilirlik dizeyine sahip olmus, z skoru bulunmayan ciftlerdir. Diger

eslesmeler guvenilirlik duzeyi (1-5) ve Z skoru bilgisi ile, her gen icin en yuksek
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skorlu hastalik ve takiben tartismaya deder goérulen hastaliklar ve tez
calismasinin odak fenotipleri ile iligkili oldugu bilinen/dustnulen hastaliklar olarak

belirlenmistir. Butiin bu veriler Sonuglar ve Tartisma ve Ekler basliklari altinda
detaylica sunulmustur.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Beslenme Davranigi Sayisallagtirma Sonuglari

4.1.1. Varyans Analizi Sonuglari

Deney sonucunda hedef fenotip olan beslenme davraniginin olusmasinda katkisi
oldugu saptanan aday genleri belirleyecek olan GWAS c¢alismasina
baslamadan o6nce, deney gruplarini olusturan dediskenlerin fenotip Uzerinde
yaptiklari etki istatistiksel olarak incelenmistir. Varyans analizi karisik rastgele
dogrusal etki modeli (lineer random mixed effect) ile kurulmus, soy, uygulama ve
soy:uygulama interaksiyon terimlerinin beslenme davranisina etkisi

degerlendirilmistir. Analiz sonuglari gizelge 4.1. de bulunmaktadir.

Cizelge 4. 1. Deney sonuglarina ait varyans analizi sonuglari

Tip lll Satterthwaite Metodu ile Varyans Analizi Tablosu

Kareler Ortalamalar Pay Serbestlik Payda Serbestlik F
Toplami Karesi Derecesi Derecesi degeri
Uygulama 885,5 885,5 1 121,19 119,86 ***

Rastgele etkilerin ANOVA-benzeri Tablosu : Tekli Terim Delesyonu

Model _ Olabilirlik .
) Log Akaike Serbestlik
Parametreleri o . Oran )
Olabilirlik ~ Olgutu _ Derecesi
Sayisi Testi
- 5 -11917 23843
1| Soy 4 -12003 24015 173,27 1 ok
1| Soy:Uygulama 4 -12011 24030 188,44 1 *hk

* p<0,05  **p<0,01  **p<0,001
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Cizelgede goruldugu Gzere, yapilan ¢alismada degisken olarak belirlenen hem
uygulama, hem genetik arkaplan (soy) hem de uygulama:genetik arkaplan
interaksiyon terimlerinin davranis Uzerinde anlamh derecede etkili oldugu

gorulmustar (p<0,001).

4.1.2. Elde Edilen Verilerin istatistikleri

Varyans analizi sonuglari dogrultusunda, soylar arasinda gorulen beslenme
davranigl farkliliklarinin, soylarin genetik arka planlarindaki varyasyonlardan
kaynaklandigi gorulmektedir. Deneyde kullanilan DGRP soylarina ait kontrol
besiyeri ortaminda ve MSG’li besiyeri ortaminda elde edilen skor ortalamalari,

guven araliklari ile birlikte asagidaki grafiklerde verilmistir.

Kontrol ve MSG’li besiyeri ortaminda elde edilen skorlar her grup icin ortalamalari
klgukten blyluge olacak sekilde siralanarak Sekil 4.1. ve S$ekil 4.2.’de
g6sterilmektedir. ilgili grafiklerde dikkat ¢ekici olacak noktalardan biri, siralanmis
olan soylarin yerlerinin ayni olmamasidir. Bir diger deyigle, kontrol besiyerinde
dusuk skor sahibi olan soylarin bir kismi MSG besiyerinde de disuk skorlular
arasinda iken, bir kismi da daha yuksek siralamalarda bulunmaktadir. Yani,
besiyerinde MSG’nin varligi, soylarin yeme performansini farkli oOlgulerde
etkilemektedir. Gozleminin kolay olmasi amaciyla, kontrol ve MSGli
besiyerlerindeki ortalamalar, kontrol skoruna gore siralanarak tek bir gorsel
olacak sekilde Sekil 4.3. ile gosterilmistir. Verilen grafikte iki skorun arasindaki
farkin soydan soya degiskenlik gosterdigi, artis miktarinin kimi soylarda fazla iken
kimi soylarda az oldugu, hatta bazi soylarda MSG uygulamasinin beslenme
davraniginin azalmasina sebep oldugu goérulmektedir. Bu dogrultuda, her soyun
MSG ve kontrol besiyerinde elde ettikleri skorlarin farkinin, kontrol besiyerindeki

skora olan ylzdesi olacak sekilde yuzde fark grafigi de Sekil 4.4.’te verilmistir.

Genotip-gevre etkilesimi sonucu ortaya cikan yuzde fark verileri, %60 artis ve
%25 azalis arasinda degdiskenlik gostermektedir. Soylar arasinda bu derecede
fark olmasina sebep olan faktér, MSG’ye maruz kalma sonucunda aktive olan

yolaklarin soylarin genetik arka planlarindaki farkhliklardan etkilenmesidir.
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Kontrol Besiyerinde Birim Zamanda Skor Ortalamalari

30-

Isewe|elQ }uIs| epuewez wlig

40

DGRP Soyu

Sekil 4. 1. Kontrol besiyerinde DGRP soylarina ait skor ortalamalari



MSG'li Besiyerinde Birim Zamanda Skor Ortalamalari

30-

25+

ISeWwe|euQ YIIS| BpuBWEZ WG

DGRP Soyu

Sekil 4. 2. MSG’li besiyerinde DGRP soylarina ait skor ortalamalari
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Sekil 4. 3. Kontrol ve MSGli besiyerinde DGRP soylarina ait skor ortalamalari

(Siyah noktalar Kontrol Skorunu, Kirmizi Uggenler MSG’ i besiyerindeki skoru géstermektedir)
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Cizelge 4.1., 4.2. ve 4.4’te gorulen, GWAS analizinde kullanilmak Uzere
hazirlanan verilerin dagilimlarinin normalitesi R programlama dilinde (Versiyon
4.3.3.) Shapiro-Wilk sinamasi ile test edilmistir. Test sonugclari ve verilerin dagilim
grafikleri Cizelge 4.2. ve Sekil 4.5.’te gosterilmistir. Gruplardan elde edilen skor
ortalamalari ile yapilan normalite testi sonucunda elde edilen p degerleri
anlamsiz (p>0.05) olmasi dolayisi ile verilerin normal dagildigi gértlmas, GWA

analizi yapilmasina uygun bulunmustur.

Cizelge 4. 2. Normalite Testi Sonuglari

Veri Grubu W degeri P degeri
Kontrol Grubu 0,98038 0,07049
MSG Grubu 0,97899 0,05199
Yuzde Fark 0,98086 0,07818
> > -
/A/“‘/ﬁ o
-//../ —
il
//"//E,
(/.«/ff/

9
Teorik

Sekil 4. 5. Ug veri grubuna iliskin normal dagilim grafikleri
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4.2. Genom Boylu iliskilendirme Analizi (GWAS) Sonuglari

4.2.1. GWAS Sonuglarinin Genel Degerlendirilmesi

122 DGRP soyunun kontrol besiyerindeki, MSG iceren besiyerindeki ve MSG
besiyerinin kontrole gdére yuzde cinsinden farki her soy icin hesaplanmis ve
GWAS'ta girdi olarak kullanilarak tg¢ farkli GWA analizi gerceklestirilmistir. Her
kategori i¢in saptanan varyantlarin kromozomlara dagilimi Ek.4’te gosterilmigtir.
Saptanan varyantlara ait SNP’lerin istatistiksel olarak anlamhligini gosteren

grafikler Sekil 4.6.’da verilmistir.

Gozlenen -log,,(p)
Gozlenen -log,4(p)

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Beklenen —log,,(p) Beklenen -Log,,(p)

MSG-Kontrol Fark Yizdesi

Sekil 4. 6. Deney gruplar icin saptanan SNP’lerin istatistiksel anlamlihgini

gOsteren grafikler
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4.2.2. GWAS Sonucunda Saptanan SNP’lerin Degerlendirilmesi

Yapilan GWA analizleri sonucunda ilgili fenotip ile istatistiksel olarak anlamli
(p<10-°) diizeyde iligkili oldugu belirlenen toplamda 65 genetik varyant tespit
edilmigtir. Bu varyantlarin biri delesyon, 9'u insersiyon, 1'i ¢oklu nukleotid
polimorfizmi (MNP) ve 55’i tekli nukleotid polimorfizminden (SNP) olusmaktadir.
Bahsi gecen 2 insersiyon ve 9 SNP, intergenik bélgede bulunmaktadir ve tez
calismasi kapsaminda gerceklestirilen ileri ¢alismalara dahil edilmemistir. Gen
bdlgelerinde ve yakinlarinda bulunan varyantlarin ise, 10 tanesi kodlanan
bdlgeler olan ekzonlarda yer alirken, kalani intron bdlgeler (30 varyant), ve
regulatdor sekanslar barindiran yukari (upstream) (10 varyant) ve asadi
(downstream) (4 varyant) yonlu boélgelerde bulunmaktadir. Kalan bir varyant ise,
mRNA’ya transkripsiyonu gerceklesen fakat stop kodonundan sonra yer aldigi

icin amino asid dizisine transle edilmeyen 3’ UTR bdlgesinde bulunmaktadir.

Varyant Sayisi

Fark Kontrol MSG

Sekil 4. 7. GWAS'lar sonucunda saptanan varyantlarin genom bdlgelerine dagilimlar

Bahsi gecgen varyantlarin bazilari, kromozom Uzerinde birbirlerine ¢ok yakin
konumdadir ve ayni geni isabet etmektedir. Bazi varyantlar ise, ¢akigik genlerin
kesisme bolgelerinde yer aldijindan, birden fazla geni isabet etmislerdir.
Gergeklestirilen 3 GWAS sonucunda, ilgili fenotiplerle iliskili oldugu saptanan
varyantlarin isabet ettikleri gen sayisi 32 olmustur. Bu 32 genin 3 tanesi hem

kontrol verisiyle hem de MSG verisiyle gerceklestiriien GWAS’lar sonucunda, 1
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tanesi ise hem MSG hem de MSG-Kontrol farki verisiyle gerceklestirilen

GWAS’larda ortak olarak gorulmustar.

4.2.3. Saptanan Aday Varyantlarin Degerlendirilmesi

Belirlenen aday genlerin bir kisminin, gelisim, 6grenme ve hafiza, sinir sistemi,
hicresel surecler, metabolik suregler ve davranis gibi ¢esitli biyolojik sureclerde
gorev aldiklari bilinmektedir. Her veri seti icin saptanan aday genler, genlerin
fenotip Uzerindeki etki buyuklUkleri, aldiklar isabet sayilari ve kromozomal
lokasyonlar Cizelge 4.3., 4.6. ve 4.9.da gdsterilmistir. Tespit edilen 36 genin 8’i,
daha 6nce herhangi bir biyolojik sureg ile iliskilendirilememistir. Bu genlerin
fonksiyonlari bilinmemektedir. islevi bilinen genlerin gen ontolojisi analizi
sonuglari Cizelge 4.4.,4.7. ve 4.10’da gosterilmistir. Ayrica, genlerin bilinen insan
ortologlari ve bu ortologlarin iligkili olduklari insan hastaliklari da incelenerek

Cizelge 4.5., 4.8. ve 4.11. ile sunulmustur.

4.2.3.1. Kontrol Grubu igin Saptanan Aday Genler

Her soy igin, kontrol besiyeri ortaminda elde edilen skorlarin ortalamalari ile
gergeklestiriimis olan GWAS sonucunda saptanan aday varyantlar incelenmistir.
Varyantlarin isabet ettikleri genler, varyantin fenotip Uzerinde goésterdigi etki
bayukligu, genin aldigi isabet sayisi ve genin lokasyonu Cizelge 4.3.'te
gosterilmigtir. Cizelge 4.4., saptanan genlerin biyolojik iglevlerine gore
siniflandirildiyi gen ontolojisi analizi sonuglarini gdstermektedir. Genlerin Insan
ortologlari, ortologlarin iligkili olduklari hastaliklar ve guvenilirlik duzeyleri ise

Cizelge 4.6.’da verilmis, kontrol grubu sonuglari bu baslik altinda tartisiimistir.

Cizelge 4. 3. Kontrol grubu igin gergeklestirilien GWAS sonucu saptanan aday

genler (p<10-°), etki blylklikleri, isabet sayilari ve kromozomal lokasyonlari
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Etki

Gen BlyGKIGg0 isabet Sayisi Lokasyon
CG34444 -3.349 1 2R: 14,369,217..14,370,326 [+]
Obp50a -3.349 1 2R: 14,370,331..14,371,116  [-]
CG34443 -3.349 1 2R:14,367,979..14,369,067 [+]
Tmih +1.58 3 3R: 20,406,615..20,407,871 [-]
Gfrl +1.568 3 3R: 20,378,458..20,484,588 [-]
zormin -2.823 6 3L: 2,117,466..2,151,700 [-]
cher -2.502 1 3R: 17,091,533..17,125,389 [-]
G6P -1.39 2 2L: 2,814,336..2,815,760 [-]
CG2964 -1.39 1 2L: 2,812,437..2,814,429 [+]
CG14511 -2.372 1 3R:29,145,678..29,146,893 [-]
CG11882 -2.372 1 3R:29,147,016..29,148,172 [-]
Oatp26F -2.951 1 21.:6,625,138..6,632,407 [-]
Duox -1.329 1 21.:2,815,970..2,830,248 [-]
lea +1.209 1 21.:1,380,086..1,420,453 [-]

Cizelge 4. 4. Kontrol grubu icin saptanan aday genlerin islevlerine goére

siniflandiriimalari

Aday Genlerin

Aday Genlerin iligkili Olduklari Ontolojik

iligkili Olduklar Karakterlerin Ozetleri Aday Genler Adet
Sistemler
Metabolik Siirecler Karbonhidrat Metabolizmasi, Fosfat Igeren CG2964, G6P, 4
Maddelerin Metabolizmasi, Biyosentez Tmlh, Duox
Sireci, Hlcre Metabolizmasi, Biyosentez
Sireci
Sinir Sistemi Akson Yodnlendirmesi, Aksonogenez, Akson cher, robo2, 5
Gelisimi, Noron Farklilasmasinda Yer Alan Obp50a, Gfrl,
Hulcre Morfogenezi, Noron Uzanti Duox
Morfogenezi, Sinir Sistemi Sdreci, Sinir
Sistemi  Gelisimi, Noron Gelisimi, Hiucre
Uzantisi Organizasyonu, Néron Farklilasmasi
Gelisim Cok Hiucreli Organizma Gelisimi, Anatomik robo2, cher, 4
Yapi Geligimi Duox, Gfrl
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Hiicresel Siiregler

Hucre Zar Yapisi

Transmembran Tasima, Hicre iskeleti Yapisi,

zormin, CG11882

Oatp26F,
CG14511,

Cizelge 4. 5. Kontrol grubu icin saptanan aday genlerin insan ortologlari ve

iligkili olduklari hastaliklar

2

Gen insan iliskili Hastaliklar Giivenilirlik Z skoru
ortologu (5 uizerinden)

Tmih TMLHE Otizm spektrum 5 *

Gfrl GFRAL Obezite ve Diyabet 3 4.8 ve 4.1

zormin CCDC141 Kallmann sendromu 5 *
Hipoganadizm 3 4.6

cher FLNA Periventrikuler 5 *
noduler heteropya
X-baglantih kardiyak 5 *
valvular displazi

G6P G6PC1 Glikojen depo 5 *
hastaligi
Diyabet 4 7.3
Hiperglisemi 4 6.7
Obezite 4 6.1

CG2964 PKLR / PKM Kirmizi hicrelerde 5 *
pirGvat kinaz eksikligi
Anemi 3 5.0
Diyabet 3 4.1
Obezite 2 3.8

CG14511 SLC35B4 Dikarboksilik 2 3.4
aminoasiduria

CG11882 - *

Oatp26F SLCO4A1 Kolestazi 3 4.8
Kanser 2 3.9
Kaaraciger hastaligi 2 3.7

Duox DUOX1 Hipertansiyon 3 54
Diyabet 3 5.3
Bdbrek hastaligi 3 5.0
Hipotiroid 3 4.8

Lea/Robo2 ROBOf1 Disleksi 4 6.5
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Gl sistem hastalig 3 4.5

Pankreas hastaligi 3 4.1

Kontrol besiyerinde elde edilen dakikada gergeklestirilen i1sirik sayisi verisi ile
gergeklestirlen GWAS sonucunda saptanan genler, tablo 4.3.'te gosterilmigtir.
Saptanan genler ile gergeklestirilen gen ontolojisi analizleri sonucunda, genlerin
genel olarak metabolik suregler, sinir sistemi, gelisim ve hicresel slregler ile
iligkili olduklari goértilmastir. Gen ontolojisi analizi sonuglari tablo 4.4.’te
gorulmektedir. Bulunan genler arasinda yer alan ve kromozomal lokasyonlarinin
birbirlerine yakinhigi ile dikkat ceken Obp50a, CG34443 ve CG34444 genlerinden
CG34443 ve CG34444’Un herhangi bir biyolojik fonksiyonu bilinmemektedir.
Genlerin konumsal yakinhdi, Ek 3.te yer alan kontrol grubuna ait baglanti
dengesizligini gosteren “Heat Map” (LD Heat Map) ‘teki 2R kromozomundaki
anlamsizligr agiklamaktadir. Obp50a ise bocekler arasinda evrimsel olarak
korunmus koku baglayici proteinler (Odorant Binding Proteins) (Obp) ailesinden
bir proteini kodlamaktadir. Bu gruptaki proteinlerin koku reseptoéri ndronlari
etrafinda bulunan yardimci hicreler tarafindan salgilandigi ve koku molekullerini
ilgili reseptorlere tagimada gorev aldigi bilinmektedir. (Vieira ve Rozas, 2011,
Jung ve ark., 2018). Koku algisinin, beslenmenin regilasyonunda, istahin
olusturulmasinda bir dis uyaran olarak goérev aldi§i bilinmektedir. Bu bilgiler
Isiginda, saptanan CG34443 ve CG34444 genlerinin, Obp50a’ya olan lokasyonel
yakinliklarindan dolayi saptanmis yanhs pozitifler olma ihtimalleri mevcuttur ve
bu genlerin beslenme davranisi ile iligkisinin belirlenmesi dogrulama (validasyon)
calismasi sonucunda degerlendiriimeye muhtactir. Obp50a geni ise, beslenme
ile iligkili olmaya uygun bir adaydir. Bulunan genler arasindan CG2964 ve G6P
genleri, sirasiyla glikolitik strecgte pirlvat kinaz aktivitesi Uzerinde etkili olan bir
proteini  ve glikoz-6 fosfataz enzimini sentezleyerek karbonhidrat
metabolizmasinda rol aldigi bilinen genlerdir. CG2964 geninin Urunu olan PirGvat
Kinaz enzimi, glikoliz slirecinde fosfoenolpirtivattan ATP sentezinde kullanmak
uzere fosfat grubu kopararak pirivata donisumuna saglamaktadir (Heidarian ve
ark., 2024). G6P ise, glukoz-6 fosfataz aktivitesi gostererek glukoneogenez
surecine dahil olmaktadir. Glukoneogenez, gliserol, laktat, pirivat, propionat gibi
heksoz olmayan oncullerden glikoz uretimi sureci olarak 6zetlenebilir. Bu suregte

goérev alan Glukoz-6 Fosfataz, Glukoz 6 fosfattan fosfat grubunu kopararak
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glikoza cevriimesini saglar. Boceklerde ana hemolenf sekeri olarak bulunan
trehalozun sentezlenmesini saglayan trehalogenez yag hucrelerinde
gerceklesirken glukaneogenez, Urunu olan glikolizin noéral sinyallesmede
kullanilmasi Uzerine beyin bolgesinde gergeklesir. G6P sentezleyen ndronlarin
ayni zamanda NPF de sentezledidi, NPF’nin ise besin alimi dahil olmak Uzere
hipotalamus tarafindan kontrol edilen pek ¢ok sistemin regllasyonunda gorevli
oldugu bilinmektedir. NPY salgilayan noéronlarin ayni zamanda o6dul arama
davranisini da regule ettigi dusunulmektedir (Fell, 1990; Pedrazzini, Pralong ve
Grouzmann, 2003; Karnani ve Burdakov, 2011; Miyamoto ve Amrein, 2017).
Glikozun enerji homeostazisinde ve dolayisi ile beslenme regulasyonunda aldigi
roller dusunuldigunde, G6P beslenmenin dizenlenmesi ile iligkili bir gen olmaya
adaydir. Metabolik sureglerde gorevli olan bir diger gen de Trimetil-Lizin
Hidroksilaz enzimi kodlayan ve karnitin biyosentezi’'nde gérev aldigi disinulen
Tmlih ‘dir. Tmlh’nin sentezinde rol aldigi karnitin, enerji metabolizmasinda zorunlu
bir molekuldir. Yag asitlerinin metabolize edilecekleri mitokondriye taginmasinda
gérev alarak enerji metabolizmasinin saglanmasina katki sagladigi bilinmektedir.
Karnitin, pek ¢ok biyolojik slrecte gérev almaktadir ve Tmlh geninin fonksiyonel
bozukluklarinda, glia hicrelerinde beta oksidasyona sebep oldugu gorulmustar.
Glia hicrelerinin, beyinde enflamasyonu 6nlemede gorevli oldugu da géz 6ninde
bulunduruldugunda, Tmlh mutantlarinin merkezi sinir sisteminde bozukluklara
sebep olmasi oldukga anlasilabilirdir (Ferdinandusse ve ark., 1999; Vaz ve
Wanders, 2002; Musselman ve ark., 2013; Bene, Hadzsiev ve Melegh, 2018;
Carillo ve ark., 2020). Tmlh geni, 3R kromozomunda Gfrl aktif bolgesine ¢akisik
durumda bulunmaktadir. Gfrl, hicre adezyon molekuli baglanma aktivitesini
kontrol eden bir reseptor protein olarak gelisim surecinde de fonksiyonel oldugu
bilinen bir gendir (Hernandez ve ark., 2015; Myers ve ark., 2018). Sinir sistemi
gelisiminde gorev aldigi bilinen Gfrl geninin baglanti dolayisi ile saptanmis olma
ihtimali oldugu kadar, fonksiyonel oldugu yolak vasitasi ile beslenmenin
regulasyonunda gorev aliyor olma olasiligi da mevcuttur ve genin beslenme ile
iligkisi dogrulama c¢alismasi ile belilenmeye muhtagtir. Kontrol grubunda
saptanan bir diger gen zormin genidir. zormin’in, kas hucrelerinde M bandi ve Z
disklerinin yapisinda bulunan bir yapisal protein kodlayarak kas yapisinin
olusturulmasinda gorev aldigi bilinmektedir (Kreiskoether ve ark., 2006). Hucre

yapisinda gorev aldigi bilinen bir diger gen cher’dir. cherin hicrelerde Z diskler
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ve aktin hicre iskeletinin yapisina katilarak aktin baglanma aktivitesini sagladigi
bilinmektedir. Ergin sineklerin kafa bdlgesi ve larvalarin bagirsaklari basta olmak
uzere sindirim sistemlerinde ve kaslarinda ifade oldugu bilinen gen, postsinaptik
membranlarin blyumesi ve periferal aksonlarin yonlendiriimesinde gorev
almasinin yani sira, sinaps bolgelerinde glutamat reseptorlerinin lokalizasyonunu
sagladigi da bilinmektedir (Zheng ve ark., 2011; Wéjtowicz ve ark., 2015; Lee ve
Schwarz, 2016). Saptanan CG14511 geninin UDP_N asetilglukozamin
transmembran tasiyici ve UDP-ksiloz transmembran tasiyici proteinlerinin
aktivitesini sagladigi bilinmektedir. ilgili proteinler, ¢éziinen madde tasiyici
proteinler grubundan nikleotid-seker tasiyicilari sinifindan proteinlerdir ve hlicre
enerji metabolizmasinda gorev aldiklari bilinmektedir (Song, 2013). CG14511 ile
kromozomal olarak komsu konumda bulunan ve GWAS sonucunda saptanan
CG11882 geninin ise hlcre zari yapisina katilan ve endositozu kontrol ederek
hldcre zarinin yapisini ve hicre sinyallesmesinin kontrolinde gorev alan klatrin
molekulinun hafif ve agir zincirlerini kodlayan clc ve chc genlerinin Grunleri ile
etkilesime girerek hicre zarinin yapisinin olusturulmasinda goérev aldigi
dusundliyor (Tsoumpekos, 2016). Kontrol verisinin genom boylu analizi
sonucunda saptanan bir diger gen olan Oatp26F geninin bir sodyum bagimsiz
Organik Anyon Tasiyici Protein kodladidi bilinmekte. Spesifik islevi bilinmemekle
beraber, Oatp grubu genlerinin gesitli endojen substratlarinin, ilag ve cesitli
ksenobiyotiklerin hicre i¢ine alimini saglayan membran tasiyicilari olduklari
bilinmekte. Ayni ailede bulunan ve hakkinda daha fazla bilgi bulunan
Oatp74D’nin Uguncul larval evrede tukuruk bezlerinde ifade oldugu ve D.
melanogaster'de larval evre gegiglerinin ve metamorfozun gergeklesmesini
kontrol eden bir steroid hormon olan ekdizon ile etkilesimde bulunarak gelisim
surecinin dizenlenmesinde rol aldigi bilinmekte (Okamoto ve ark., 2018).
Oatp26F de ayni grupta oldugundan, hucre i¢ci homeostaziyi saglamanin yani
sira, ¢esitli fizyolojik fonksiyonlarin duzenlenmesinde gorev alma olasiligi yuksek
bir gen oldugu yorumu yapilabilir. Fonksiyonu bilinen bir diger gen ise bagirsak
florasini kontrol etmekle goérevli bir dogal bagisiklik bileseni kodladigi bilinen
Duox genidir. NADPH Oksidaz grubundan bir protein kodlayan Duox’un,
bagirsaklardaki bakteriyel enfeksiyonlara bagisiklik yaniti olusturulmasinda
goérev aldigi bilinmektedir (Ha ve ark., 2005; Xiao ve ark., 2017). Bagirsak

florasinin sindirim sistemi Uzerindeki etkisi disindldiginde, aday genin
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beslenmenin regulasyonunda fonksiyonunun olmasi mumkundur. Kontrol grubu
verisi ile elde edilen son gen olan lea / Robo2 geni néronlarin akson ve dendrit
bolgelerinde, kaslarda ve trakeada Robo reseptor ailesinin bir Uyesini
kodlamaktadir. ilgili genin, néron gelisimi ve farklilasmasi, ve imajinal disklerden
organ olusturulmasi sureclerinde Onemli goérevleri oldugu dusunulmektedir
(Couch ve ark., 2004; Nicolas ve Preat, 2005; Sasse ve Klambt, 2016). Sinir
sistemi, beslenme davranisi dahil olmak Uzere organizmadaki butln sistemlerin
regulasyonunda gorevli oldugundan, ilgili gen de heyecan verici bir adaydir.
Kontrol verisi ile gergeklestiriimis GWAS sonucunda saptanan genlerden higbiri,
daha onceki caligmalarla beslenme davranisi ve regulasyonu ile direkt olarak
iliskilendiriimemis olmakla beraber, kompleks regulasyon mekanizmasi ve dahil
olan sistemler g6z 6nuinde bulunduruldugunda, gergeklestirilecek olan dogrulama

¢alismasi sonrasi genlerin iligskilendirilmesi nihai sonucuna varmis olacaktir.

4.2.3.2. MSG Grubu igin Saptanan Aday Genler

Her soy i¢in, MSG igeren besiyeri ortaminda elde edilen skorlarin ortalamalari ile
gerceklestiriimis olan GWAS sonucunda saptanan aday varyantlar incelenmisgtir.
Varyantlarin isabet ettikleri genler, varyantin fenotip Uzerinde gosterdigi etki
bayukligu, genin aldigi isabet sayisi ve genin lokasyonu Cizelge 4.6.da
gosterilmigtir. Saptanan genler, gen ontolojisi analizi ile incelendiginde, genlerin
yogun olarak davranig, 6grenme ve hafiza, sinir sistemi ve hticresel stregler ile
iligkili olduklari gorllmektedir. Gen ontolojisi analizi sonuglari Cizelge 4.7.de
verilmigtir. Kontrol Grubu ile MSG Grubu GWAS’lari sonucunda saptanan 3 ortak
gen oldugu, 4.2.2. GWAS Sonucunda Saptanan SNP’lerin Degerlendirilmesi alt
baslidi altinda bahsedilmisti. Bu genler (CG14511, CG11882 ve zormin) kontrol
grubu GWAS'I ile saptanan genler ile 6zetlenmis ve tartisiimistir. Bu baslhk

altinda, MSG verisi ile saptanan yeni genler tartigilacaktir.
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Cizelge 4. 6. MSG grubu icin gerceklestirien GWAS sonucu saptanan aday

genler (p<10-°), etki blylklikleri, isabet sayilari ve kromozomal lokasyonlari

Gen Etki Biiyiikligli  isabet Sayisi Lokasyon
CG15465 -3.286 1 X: 5,085,759..5,254,864 [+]
rg -3.286 1 X: 5,085,759..5,254,864 [+]
dnc -2.791 1 X: 3,176,440..3,343,767 [+]
Ino80 -3.391 3 3R: 19,368,995..19,403,153 [-]
B9d1l -2.002 2 3R: 15,481,906..15,482,904 [+]
CG14511 -2.585 1 3R: 29,145,678..29,146,893 [-]
CG11882 -2.585 1 3R: 29,147,016..29,148,172 [-]
dsf -2.002 2 2L: 5,925,937..5,939,261 [+]
CG9095 -2.651 2 X: 15,139,937..15,163,225 [-]
CG15803 -2.652 1 3R: 18,330,932..18,360,728 [-]
zormin -2.479 3 3L: 2,117,466..2,151,700 [-]
gukh -3.036 1 3R: 18,984,025..19,022,436 [+]

Cizelge 4. 7. MSG grubu icin saptanan aday genlerin iglevlerine gore

siniflandiriimalari

Aday Genlerin Aday Genlerin iligkili Olduklari Ontolojik Aday Genler Adet
iliskili Olduklari Karakterlerin Ozetleri
Sistemler
Ciflesme Davranigi, Kur Davranisi, Kokusal
Davranis Davranis, Kimyasal Uyari lligkili Davranisg, Dsf, dnc, rg 3
Ciftlesme, Ureme Davranisi,
) Kisa Sireli Hafiza, Kokusal C")grenme,
Ogrenme ve Hafiza Cagrisimsal Ogrenme, Ogrenme, Hafiza, Dnc, rg, 2
Hafiza Ve Ogrenme
No6ron Geligimi, Hlicre Uzantisi Dnc, gukh, rg,
Sinir Sistemi Organizasyonu, Néron Farkhlagmasi, B9d1, 4
Aksonogenez, Akson Gelisimi, Nérogenez,
Noéron Uzantisi Geligimi
Gen Ifadesinin Dizenlenmesi, Hiicre Ino80, B9d1,
Hicresel Suregler Organizasyonu, Hucre Zari Yapisi, Hicre- Cg11882, 5

Hucre Interaksiyonu, Huicre Iskeleti Yapisi
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Cizelge 4. 8. MSG grubu icin saptanan genlerin insan ortologlari ve iligkili

olduklari hastaliklar

Gen insan iliskili Hastaliklar Giivenilirlik Z skoru
ortologu (5 uizerinden)
rg NBEA Epilepsi 4 *
Otizm 3 5.1
dnc PDE4B Sizofreni 3 5.3
Bipolar bozukluk 3 4.6
Gl sistem hastaligi 2 3.8
Ino80 INO80 Mine ve dentin 2 3.4ve 3.3
curimeleri
B9d1 BID1 Joubert sendromu 5 *
Meckel sendromu 5 *
Siliopati 4 6.2
CG14511 SLC35B4 Glikozilasyon kongenital 2 3.5
rahatsizhgi tip lIf
Dikarboksilik 2 34
aminoasiduria
Obezite 2 24
dsf NR2E1 Artirllmis S-konisi 3 4.3
sendromu
Beyin hastaligi 2 3.8
CG9095 SELE Hipertansiyon 5 *
Ateroskleroz 4 6.9
Diyabet 4 6.2
Gl sistem hastaligi 3 5.8
CG15803 MPDZ Hidrosefali 3 5.0
Ventrikilomegali 2 4.0
zormin CCDC141 Kallmann sendromu 5 *

Davranig, sinir sistemi ve 6grenme ve hafiza ontoloji terimleri ile daha 6nce
yapilmis olan c¢alismalar ile iliskilendirilmis olan rg geninin sinaptik mimari, beyin
morfolojisi ve cagrisimsal 6grenmeye ve dolayisi ile 6grenmeye dayali davranis
motiflerinin dUzenlenmesi sureclerine dahil olan bir proteini kodladigi
bilinmektedir. Urliniiniin sinir sistemi bilesenleri olan mantar dokunun ve sinir-kas
bosluklarinin morfolojisini etkilemesine ek olarak salgi regilasyonunda da goérev

aldigi bilinmekte iken, genin bozuklugunda g6z gelisiminin ve sinir sistemi
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islevinin olumsuz etkilendigi gértlmuastir. Daha 6nce yapilmis bir ¢calismada, rg
geninin ergin erkek bireylerde alkol tlketimini arttigi raporlanmistir (Fochler ve
ark., 2017). Alkolun, odul yolagi ile iligkisi ve dolayisiyla bagimlilik yaratici etkisi
bilinmektedir (MacNicol, 2017). Bu durum, rg geninin beslenme ve MSG’nin
bagdimlilik yaratici etkisiyle de iligkili olabilecegini desteklemektedir. Ek olarak,
ilgili genin mutant alelini barindiran Uguncu evre larvalarda sosyal bozukluk ve
lokomosyonda azalma gozlenirken erginlerinde hareketliligin arttigi géralmustur
(Shamloula ve ark., 2002; Volders ve ark., 2012; Wise ve ark., 2015). Siklik AMP
fosfodiesteraz kodlayarak cAMP degredasyonundan sorumlu olan dnc geninin
ogrenme, ciftlesme, davranis plastisitesi sinaptik gelisim ve fonksiyonlarin
dizenlenmesinde iglevsel oldugu bilinmektedir. Mutantlarinda 0grenme
bozuklugu, ciftlesme davraniginda degisiklikler gdzlemlenen genin, seratonerjik
néronlardan ifade olarak hicre iletisiminin saglanmasinda islev gosteren
cAMP/PKA (Protein Kinaz A) yolaklarini aktiflestirdigi bilinmekte. ilgili gen ek
olarak, dopaminerjik noronlar aktive ederek koku hafiza merkezinin
uyariimasinda da gorev almaktadir (Aceves-Pina ve ark., 1983; Gailey, Hall ve
Siegel, 1985; Scheunemann ve ark., 2018). Koku duyusunun beslenme
davranisinin regulasyonunda dig uyaran olarak rol aldigi, ek olarak cCAMP sinyal
yolaginin beslenme regulasyonu Uzerinde etkileri oldugu g6z 6nune alindiginda
(Ravnskjaer, Madiraju ve Montminy, 2016) dnc geni, heyecan verici bir adaydir.
Saptanan bir diger gen olan Ino80 polikomb ve tritoraks grubu proteinlerle
etkilesen kromatin yeniden modelleme kompleksinin bir bileseninin kodlanmasini
saglamaktadir. Polikomb ve tritoraks grubu proteinler antagonistik etki ile
embriyonik gelisim surecinde Hox genlerinin ifadesini dizenleyen proteinlerdir
(Soshnikova, 2011). dnc geninin larval evreler arasi gegisi saglayan bir sterol
yapili hormon olan ekdizona badimli olarak homeotik genlerin ifadesinin
duzenlenmesini sagladigi bilinmekte oldugundan, gelisimsel olarak buyuk énem
tasidigi sdylenebilir (Neuman ve ark., 2014; Okamoto ve ark., 2018). Sinir sistemi
surecinde gorevli oldugu bilinen B9d1 geninin ise tektonik benzeri kompleksin bir
bileseninin kodladigi bilinmektedir. Tektonik benzeri kompleks sinek goziunde
fotoreseptdrlerdeki primer sillerin yapisini korumada gérevli bir protein grubu
olmakla birlikte aksiyon mekanizmasi tam olarak agiklanamamigstir (Reiter ve
Skarnes, 2006; Truong ve ark., 2023). Omurgasizlarda immun sistemde gorevli

olan hemositlerin Uretiminin ve noéral farklilagsmanin kontrolinde gérev alan bir
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cekirdek reseptori kodlayan dsf geninin, ayni zamanda eseysel davranis ve
esey-spesifik gelisimin  de dizenlenmesinde islev gostermekte oldugu
bilinmektedir. Mutant aleli bulunduran ergin erkek bireylerde bisekslel davranig
gozlenirken disilerde yumurtlamaya direnme davranisi gozlenmistir (Finley ve
ark., 1997; Duckhorn ve ark., 2022). Saptanan bir diger gen olan CG9095
kalsiyum bagimh hucre-hucre adezyonunun saglanmasina ek olarak
karbonhidrat baglanma aktivitesini sagladigi dusunulmekte (Tanji, Ohashi-
Kobayashi ve Natori, 2006). MSG verisi ile saptanmis son gen ve MSG ile MSG-
Kontrol fark verilerinde ortak oldugu belirtilen gen olan Gukh’un da, néroblast
hicrelerinin mitotik fazinda bélinmenin dogru gergeklesmesinde goérev alan i§
ipliklerinin oryantasyonunu saglayan bir proteini kodladigi bilinmektedir. Sinir
sisteminin gelisime ek olarak epitel doku polaritesinin de saglanmasinda gorevli

oldugu dusunulmektedir (Caria ve ark., 2018).

4.2.3.3. MSG-Kontrol Farki Grubu igin Saptanan Aday Genler

Her soy icin, MSG iceren ve igcermeyen besiyerlerinde elde edilen skor
ortlamalarinin farklarinin (MSG-Kontrol), kontrol besiyerinden elde edilen skora
bolinerek yuzde cinsine gevrilmesi ile elde edilen veri grubuyla gerceklestirilen
GWAS sonucunda saptanan aday varyantlar incelenmigtir. Varyantlarin isabet
ettikleri genler, varyantin fenotip tzerinde gosterdigi etki blyukltgu, genin aldigi
isabet sayisi ve genin lokasyonu Cizelge 4.9."da gdsterilmistir. Gen ontolojisi
analizi sonugclari incelendiginde fark verisi ile saptanan genlerin agirlikl olarak
gelisim, metabolik slregler ve hlcresel surecler ile iligkili olduklari gorulmatar.
Gen ontolojisi analizi sonuglari Cizelge 4.10.’de verilmistir. Fark grubu sonuglari
ile MSG grubu sonuglarinda ortak olarak bulunan gukh geninin degerlendirmesi

MSG grubu sonuglari ile yapildigindan burada bahsedilmemistir.
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Cizelge 4. 9. Yuzde cinsinden MSG-kontrol gruplari farki igin gergeklestiriien GWAS

sonucu saptanan aday genler (p<10-5), kromozomal lokasyonlari ve insan ortologlari

Gen Etki BuyUkligl  Isabet Sayisi Lokasyon
CLIP-190 -9.158 4 2L:17,384,700..17,409,698 [+]
MESR3 -7.625 1 2L:18,617,256..18,661,776 [+]
gukh -11.67 1 3R:18,984,025..19,022,436 [+]
bi -11.67 1 X:4,412,856..4,485,647 [+]
Npc2d -8.747 1 3R:10,055,356..10,056,083 [-]
dnrl 6.579 1 2R:22,563,152..22,592,964 [-]
trv -5.992 1 3R:28,026,615..28,090,740 [+]
CG31076 -11.24 1 3R:26,989,035..26,989,852 [-]
Cul4 -9.559 1 2R:8,102,260..8,106,318 [-]
udd -9.559 1 2R:8,106,385..8,107,373 [+]
CG1143 -11.07 1 3L:2,645,368..2,647,192 [+]
SPoCk -11.85 2 3L:22,749,444..22,787,631 [+]
CG9902 -11.77 1 X:16,542,124..16,547,520 [-]
CG14949 -11.76 1 3L:2,642,184..2,643,424 [-]

Cizelge 4. 10. MSG-Kontrol farki grubu icin saptanan aday genlerin iglevlerine gore
siniflandiriimalari

Aday Genlerin Aday Genlerin iligkili Olduklari Ontolojik Aday Genler Adet
iligkili Olduklari Karakterlerin Ozetleri
Sistemler
Metabolik Protein Ubikitinasyonu, Ubikitin Bagimli 6
suregler Protein Katabolizasyonu, Metabolik
Sirecin Dizenlenmesi, Protein dnrl, Cul4, udd,
Modifikasyonu, RNA Metabolizmasinin MESRS, trv, bi,
Dizenlenmesi, Biyosentez Sdreci,
Proteoliz, Katabolik Sireg, Nitrojen
Bilesenlerinin Metabolik Sureci
Gelisim Gelisimsel Pigmentasyon, Huacre Gukh, bi, Cul4, 6

Farklilasmasi, Gelisim Suireci, Anatomik
Yapi Morfogenezi, Hicre Gelisimi, Epitel
Doku Geligimi

CG31076, CLIP-190
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Cizelge 4. 11 MSG-Kontrol farki grubu igin saptanan genlerin insan ortologlari ve iligkili
olduklari hastaliklar

Gen insan ortologu iligkili Hastaliklar Guvenilirlik (5 Z skoru
Uzerinden)
rg NBEA Epilepsi 4 *
Otizm 3 5.1
dnc PDE4B Sizofreni 3 5.3
Bipolar bozukluk 3 4.6
Gl sistem hastaligi 2 3.8
Ino80 INO8O Mine ve dentin 2 3.4ve 3.3
curimeleri
B9d1 B9D1 Joubert sendromu 5 *
Meckel sendromu 5 *
Siliopati 4 6.2
CG14511 SLC35B4 Glikozilasyon 2 3.5
kongenital rahatsizligi
tip 1If
Dikarboksilik 2 34
aminoasiduria
Obezite 2 2.4
dsf NR2E1 Artirilimis S-konisi 3 4.3
sendromu
Beyin hastalig 2 3.8
CG9095 SELE Hipertansiyon 5 *
Ateroskleroz 4 6.9
Diyabet 4 6.2
Gl sistem hastaligi 3 5.8
CG15803 MPDZ Hidrosefali 3 5.0
Ventrikilomegali 2 4.0
zormin CCDC141 Kallmann sendromu 5 *
hipogonadizm 3 4.6
gukh NHS Katarakt 5 *

Sinir sisteminde aktin ve mikrottbdullerin interaksiyonunu koordine ettigi bilinen
CLIP-190 geninin Drosophila’da otizm modellemesinde kullanilabilecedi
disinilmektedir (Beaven ve ark., 2015; Marcogliese ve ark., 2022). insan
ortologu CLIP2’'nin de mutant alelleri bir gelisim bozuklugu olarak ortaya ¢ikan
Williams-Beuren Sendromu ile entelekttiel bozukluklar ile iligkilendirilmistir. Gen
ifadesinin dizenlenmesinde goérevli bir protein kodladigi bilinen MESR3’Un Rapl

genini baskilama iglevi gosterdigi bilinmektedir. Ras super ailesinden bir protein
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kodlayan Rapl, hlcre sinyallesmesinde, doku gelisimi ve blyumesinde islev
gOsterirken mutant alellerinin gelisimsel bozukluklara sebep oldugu bilinmektedir
(Marada, Truong ve Ogden, 2016). Pek ¢ok suregte ayni anda gorev aldigi bilinen
bi geninin, hucre ¢ogalmasi, yasayabilirligi ve gogunun kontrolinde gorev alan
bir T-box transkripsiyon faktori kodladigi ve beyin gelisiminde islevsel oldugu
bilinmektedir (Pflugfelder ve ark., 1992). Saptanan genlerden ilgi c¢ekici
olanlardan biri geligsimin farkl evrelerinde ve organizmanin farkli bolgelerinde
ifade oldugu bilinen Npc2 gen grubundan Npc2d genidir. Larval tukurik
bezlerinde ifade edildigdi bilinen Npc2d’'nin hiicrede sterol baglanma ve tasinmasi
surecglerine dahil olarak kolesterol homeostazisinin saglanmasinda iglev
g6sterdigi bilinmektedir (Farese Jr ve Herz, 1998). insan ortologunun hiicrelerde
kolesterol birikmesi ile ortaya ¢ikan ve motor hareketlerin olusumunu saglayan
sinyal yolaklarinda gorev alan serebellar purkinje noronlarinin dejenerasyonu ile
tanimlanan Niemann-Pick hastalidi ile iliskilendirildigi bilinmekte (Huang ve ark.,
2007). Metabolik sureclerde goérev aldigi bilinen dnrl geni, apoptoz ve
enflamasyonun meydana gelmesinde gorevli olan kaspazlar ile etkileserek dogal
badisiklik ve ndéroenflamasyon olusumuna baskilayici bir rolde oldugu
bilinmektedir. Drosophila’da mutantlari dmur kisalgi ve néropatolojik fenotipler
gosterirken insan ortologu olan MYLIP’in ise lipid metabolizmasi bozuklugu,
koroner arter bozukluk ve diyabet ve obezite ile iliskilendirme g¢aligsmalarinin
surmekte oldugu bilinmekte (Guntermann, Primrose ve Foley, 2009; Cao ve ark.,
2013). Gelisim ve metabolik streglerde goérev aldigi bilinen Cul4 geninin
arinundn, hdcre bliyumesi ve bolinmesi, transkripsiyon ve genom tamiri gibi
cesitli htcresel slreclerde kullanilan proteinlerin pargalanmasinda goérev alan
ubikitin ligaz kompleksine dahil oldugu bilinmekte. Proteolizde aldigi gorev
dogrultusunda protein metabolizmasinin regulasyonunda da islevsel oldugu gibi,
hicre déngusinin regulasyonunun saglanmasinda da énemli bir gendir (Lin ve
ark., 2009). Cul4 geninin insan ortologu Cul4A, hucre dongusunun dizenlenmesi
uzerindeki gorevi ile uyumlu olacak sekilde mutasyonlarinda DNA hasarinin tamir
mekanizmasinin bozulmasi kaynakli ciltte olusan pigmentasyon degisiklikleri
semptomlarini gosteren zeroderma pigmentozum hastalig ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Kodladigi kalsiyum ATPaz vasitasi ile hicresel kalsiyum
homeostazisini saglamada islev gosterdigi bilinen SPoCk geni, islevi dolayisi ile

hiacre sinyallesmesinde oOnemli bir role sahiptir (Southall ve ark., 2006).
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Bahsedilen genlere ek olarak, islevleri bilinmeyen CG1143, CG14949, CG9902
ve CG31076 genleri ve hakkinda alternatif RNA kirpilmasini (Splicing) regule
ediyor olmasi disinda bilgi bulunmayan trv geni de GWAS sonucunda

saptanmigtir.

4.2.4. Genel Degerlendirme ve ileri Calismalar

Yapilan 3 farkli GWAS sonucunda saptanan genlerin insan ortologlari saptanmis,
ortologlarin iliskili olduklari hastaliklar her grup icin Cizelge 4.5. 4.8. ve 4.11.'de
verilmigtir. Saptanan hastaliklar, daha dnce yapilan ¢alismalar ile ilgili genlerle
iliskilendirilmis veya iligkilendiriime calismalari siren hastaliklardir. Tezin ilgi
odaginda bulunan beslenme ile iligkili hastaliklardan diyabet ve obeziteye ek
olarak sindirim sistemi rahatsizliklari ve diger sistemsel hastaliklardan Mendel tipi
kalitima sahip hastaliklarin da saptanan genlerle iligkili oldugu bulunmustur.
GWAS sonucunda saptanan genlerden 9’u 6nceki galismalarla obezite, diyabet,
Gl sistem rahatsizliklari ve metabolik rahatsizliklarla iligskilendirilmigtir.
iliskilendiriimis hastaliklar icerisinde hiperglisemi, karboksilik aminoasidiiri,
pankreas hastaligi, lipid metabolizmasi bozuklugu bulunmaktadir. Bahsi gecgen
hastaliklarin bazilarinin daha dnceden iligkilendirilmis oldugu genler beslenme
davranisiyla henuz iligkilendiriimemistir. Bu durum, daha dnce beslenme yolaklari
ile iliskilendiriimemis genlerin validasyon calismasi sonrasi iligkilerinin
bulunabilecegi ihtimalini arttirmaktadir. Beslenme ve ilgili hastaliklara ek olarak,
saptanan genlerin, 6grenme gugclukleri, gelisim bozukluklari, ndérodejeneratif
rahatsizliklar ile de iligkili olduklari gérilmistr. iigili genlerin Grlnlerinin, tezin ilgi
odagi yolaklardaki etkisi bilinmemekle beraber, yanls pozitif olup olmadiklari yine
tez calismasini takiben gercgeklestirilecek olan validasyon c¢alismalari ile

dogrulanmalarinin ardindan literature kazandirilacaktir.

Bu tez calismasi ile, ¢ikis noktasi olan konunun literatlr arastirmasi detayli ve
etik kurallar dahilinde gergeklestirilmis, ilgili sorunun cevaplarini bulmaya yonelik
bilimsel arastirma yontemlerine uygun bir deney tasarimi gelistiriimis, deney

gruplari belirlenmis, deneyler ve veri analizleri gergeklestiriimis ve hedeflenen
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genom capli iligkilendirme analizler (GWAS) yapilmistir. Elde edilen GWAS
sonuglarinin, ilgili genler, genlerin fonksiyonlari, insan ortologlari ve bu
ortologlarin iligkili oldugu belirlenen hastaliklar Gzerinden incelemesi yapilmistir.
Tez calismasi ile, onerildigi Uzere yapilmasi planlanan basamaklarin tamami

basaril bir sekilde gergeklesmistir.

Bu tez galismasinda, D. melanogasterde monosodyum glutamat etkisi altinda
larval beslenme davranigi detayh sekilde incelenmis ve bu davranigi etkileyen
genler, sayisallastirilan veriler Uzerinden gergeklestiriien genom boylu
iliskilendirme analizi ile belirlenmistir. Saptanan ve incelenen varyantlarin fenotip
uzerindeki etkileri literatire kazandirilmadan once validasyon c¢aligsmalar ile
dogrulanmaya muhtagtir. Genotip-fenotip iliskilendirme ¢alismalarinin validasyon
basamagi, saptanan aday genlerin fenotip ile iligskilendirilmesinin nihai sonucunu
elde etmek amaciyla kaginilmazdir. Validasyon ¢aligmalarini gergeklestirmek igin
ilgili genlerin manipulasyonu saglanir. Bu manipulasyonlar, polimorfizm
seviyesinde veya gen seviyesinde olabilmektedir. Gen seviyesinde
gerceklestirilen degisiklikler, transpozon veya RNA interferans kullanilarak genin
tamamen susturulmasina, genin fonksiyonel bir Grindnl Gretemeyen soylarin
elde edilmesine dayanir (Rubin ve Spradling, 1982; Ryder ve Russell, 2003; Kavi
ve ark., 2005). Mutant soylar ve bu soylarin Uretildigi kontrol soylari, validasyon
asamasinda kullanilmasi kararlastirilan fenotipler agisindan incelenir, elde edilen
sayisal veriler istatistiksel olarak karsilastirilarak sonucun anlamhligi incelenir.
Gen seviyesinde gerceklestirilen manipulasyonlarda, gen tamamen susturulmus
veya ifadesi ¢gok azaltilmis olur. Bu durum, genin fenotipe olan etkisini incelemede
kullanigh olsa da, GWAS ile saptanmis olan spesifik polimorfizmin sebep oldugu
degisikligi gen Uzerinde taklit etmeye yakin dedildir. Polimorfizm seviyesinde
manipulasyonlar ise, GWAS’ta anlamli oldugu saptanan polimorfizmleri birebir
taklit ederek ayni degisikligin genomda bulunmasini saglar. Bu, CRISPR ile veya
Drosophila’da ilgili polimorfizmi genomunda bulunduran bireylerin ¢aprazlanmasi
ile genom dizisi randomize edilmis fakat ilgili polimorfizmi homozigot olarak
tasiyan outbred soylarin olusturulmasina dayanan round-robin yontemi ile
saglanabilir. Bu yontemde ilgili polimorfizmi direkt olarak barindiran, dolayisi ile

polimorfizmin genin Urinune olan yansimasini dogrudan taklit eden bir protein,

62



organizma tarafindan kodlanir (Huang ve ark., 2012; Baker ve ark., 2021) ve ilgili
proteinin, iliskili olmaya aday oldugu yolaktaki fonksiyonunun anlasiimasinda
¢Ozunarligu arttirir. Bu yontemler ile elde edilen soylar da, ilgili polimorfizmi
tasiyan ve tasimayan soylarin fenotipik olarak karsilastirilmasi ile validasyon

calismalarinda kullanilir.

Tez caligmasi kapsaminda larval evrede incelenen beslenme davranigi iligkili
olmaya aday olarak saptanmig olan genler, ileri calisma ile validasyon
asamasinda kullanilacaktir. Validasyon asamasi, karar verilen sekilde genetik
manipulasyonu gergeklesmis soylar ve onlarin kontrol soylari ile, birkag
basamakta gerceklestirilebilir. ilk dnce ilgili soylar deneyde kullanilan yéntemin
aynisi ile, katt MSG’li ve kontrol besiyerlerinde Gglncu evre larvalarin beslenme
performanslari Uzerinden incelenecektir. Buna ek olarak, incelenen fenotip
kapsaminda, kronik olarak MSG ile ve kontrol besiyeri ile beslenmis olan
bireylerin beden kutleleri ve total karbonhidrat igerigi ve total lipid igerigi agisindan
spektrofotometrik ~ yontemler ile  degerlendiriimeleri,  ilgili ~ genlerin
validasyonlarinda kullanilabilecek yontemlerdir. Validasyon ¢calismasi sonucunda
dogrulamasi gergeklesen genler, beslenme davranigi ile iligkili oldugu istatistiksel

olarak belirlenmis olarak literatlire kazandirilacaktir.
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EKLER

EK 1 — Elde edilen verilerin tanimsal istatistikleri

Ek 1.1 - Kontrol gurubu verilerinin tanimsal istatistikleri

DGRP Standart Orneklem Standart Giiven
Soyu Ortalama  Sapma (%) Biiyukliigi Hata () Araligi (1)
31 16.60 4.43 20 0.99 2.07
32 12.85 3.15 20 0.70 1.47
40 16.95 2.77 21 0.60 1.26
45 15.96 2.75 23 0.57 1.19
48 15.15 291 20 0.65 1.36
57 13.58 3.93 24 0.80 1.66
73 13.76 2.83 21 0.62 1.29
85 13.00 4.30 14 1.15 2.48
93 9.75 1.68 20 0.38 0.79
100 13.42 3.02 19 0.69 1.46
101 14.19 3.34 21 0.73 1.52
105 18.58 3.01 19 0.69 1.45
129 13.23 3.24 22 0.69 1.43
136 8.89 2.40 19 0.55 1.16
138 14.18 3.19 17 0.77 1.64
142 12.83 3.75 18 0.88 1.86
149 11.23 1.80 22 0.38 0.80
158 14.70 3.05 20 0.68 1.43
161 10.71 2.44 17 0.59 1.26
176 10.59 1.99 22 0.42 0.88
177 9.74 2.64 19 0.61 1.27
195 8.17 1.53 23 0.32 0.66
217 9.78 2.41 18 0.57 1.20
227 12.55 2.93 20 0.65 1.37
235 25.09 3.94 11 1.19 2.64
237 9.95 2.54 21 0.55 1.16
239 13.68 3.15 19 0.72 1.52
256 10.57 1.60 21 0.35 0.73
280 13.47 2.74 19 0.63 1.32
287 14.86 2.33 21 0.51 1.06
301 15.26 1.79 19 0.41 0.86
303 11.90 2.34 20 0.52 1.09
304 14.42 3.55 19 0.81 1.71
306 10.17 2.30 24 0.47 0.97
307 16.80 4.20 20 0.94 1.97
309 14.56 2.73 16 0.68 1.46
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DGRP Standart Orneklem Standart Giiven

Soyu Ortalama  Sapma (&) Buyuklagii Hata () Araligi (1)
310 17.84 2.65 19 0.61 1.28
317 16.26 2.42 19 0.56 1.17
318 11.10 1.30 21 0.28 0.59
319 16.61 2.95 18 0.70 1.47
321 12.63 2.65 19 0.61 1.28
332 12.06 1.89 18 0.45 0.94
335 11.69 3.18 16 0.79 1.69
336 14.23 2.41 22 0.51 1.07
338 19.16 2.67 19 0.61 1.29
350 13.60 2.44 20 0.54 1.14
352 16.00 3.08 21 0.67 1.40
354 14.70 3.01 20 0.67 1.41
356 13.26 2.26 23 0.47 0.98
358 14.62 2.64 21 0.58 1.20
359 13.39 2.30 18 0.54 1.15
361 18.53 3.68 17 0.89 1.89
370 10.05 2.01 19 0.46 0.97
373 14.35 1.50 20 0.33 0.70
381 17.68 3.23 22 0.69 1.43
392 16.63 3.45 19 0.79 1.66
397 20.68 3.17 22 0.68 1.40
399 11.45 1.67 20 0.37 0.78
405 12.20 3.37 20 0.75 1.58
406 14.57 2.73 21 0.60 1.24
426 15.59 2.38 22 0.51 1.06
437 14.60 3.14 20 0.70 1.47
440 12.30 3.15 23 0.66 1.36
441 10.50 2.52 20 0.56 1.18
443 7.33 1.71 21 0.37 0.78
486 12.74 2.21 19 0.51 1.06
492 11.50 2.28 18 0.54 1.13
502 8.90 1.95 21 0.42 0.89
505 17.12 3.16 17 0.77 1.62
509 11.11 2.00 18 0.47 0.99
528 10.37 2.63 19 0.60 1.27
531 16.29 3.36 21 0.73 1.53
551 17.78 2.10 18 0.50 1.05
555 14.15 2.03 20 0.45 0.95
559 14.55 1.32 20 0.29 0.62
563 7.33 1.71 21 0.37 0.78
566 15.36 2.30 22 0.49 1.02
584 16.64 2.22 22 0.47 0.98
595 12.82 2.52 22 0.54 1.12
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DGRP Standart Orneklem Standart Giiven

Soyu Ortalama  Sapma (%) Buyuklagii Hata () Araligi (1)
596 10.10 1.33 20 0.30 0.62
630 12.90 2.71 20 0.61 1.27
634 7.77 2.31 22 0.49 1.02
646 12.42 2.41 19 0.55 1.16
707 7.86 1.83 22 0.39 0.81
712 13.80 2.50 20 0.56 1.17
716 13.40 2.52 20 0.56 1.18
721 13.25 1.71 20 0.38 0.80
727 9.45 2.06 20 0.46 0.97
730 12.00 2.36 20 0.53 1.11
732 16.63 2.41 19 0.55 1.16
737 13.37 2.77 19 0.64 1.34
738 13.58 2.55 19 0.58 1.23
748 10.00 2.61 21 0.57 1.19
757 13.65 2.30 20 0.51 1.08
761 12.38 2.48 21 0.54 1.13
774 8.63 1.30 19 0.30 0.63
776 12.45 2.67 20 0.60 1.25
787 17.77 2.52 22 0.54 1.12
796 17.70 3.01 20 0.67 1.41
801 15.21 3.49 24 0.71 1.47
802 16.00 2.63 21 0.57 1.20
805 17.05 2.77 22 0.59 1.23
808 16.12 2.34 17 0.57 1.20
810 23.64 2.46 11 0.74 1.65
819 21.89 2.68 18 0.63 1.33
821 20.37 3.47 19 0.80 1.67
822 13.57 1.63 21 0.36 0.74
843 13.63 2.24 19 0.51 1.08
850 10.59 2.84 22 0.61 1.26
853 16.52 2.89 21 0.63 1.32
855 12.81 1.91 21 0.42 0.87
857 16.00 3.48 15 0.90 1.93
859 18.53 3.19 19 0.73 1.54
879 12.63 2.63 19 0.60 1.27
884 18.82 2.08 22 0.44 0.92
892 12.81 2.62 21 0.57 1.19
894 19.82 3.71 17 0.90 1.91
897 21.26 2.82 23 0.59 1.22
900 12.72 1.90 18 0.45 0.95
907 13.95 3.49 20 0.78 1.63
913 20.00 3.14 17 0.76 1.62

82



Ek 1.2- MSG Grubu Verilerinin Tanimsal istatistikleri

DGRP Standart Orneklem Standart Giiven
Soyu Ortalama  Sapma (&) Biiyiikligi Hata ()  Arahg (%)
31 14.94 2.98 16 0.74 1.59
32 14.62 2.60 21 0.57 1.18
40 19.61 2.28 18 0.54 1.13
45 16.14 2.96 22 0.63 1.31
48 15.30 3.23 20 0.72 1.51
57 14.72 3.12 18 0.74 1.55
73 14.76 2.76 21 0.60 1.25
85 12.74 3.28 19 0.75 1.58
93 10.23 2.79 22 0.60 1.24
100 14.32 2.54 19 0.58 1.22
101 14.38 2.09 21 0.46 0.95
105 18.37 2.09 19 0.48 1.01
129 16.54 2.96 24 0.60 1.25
136 10.10 2.22 20 0.50 1.04
138 13.33 3.11 15 0.80 1.72
142 16.78 3.77 18 0.89 1.87
149 14.89 2.18 19 0.50 1.05
158 16.85 2.94 20 0.66 1.38
161 11.11 2.54 19 0.58 1.22
176 14.63 3.39 19 0.78 1.63
177 12.89 3.46 19 0.79 1.67
195 8.95 1.94 21 0.42 0.88
217 14.31 2.47 16 0.62 1.32
227 13.86 2.75 22 0.59 1.22
235 27.64 2.58 11 0.78 1.73
237 13.33 2.82 21 0.61 1.28
239 16.06 3.44 18 0.81 1.71
256 12.79 1.58 19 0.36 0.76
280 15.21 2.90 19 0.66 1.40
287 18.62 2.48 21 0.54 1.13
301 15.37 2.73 19 0.63 1.32
303 12.82 1.53 22 0.33 0.68
304 17.25 3.70 20 0.83 1.73
306 11.95 2.21 20 0.49 1.04
307 19.26 3.66 19 0.84 1.77
309 13.61 3.26 18 0.77 1.62
310 18.50 3.53 20 0.79 1.65
313 12.15 1.87 20 0.42 0.88
317 16.29 3.06 17 0.74 1.57
318 13.52 2.99 21 0.65 1.36
319 21.29 2.31 17 0.56 1.19
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DGRP Standart Orneklem Standart Giiven

Soyu Ortalama  Sapma (&) Buyuklugi Hata ()  Arahg (%)
321 14.28 2.63 18 0.62 1.31
332 15.38 2.40 21 0.52 1.09
336 17.55 2.52 22 0.54 1.12
338 25.17 3.79 12 1.09 2.41
350 15.67 3.22 18 0.76 1.60
352 15.86 2.52 21 0.55 1.15
354 16.45 1.99 20 0.44 0.93
356 15.60 2.01 20 0.45 0.94
358 17.65 2.58 20 0.58 1.21
359 15.47 2.67 15 0.69 1.48
361 18.56 4.60 18 1.09 2.29
370 10.21 2.37 19 0.54 1.14
373 17.76 2.68 21 0.59 1.22
381 20.30 2.66 20 0.59 1.24
392 18.38 3.48 16 0.87 1.85
397 20.74 2.90 19 0.67 1.40
399 10.65 1.73 20 0.39 0.81
405 13.75 2.15 20 0.48 1.01
406 15.32 2.25 22 0.48 1.00
426 19.35 2.30 20 0.51 1.08
437 16.26 2.26 19 0.52 1.09
440 13.47 1.90 19 0.44 0.91
441 9.85 3.07 20 0.69 1.43
443 10.29 2.35 21 0.51 1.07
486 12.40 2.11 20 0.47 0.99
492 14.63 2.17 19 0.50 1.04
502 14.43 2.60 21 0.57 1.18
505 17.92 2.47 13 0.68 1.49
509 12.39 2.20 18 0.52 1.09
528 12.62 2.20 21 0.48 1.00
531 16.17 1.98 18 0.47 0.98
551 17.71 2.47 17 0.60 1.27
555 15.05 1.86 21 0.41 0.85
559 16.86 2.78 22 0.59 1.23
563 10.24 2.90 21 0.63 1.32
566 15.84 2.24 19 0.51 1.08
584 17.35 1.66 20 0.37 0.78
595 12.70 2.74 23 0.57 1.18
596 11.23 1.30 13 0.36 0.79
630 17.15 2.67 13 0.74 1.61
634 9.67 2.61 21 0.57 1.19
646 14.65 2.13 20 0.48 1.00
707 12.21 2.51 19 0.58 1.21
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DGRP Standart Orneklem Standart Giiven

Soyu Ortalama  Sapma (&) Buyuklagi Hata ()  Arahg (%)
716 14.61 2.23 18 0.52 1.11
721 14.81 2.46 21 0.54 1.12
727 12.63 2.81 19 0.65 1.36
732 20.19 2.98 21 0.65 1.36
737 16.05 2.46 20 0.55 1.15
738 16.85 3.17 20 0.71 1.48
748 13.89 2.68 18 0.63 1.33
757 13.74 3.26 19 0.75 1.57
761 12.45 2.22 22 0.47 0.98
774 8.50 1.92 22 0.41 0.85
776 14.70 2.46 23 0.51 1.06
787 19.29 1.65 21 0.36 0.75
796 19.89 3.05 19 0.70 1.47
801 16.48 2.98 23 0.62 1.29
802 19.74 4.14 23 0.86 1.79
805 17.06 2.71 18 0.64 1.35
808 19.86 3.46 14 0.92 2.00
810 22.12 3.37 17 0.82 1.73
819 25.85 3.13 13 0.87 1.89
821 21.68 3.89 19 0.89 1.87
822 16.67 2.40 18 0.57 1.19
843 16.05 2.59 19 0.59 1.25
850 9.61 1.42 18 0.33 0.71
853 20.12 2.98 17 0.72 1.53
855 16.57 2.60 21 0.57 1.18
857 17.62 2.78 21 0.61 1.27
859 18.00 3.64 20 0.81 1.70
879 18.47 3.06 19 0.70 1.48
884 22.11 4.01 19 0.92 1.93
892 14.76 3.05 17 0.74 1.57
894 21.42 3.17 19 0.73 1.53
897 17.62 2.16 21 0.47 0.98
900 17.11 2.97 18 0.70 1.48
907 13.94 3.32 18 0.78 1.65
913 24.37 3.68 19 0.85 1.78
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EK 2 — Her grup icin GWAS girdisi olarak kullanilan veriler

DGRP MSG Grubu Kontrol Grubu Yiizde Cinsinden

Soyu Ortalama Ortalama MSG-Kontrol Farki
31 14.94 16.60 -10.02
32 14.62 12.85 13.77
40 19.61 16.95 15.68
45 16.14 15.96 1.13
48 15.30 15.15 0.99
57 14.72 13.58 8.38
73 14.76 13.76 7.27
85 12.74 13.00 -2.02
93 10.23 9.75 4.90
100 14.32 13.42 6.67
101 14.38 14.19 1.34
105 18.37 18.58 -1.13
129 16.54 13.23 25.06
136 10.10 8.89 13.55
138 13.33 14.18 -5.95
142 16.78 12.83 30.74
149 14.89 11.23 32.67
158 16.85 14.70 14.63
161 11.11 10.71 3.73
176 14.63 10.59 38.15
177 12.89 9.74 32.43
195 8.95 8.17 9.52
217 14.31 9.78 46.38
227 13.86 12.55 10.47
235 27.64 25.09 10.14
237 13.33 9.95 33.97
239 16.06 13.68 17.33
256 12.79 10.57 20.98
280 15.21 13.47 12.89
287 18.62 14.86 25.32
301 15.37 15.26 0.69
303 12.82 11.90 7.72
304 17.25 14.42 19.62
306 11.95 10.17 17.54
307 19.26 16.80 14.66
309 13.61 14.56 -6.53
310 18.50 17.84 3.69
313 12.15 11.90 2.06
317 16.29 16.26 0.19
318 13.52 11.10 21.89
319 21.29 16.61 28.19
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DGRP MSG Grubu Kontrol Grubu Yiizde Cinsinden

Soyu Ortalama Ortalama MSG-Kontrol Farki
321 14.28 12.63 13.03
332 15.38 12.06 27.58
336 17.55 14.23 23.32
338 25.17 19.16 31.36
350 15.67 13.60 15.20
352 15.86 16.00 -0.89
354 16.45 14.70 11.90
356 15.60 13.26 17.64
358 17.65 14.62 20.73
359 15.47 13.39 15.52
361 18.56 18.53 0.14
370 10.21 10.05 1.57
373 17.76 14.35 23.78
381 20.30 17.68 14.81
392 18.38 16.63 10.48
397 20.74 20.68 0.27
399 10.65 11.45 -6.99
405 13.75 12.20 12.70
406 15.32 14.57 5.12
426 19.35 15.59 24.11
437 16.26 14.60 11.39
440 13.47 12.30 9.50
441 9.85 10.50 -6.19
443 10.29 7.33 40.26
486 12.40 12.74 -2.64
492 14.63 11.50 27.23
502 14.43 8.90 62.03
505 17.92 17.12 4.71
509 12.39 11.11 11.50
528 12.62 10.37 21.71
531 16.17 16.29 -0.73
551 17.71 17.78 -0.40
555 15.05 14.15 6.34
559 16.86 14.55 15.90
563 10.24 7.33 39.61
566 15.84 15.36 3.11
584 17.35 16.64 4.29
595 12.70 12.82 -0.96
596 11.23 10.10 11.20
630 17.15 12.90 32.98
634 9.67 7.77 24.37
646 14.65 12.42 17.94
707 12.21 7.86 55.28
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DGRP MSG Grubu Kontrol Grubu Yiizde Cinsinden

Soyu Ortalama Ortalama MSG-Kontrol Farki
712 18.17 13.80 31.70
716 14.61 13.40 9.04
721 14.81 13.25 11.77
727 12.63 9.45 33.67
732 20.19 16.63 21.40
737 16.05 13.37 20.06
738 16.85 13.58 24.09
748 13.89 10.00 38.89
757 13.74 13.65 0.64
761 12.45 12.38 0.59
774 8.50 8.63 -1.52
776 14.70 12.45 18.04
787 19.29 17.77 8.51
796 19.89 17.70 12.40
801 16.48 15.21 8.35
802 19.74 16.00 23.37
805 17.06 17.05 0.06
808 19.86 16.12 23.20
810 22.12 23.64 -6.43
819 25.85 21.89 18.08
821 21.68 20.37 6.46
822 16.67 13.57 22.81
843 16.05 13.63 17.76
850 9.61 10.59 -9.25
853 20.12 16.52 21.75
855 16.57 12.81 29.37
857 17.62 16.00 10.12
859 18.00 18.53 -2.84
879 18.47 12.63 46.25
884 22.11 18.82 17.47
892 14.76 12.81 15.26
894 21.42 19.82 8.06
897 17.62 21.26 -17.13
900 17.11 12.72 34.50
907 13.94 13.95 -0.04
913 24.37 20.00 21.84

88



EK 3 - GWAS Sonucunda Saptanan Varyantlarin Baglanti Dengesizligini

Gosteren Grafikler

Ek 3.1 — Kontrol grubu verisi ile gergeklestiriien GWAS sonucunda saptanan

varyantlarin baglanti dengesizligini gosteren grafik

Ek 3.2 — MSG Grubu verisi ile gergeklestiriien GWAS sonucunda saptanan

varyantlarin baglanti dengesizligini gosteren grafik
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Ek 3.3 — MSG - kontrol farki verisi ile gergeklestiriien GWAS sonucunda

saptanan varyantlarin baglanti dengesizligini gésteren grafik
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EK 4. GWAS calismalari sonucu saptanan varyantlarin kromozomlara dagilimini

gOsteren grafikler

Ek 4.1 — Kontrol grubu verisi ile gergeklestiriien GWAS sonucunda saptanan

varyantlarin kromozomlara dagilimini gosteren grafik
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Ek 4.2 — MSG grubu verisi ile gerceklestirien GWAS sonucunda saptanan

varyantlarin kromozomlara dagilimini gosteren grafik

-log,(p degeri)

Ek 4.3 — MSG-kontrol farki verisi ile gergeklestirilen GWAS sonucunda

saptanan varyantlarin kromozomlara dagilimini gosteren grafik
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