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Oz

Enzimler sik kullanilan ilag hedefleridir. Karbonik anhidraz enzimleri (KA) sik kullanilan ila¢ hedeflerinden
biridir. Karbonik anhidrazlar CO’nin hidrasyonu veya bikarbonatin dehidrasyon reaksiyonlarini tersinir olarak
katalizlenmesini saglarlar. Aday ilag hammaddelerinin olas1 teratojenik etkisinin arastirilmasi 6nemlidir. Bu
calismada insan karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerini inhibe ettigi daha 6nce tespit edilmis olan, dolayisiyla
ilag ham maddesi olarak kullanilabilme potansiyeli olan iki maddenin, Drosophila’nin bazi gelisimsel 6zelliklerine
etkisi  arastinilmistir.  {lk  aday olan 6B  (4-(((1,3-dimetil-2,4,6-trioksotetrahidropyrimidin-5(2H)-
iliden)methil)amino)benzensiilfonamit) ve ikinci aday olan 2E (4-(((1,3-dimetil-2,4,6-trioksotetrahidropyrimidin-
5(2H)-iliden)methil)amino)benzensiilfonamit) molekiillerinin, Drosophila melanogaster’in F1 ve F, neslinde ergin
birey sayis1 ve fenotipik 6zelliklerine etkisi arastirilmigtir. Drosophila toksisite ¢alismalarinda sik kullanilan bir
deney organizmasidir. Uygulama konsantrasyonlarinda K degerleri baz alinmustir. Ki degeri o molekiiliin toksik
inhibisyon degeridir. K; degerleri baz alinarak ii¢ farkli konsantrasyonda 6B molekiilii (0,85ul, 1,706 ul ve 3,4 ul)
ve 2E molekiilii (2,6 pl, 5,2 pl ve 10,4 pl) hazir besiyerine ilave edilerek beslenme yoluyla uygulanmistir.
Uygulama ergin bireylere yapilmis ve sonraki iki nesil incelenmistir. Bunun i¢in her iki nesilde birey sayisi, birey
fenotipi, gelisimsel ozellikler; cinsiyet géz Oniinde bulundurularak incelenmistir. Madde uygulamasi yapilan
bireylerden Fi nesli elde edilmis ve incelenmistir. Bu bireyler daha sonra normal besiyerine (madde igermeyen
besi yeri) baglangi¢ konsantrasyonuna bagli olarak aktarilmis ve F, nesli elde edilerek bu nesil de incelenmistir.
Genellikle arastirmalarda uygulamadan sonraki ilk nesil incelenir. Ikinci nesilin de incelenmesi arastirmanin zgiin
yanidir. 6B molekiilii F1 ve F, neslinde ergin birey sayisini arttirmistir. Ayrica anormal fenotipli birey oranini her
iki nesilde diisiirmiistiir. Molekiiliin hem ergin birey sayisini arttirmast hem de anormal birey sayisimi her iki
nesilde diigiirmesi oldukg¢a olumlu bir sonugtur. 2E molekiilii ise her iki nesilde hem ergin birey sayisini diiglirmiis
hem de anormal birey oranim arttirmigtir. Bu verilere gore, 6B molekiiliiniin ilag olarak kullanilma potansiyelinin
yiiksek, 2E molekiiliiniin ise diisiik oldugu ifade edilebilir. 6B molekiiliiniin her iki nesilde gozlenen pozitif etkisi
nedeniyle ilag hammaddesi olma potansiyeli disinda, besicilik ve biyolojik kontrol i¢in iiretilecek bdceklerde
fertiliteyi arttirici ajan olarak kullanilma potansiyelinin arastirilmasi faydali olabilir.

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, toksik etki, karbonik anhidraz inhibitérleri, gelisimsel 6zellikler.

TWO NEWLY SYNTHESIZED SULFONAMIDE COMPOUNDS
TERATOGENIC EVALUATION in Drosophila melanogaster

Extended Abstract

Enzymes are common drug targets. Carbonic anhydrase enzymes (CA) are one of the frequently used drug targets.
Carbonic anhydrases reversibly catalyze the hydration of CO2 or the dehydration of bicarbonate. It is important to
investigate the possible teratogenic effects of candidate drug raw materials. In this study, the effects of two
substances, which were previously determined to inhibit human carbonic anhydrase | and Il isoenzymes, and
therefore have the potential to be used as raw materials, on some developmental characteristics of Drosophila has
been investigated. The effects of the first candidate 6B (4-(((1,3-dimetil-2,4,6-trioksotetrahidropyrimidin-5(2H)-
iliden)methil)amino)benzensiilfonamit) and  the  second candidate 2E  (4-(((1,3-dimetil-2,4,6-
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trioksotetrahidropyrimidin-5(2H)-iliden)methil)amino)benzensiilfonamit) on the adult number and phenotypic
characteristics of Drosophila melanogaster in the F1 and F, generations has been investigated. Drosophila is an
experimental organism frequently used in toxicity studies. Application concentrations has been based on K; values.
The Ki value is the toxic inhibition value of these molecules. Based on the K values, three different concentrations
of 6B molecules (0.85ul, 1.706 pl and 3.4 pl) and 2E molecules (2.6 pl, 5.2 ul and 10.4 pl) has been added to the
prepared medium and applied by feeding. The application has been made to adults and the next two generations
has been examined. For this purpose, the number of individuals, individual phenotype, developmental
characteristics has been analyzed according to gender in both generations. F; generation has been obtained from
the individuals who were administered substance and examined. These individuals have been transferred to normal
medium (medium-free medium) depending on the initial concentration and the F, generation has been obtained
and this generation has been also examined. Generally, the first generation after application is studied in research.
Examining the second generation is the original aspect of the research. The 6B molecule increased the number of
adults in the F1 and F, generations. It also reduced the rate of individuals with abnormal phenotype in both
generations. It is a very positive result that the molecule both increases the number of mature individuals and
decreases the number of abnormal individuals in both generations. The 2E molecule both decreased the number of
adults and increased the rate of abnormal individuals in both generations. According to these data, it can be stated
that the 6B molecule has a high potential to be used as a drug, while the 2E molecule has a low potential. Due to
the positive effect of the 6B molecule observed in both generations, it may be useful to investigate its potential to
be used as a fertility-enhancing agent in insects to be produced for livestock and biological control, apart from its
potential as a drug raw material.

Key Words: Drosophila melanogaster, toxic effect, carbonic anhydrase inhibitors, developmental features.
1. Girig

En onemli ila¢ hedefleri enzimlerdir. Enzimler bilinen ila¢ hedeflerinin yaklasik %40’ teskil etmektedir
(Imming vd., 2006; Sen, vd., 2017). Karbonik anhidraz izoenzimleri insan viicudunda hem fizyolojik hem patolojik
stireclerde 6nemli rol oynamalar1 nedeniyle ilag tasariminda oldukga dikkat ¢ekici olmuslardir (Geldeard, 2009).

1933 yilinda ilk kez memeli eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidrazin (KA) temel fizyolojik fonksiyonu,
CO2’nin hidrasyonu veya bikarbonatin dehidrasyon reaksiyonlarini tersinir olarak katalizlenmesini saglamaktir
(Badger ve Price, 1994; Supuran, 2018; Irende, 2019). Bu reaksiyon ile beraber bir¢ok fizyolojik ve patolojik
olayda rol oynayan KA’m en &nemli fonksiyonu ise, doku kilcal damarlarinda, metabolizma {iriinii olan
karbondioksitin (CO,), karbonik asite (H,COs), akciger pulmoner kapilerde ise H.COs’in COz’e dontismesi
reaksiyonunu katalizlemesidir. Bununla beraber pH homeostazisi, kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, timor
olusumu, idrar asidifikasyonu, ve daha bir¢ok biyosentez reaksiyonunda gérev almaktadir (Pastarekova vd., 2004).
KA dogada bulunan en aktif enzimlerden biridir. KA tiim viicutta yaygin olarak bulunan ve fizyolojik dneme sahip
bir grup enzimdir. Insanda KA’ 14 izoenzimi oldugu gésterilmistir. H,CO3 olusumunu ve degradasyonunu
10.000 ila 100.000 kez aktive eder. Sadece memelilerde degil diger hayvan ve bitkilerde de bulunur. Insanda basta
kan olmak {iizere, beyin, akciger, mide, pankreas, karaciger, bobrekler, kas dokusu gibi pek ¢ok dokuda
gbsterilmistir. Insan viicudunda bulunan en 6nemli tampon sistemlerindendir (Doganay ve Firat, 2007). Son
yillarda ¢ogu KA izoformunun birgok hastalikla olan iliskisi kesfedildiginden dolay1 bu izoformlar ilag¢ dizayninda
hedef olarak kullanilmaktadir (Whittington vd., 2001). KA izoenzimlerini inhibe ederek, bazi insan hastaliklarinin
tedavi edilmesini saglayan farmakolojik ajanlara karbonik anhidraz inhibitorleri (KAI) denir (Babu, 2012). 1940
yilinda siilfonamitlerin spesifik bir karbonik anhidraz enzimi inhibitorii (KAI) gibi davrandigini ortaya
koymuglardir (Mann ve Keilin, 1940). Bilinen en gi¢lii organik karbonik anhidraz inhibitorleri ise
siilfonamitlerdir. Bu sebeple, KAI ilaglarin senteziyle ilgili calismalarda motif olarak en ¢ok siilfonamitler
kullanmilmustir (Sen vd., 2017).

Yeni ilaglarin gelistirilmesinde temel yaklasim, hastanin yarar1 i¢in degistirilmesi gereken fizyolojik ya da
patolojik siirecte rol oynayan biyolojik molekiillerin hedef olarak secilmesi ve bu molekiillerle etkilesime girecek
kimyasal molekiillerin sentezlenmesidir (Sen vd., 2017). {lag iiretiminde yapilacak ilk adimlar toksisite testleridir.
Aday ilaglarin akut, subakut, kronik, subkronik, immunotoksik, norotoksik, teratojenik, reprodiiktif toksisite,
genotoksisite, karsinojenite gibi etkileri arastirilmalidir.

Bu arastirmada Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimiinde sentezlenmis olan iki ayri
karbonik anhidraz inhibitorii ilag adaymnin olasi toksik, teratogenik ve reprodiiktif toksisite O6zellikleri
arastirilmstir. insan karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerini inhibe ettigi tespit edilmis olan dolayistyla ilag ham
maddesi  olarak  kullanilabilme potansiyeli olan4-(((1,3-dimetil-2,4,6-trioksotetrahidropyrimidin-5(2H)-
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iliden)methil)amino) benzen siilfonamit (2E) ve 4-(1-methyl-2-oxo0-3'H-spiro[indoline-3,2'-[1,3,4]oxadiazole]-
5'yl) benzene siilfonamit (6B) bilesiklenin, Drosophila melanogaster’in bazi gelisimsel 6zelliklerine etkisi
aragtirilmigtir. In vivo aragtirma olmasi ve F2 neslinin de takip edilmesi bu aragtirmanin 6zgiin yanidir.

Model organizma olarak D. melanogaster’in tercih edilmesini saglayan bazi onemli 6zellikleri vardir. Genom
dizileri, insan hastaliklarinda belirlenen genlerin %70’ indan fazlasinin D. melanogaster uyumlu oldugunu yani
genetik kodlarimin insanlara benzedigini gostermistir (Fortini vd., 2000). D. melanogaster ve insan hiicre
rotasyonlar1 ve diizenleyici yollar1 birbirine ¢ok yakinlik gostermektedir. Bu da timor olusumunda, gogalma siireci
caligmalarinda, model olarak kullanilmasim saglar (Potter vd., 2000). D. melonogaster kiigiik bir genom hacmine
sahip oldugu i¢in mutasyonlarin incelenmesi daha kolaydir (Graf vd., 1992). Insanlar ve D. melanogaster birgok
korunmus fizyolojik ve biyolojik yolaga sahiptir (Jafari, 2010). Dokular1, kalp ve bobrek de dahil olmak {izere
memelilere Caenorhabditis elegans'dan daha ¢ok benzerdir (Pipera ve Partridge, 2017). Bu avantajlar g6z 6niinde
bulunduruldugunda D. melanogaster, giiniimiizde tercih edilen bir organizmadir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Galigmalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitérii olan birinci molekiil 6B nin molar kiitlesi 358 g/mol, K; degeri 0,273 pM’dur. Ikinci
molekiil olan 2E’nin ise molar kiitlesi 238,34 g/mol ve Ki degeri 5.20 pM’dur (Sekil 1). Kjdegeri o molekiiliin
toksik inhibisyon degeridir, bu nedenle deneylerde molekiillerin inhibisyon degerleri altinda ti¢ konsantrasyon
secilmistir. Arastirmada uygulanan maddelerin toksik etkisini karsilastirmak i¢in pozitif kontrol grubu olarak
sodyum arsenit (Molar kitle: 129,91 g/mol) kullamlmustir (Karatas ve Bahgeci, 2010a). Karbonik anhidraz
inhibitorlerin ¢oziilmesi igin dimetil siilfoksit kullanilmistir (Molar kiitle: 78,13 g/mol).

NH,
o) & SO,NH,
+ CH(OEt); + — N /©/
H
o SO,NH, 0
1a-h 2a-h
Compound | 2a 2b 2¢ 2d 2e 2f 2g 2h
o) o} [0 [0 0 0 o)
o | Ao [ e [
& o) o 0" "0 Y o OMO OMO S D:O

Sekil 1. Metilenaminobenzen siilfonamit tiirevlerinin sentezi (Demirci vd., 2014).

Calismalarda karbonik anhidraz inhibitérlerini uygulamak igin toksik inhibisyon degerleri baz alinmistir. Buna
gore deney gruplarinda besiyerine, 6B maddesi igin 0,85ul, 1,706 ul ve 3,4 ul ve 2E maddesi igin 2,6 ul, 5,2 pl ve
10,4 pl ¢ozelti ilave edilmistir. Negatif kontrol grubu olarak distile su, pozitif kontrol grubu olarak sodyum arsenit
(10mM NaAsO2), ¢6ziicii kontrol grubu olarak DMSO kullanilmistir.

2.2. Morfolojik karakterleri g6zlemlemek igin yapilan uygulama

Deney ve kontrol gruplarina ait besi yerlerine, 15 erkek ve 15 disi birey konulduktan sonra, pupa evresinin
gozlendigi giin, parental bireyler besi yerinden uzaklagtirilmistir. F1 neslindeki bireyler ilk ¢iktig1 giinden itibaren
gbzlemlenmis ve bu siire¢ sekiz giin boyunca devam etmistir. Drosophila’da gelisim siireci ortalama 10 giinde
tamamlanmaktadir. Bu ylizden caligmalarda gelisim siirecini sekiz giinle sinirlandirilip F2 nesli ile karigsmasi
onlenmistir. Deneyler ii¢ tekrarli yapilmustir.

F1 neslindeki fenotipik anormallikleri gzlemlemek amaciyla, ilk ergin bireyin gézlendigi giinden itibaren, sekiz
giin boyunca ergin bireyler Olympus SZ 51 Stereo mikroskop altinda, disi ve erkek birey ayrimi yapilarak,
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morfolojik agidan tek tek incelenmistir. Gozlenen anormallikler not edilmistir (Mukhopadhyay ve Zimm, 2003;
Piper vd., 2005; Suckow ve Suckow, 2006; Keser ve Karatas, 2012).

Arastirmada sadece Fi nesli degil F» nesli de incelenmistir. F1 neslinden elde edilen bireyler, baslangi¢
konsantrasyonlarina bagli kalinarak, normal besiyerine aktarilmis ve ayri ayri ¢aprazlanmistir. Bu sayede F»
neslinde madde uygulanmamis, fakat Fi neslinde maruz kalinan maddenin etkisini gérmek i¢in F2 nesli elde
edilmistir. Gozlemlerde F1 neslinde yapilan islemlerin aynisi F» neslinde de tekrar edilmistir.

Deneylerde, D. melanogaster (Diptera: Drosophilidae)’in kendilesmis yabanil tip Oregon-R soyu kullanilmigtir.
Drosophila kiiltiirleri yabanil tip D. melanogaster igin standart kabul edilen 25+1°C sicaklikta, %60 bagil nem
kosullarina sahip NUVE marka iklim dolabinda muhafaza edilmistir. Kiiltiir sisesi olarak, sik sik steril edilen
250ml’lik cam siit siseleri kullanilmustir.

3. Bulgular

3.1. 6B maddesinin F1 neslinde birey sayisina etkisi

6B maddesi uygulanan ii¢ deney grubunda da ergin birey sayisi negatif kontrol gruplarina gore artmistir ve bu fark
istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu artig 0,85 pl konsantrasyonunda, negatif kontrol grubuna gore %32,12
oraninda (**p<0,01), 1,706 ul konsantrasyonunda %17,88 oraninda (**p<0,01), 3,41 ul konsantrasyonunda ise
%12,36 oranindadir (**p<0,01) (Tablo 1).

Tablo 1. 6B maddesinin F1 neslinde birey sayisina etkisi.

Gruplar Toplam  Grup Karsilastirma Standart Sapma Z Degeri
(G1-G2) 0,0039 -0,414
2394 (G1-G3) 0,0038 -0,839
o1 (G1-G4) 0,0075 3,579**
0.85 pl (G1) (G1-G5) -1,1741 1,174
(G1-G6) -6,0483 -6,048**
(G2-G3) 0,0038 -0,417
2136 (G2-G4) 0,0075 3,786**
1,706 pl (G2) (G2-G5) 0,0043 1,542
(G2-G6) 0,0060 -6,301**
2036 (G3-G4) 0,0075 4,011**
3.41 ul G3) (G3-G5) 0,0042 -1,937
AR (G3-G6) 0,0060 -6,605**
KPc())rZrI[trlcf)l 868 (G4-G5) 0,0077 2,834%*
(NaAsO2) (G4) (G4-G6) 0,0088 -1,032
Céoziicii Kontrol 2090 i i -
(DMSO) (G5) (G5-G6) 0,0062 4,980
Negatif Kontrol 1812
(Su) (G6)

*p<0,05; **p<0,01

Cozici kontrol grubunda da ergin birey sayisi, negatif kontrol grubuna gére artmustir ve bu aradaki fark istatistik
acidan 6nemli bulunmustur. NaAsO; uygulamasi ergin birey sayisim diigtirmiistiir (Sekil 2).
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Sekil 2. 6B maddesinin F1 neslinde toplam birey sayisi

3.2. 6B maddesinin F; neslinde birey sayisina etkisi

6B maddesi iceren 0,85 pl’lik ergin birey sayis1 artmustir ve diger tiim gruplarla karsilastirildiginda istatistik agidan
fark ortaya ¢ikmustir (**p<0,01) (Tablo 2).

Coziicli kontrol grubu (DMSO) ergin birey sayisinda artis gergeklesmistir (Sekil 3) ve bu fark istatistik agidan
anlamhdir (**p<0,01). Ayrica ¢6ziicii kontrol grubu igerisindeki birey sayisi, pozitif kontrol grubu (1363 birey)
ve 6B maddesi iceren diger konsantrasyonlar (0,85 pl; 1,706 ul ve 3,41 ul) ile istatistik agidan fark ortaya ¢ikmustir
(**p<0,01).

Tablo 2. 6B maddesinin F; neslinde birey sayisina etkisi.

Gruplar Toplam Grup Karsilastirma Sézg(i?;t Z Degeri
(G1-G2) 0,0061 2.873%*
2438 (G1-G3) 0,0062 2,234%*
0,85 ul (G1) (G1-G4) 0,0069 2,183**
s (G1-G5) 0,0045 3426+
(Gl-GG) 0,0067 -4,188**
(G2-G3) 0,0070 -0,539
2010 (G2-G4) 0,0077 -0,339
1,706 ul (G2) (G2-G5) 0,0056 5,932%*
(G2-G6) 0,0074 -1,381
1814 (G3-G4) 0,0077 0,155
3,41 pul (G3) (G3-G9) 0,0056 5,188%*
- F (G3-G6) 0,0075 1,877
lfc?rzm:rgl 1363 (G4-G5) 0,0064 4,762%*
(NaAsO) (G4) (G4-G6) 0,0081 -1,593
Coziicii Kontrol 2741 i ] -
(DMSO) (G5) (G5-G6) 0,0061 7,052
Negatif Kontrol 1868
(Suw) (G6)

*p<0,05; **p<0,01
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Sekil 3. 6B maddesinin F; neslinde toplam birey sayisi

3.3. 6B maddesinin fenotipe etkisi

6B maddesi iceren besiyerinde gelisen bireylerde, ¢6ziicii kontrol grubu, pozitif kontrol grubu sodyum arsenit ve
negatif kontrol grubundaki bireylerde bazi morfolojik anormalliklere rastlanmistir. Bu anormallikler, kivrik
kanatlilik, kanadin mizrak bigimini almasi, kanadin viicuda yapismis olmasi, piiskiil kanatlilik, kanadin abdomene
yapigmasi, kanat korelmesi, segment eksikligi, segmentlerin kaynasmasi gibi anormalliklerdir (Sekil 4).
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Sekil 4. 6B maddesinin morfolojik karakterler {izerine etkileri (a-Her iki kanat mizrak, b-iki kanat {ist iiste
yapisik ve kivrik, c-Her iki kanat kirik, d-Sag kanat kivrik)

3.4. 6B maddesinin F1 neslinde anormal birey sayisina etkisi
F1 neslinde gozlenen anormalikler ve yiizdelik oranlarina ait veriler Tablo 3’te sunulmustur.

6B maddesi igeren tiim deney gruplarinda go6zlenen anormal birey oranit negatif kontrol grubu ile
kargilastirildiginda aradaki 6nemlidir (p<0,01).

6B maddesi i¢eren ti¢ konsantrasyonun (0,85 ul, 1,706 ul ve 3,41 pl) anormal birey sayilari, pozitif kontrol grubu
(NaAsO2) ile karsilastirildiginda aradaki fark istatiksel olarak p<0,01 diizeyinde anlamli bulunmustur. Coziicii
kontrol grubu iceren besiyeri igerisindeki 2042 bireyin %2,30’u fenotipik anormallik gdstermistir ve bu oran
negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda aradaki fark istatistik agidan 6nemlidir (p<0,01).
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Tablo 3. 6B maddesinin F1 neslinde anormal birey sayisina etkisi.

(%)
Anorm Anorm Gru
Grupl Norma . al Topla P Standart z
(%) al birey : Karsilastir o .
ar I Birey m Sapma  Degeri
Sayisi . ma
Yiizdes
i
0,415
(G1-G2) ooozs 284
(G1-G3) 0,0038 .
085u 2351 982 (éi) 180 9304 (G1-G4)  ooo7s 084
(G1-G5) 00082 ¢
(G1-G6) 00060 ¢ oee
0,418
1’7?6 2101 9837 0 163 2136 Eggg?‘; 8188?2 S
n ’ (G2) ' (G2-Gb) 00043 .,
(G2-G6) 00061 ¢ 2o
*
*
20 (G3-G4) 00075 407
341pl 2006 9852 o 1,48 2036 (G3-G5) 00042 g,
(G3-G6) 00060 ¢tias
Pozitif i
Kontr
39 (G4-Gb) 0,0077  2,837*
(Ng,IA S 820 955 4,50 868 (64-C0) 00088 *
) 2 1,033
Coziic
i
*
Kontr 504y 977 28 2,30 2090 (G5-G6) 00062 986
ol (G5)
(DMS
0)
Negati
f 98
Kontr 1714 94,60 54 1812
o (G6)
(Su)

*p<0,05; **p<0,01

3.5. 6B maddesinin F, neslinde anormal birey sayisina etkisi
F2 nesli gozlemleri esnasinda da hem deney hem de kontrol grubunda bazi1 morfolojik anormalliklere rastlanmustir.
6B maddesi iceren tiim deney gruplarinda anormal birey sayisi diisik ve negatif kontrol grubu ile

karsilastirildiginda aradaki fark istatistik a¢idan anlamlidir. Coziicli kontrol grubunda da anormal birey orani
negatif kontrol grubuna gore diisiik ve fark istatistik agidan 6nemli bulunmustur. F1 neslinde gozlemlendigi gibi

F2 neslinde de negatif kontrol grubu en fazla anormal birey yiizdesine sahiptir (Tablo 4).
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Tablo 4. 6B maddesinin F; neslinde anormal birey sayisina etkisi.

(%)

Anorma Grup
Gruplar Norma (%) | birey Ano.rma Topla Karsilastirm Standar %
| | Birey m tSapma  Degeri
Sayisi - . a
Yiizdesi
2,876*
(G1-G2) 00061 : .
96,6 83 (G163 00062 o
0,85ul 2355 0 G1) 3.4 2438 (G1-G4) 0,0070 -
(G1-G5) 00045 4 oo
(G1-G6) 0,0067 e
4,192%
0,539
(G2-G3) 0,0070 0,339
1,706 pl 94,8 104 (G2-G4) 0,0076 -
1906 2 (G2) 518 2010 (G2-G5) 0,0056  5,940%
(G2-G6) 0,0074 *
1,382
-0,155
- (G3-G4) 0,0077 -
341pl 1727 952 ©3) 4,80 1814 (G3-G5) 0,0056  5,195*
(G3-G6) 0,0075 *
1,879
Pozitif -
Kontrol 95,0 67 (G4-G5) 0,0064  4,768*
(NaAsO, 2% g (G4) 4.91 1363 (G4-G6) 00081 *
) 1,595
Coziicii -
Kontrol 2690  °%! o5 L8 2741 (G5-G6) 00061 09
(DMSO)
Negatif
Kontrol 1752 °3° (gg) 6.2 1868
(Su)

*p<0,05; **p<0,01

3.6. 2E maddesinin F1 neslinde birey sayisina etkisi

F1 neslinde 2E maddesi igeren deney gruplarinda konsantrasyon azaldikga birey sayisinda da azalma g6zlenmistir
(Tablo 5). 10,4 ul’lik konsantrasyon harig¢ diger deney gruplarinda bu azalma istatistik agidan anlamlidir. DMSO
grubundaki ergin birey sayis1 negatif kontrol grubuna gore artmustir ve bu bireyler negatif kontrol grubu ile
karsilagtirlldiginda aradaki fark istatistik agidan 6nemli bulunmustur (Sekil 5).

Tablo 5. 2E maddesinin F1 neslinde birey sayisina etkisi.

Gruplar Toplam Grup Karsilasirma  Standart Sapma Z Degeri
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(G1-G2) 0,0085 -5,021**
1249 (G1-G3) 0,0089 -2,580**
2.6 ul (G1) (G1-G4) 0,0101 -2,525*
R (G1-G5) 0,0079 5,074%*
(G1-G6) 0,0089 -1,825
(G2-G3) 0,0068 2,923**
1307 (G2-G4) 0,0084 2,079*
5,2 ul (G2) (G2-G5) 0,0056 0,822
(G2-G6) 0,0070 -3,794**
1725 (G3-G4) 0,0087 -0,298
104 ul (G3) (G3-Gb) 0,0061 4,042**
ks (G3-G6) 0,0074 -0,880
lfgrﬂtr'; 868 (G4-G5) 0,0078 2.834%*
(NaAsO?) (G4) (G4-G6) 0,0088 -1,032
Coziicii Kontrol 2090 ) i .
(DMSO) (G5) (G5-G6) 0,0062 4,980
Negatif Kontrol 1812
(Su) (G6)
*p<0,05; **p<0,01
2090
2(5)23 1725 1812
79 1307
1500 T
1000 —
500 —
0o —
a = E o 2 e
3 - :
~ ~ w = x

3.7. 2E maddesinin F; neslinde birey sayisina etkisi

2E maddesi uygulanan ii¢ deney konsantrasyonunda da ergin birey sayist negatif kontrol grubuna gore artmistir
ve bu artis konsantrasyon azaldik¢a birey sayisinda artma seklinde gozlemlenmistir (Sekil 6). Tim
konsantrasyonlardaki fark istatistik acidan onemlidir. Bununla birlikte, 5,2 pl’lik konsantrasyonu ile ¢oziicii
kontrol grubu arasinda da istatistik agidan anlamli bir fark ortaya ¢ikmustir (p<0,01). DMSO grubundaki ergin
birey sayis1 negatif kontrol grubuna gore artmistir. Ayrica pozitif kontrol grubu ile ¢6ziicii kontrol grubu arasinda

istatistik agidan anlamlidir.

Sekil 5. 2E maddesinin F1 neslinde toplam birey sayisi
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Tablo 6. 2E maddesinin F; neslinde birey sayisina etkisi.
Standart o
Gruplar Toplam Grup Karsilastirma Sapma Z Degeri
(G1-G2) 0,0060 -2,648**
2497 (G1-G3) 0,0061 -1,902
2.6 ul (G1) (G1-G4) 0,0073 -0,286
o (G1-G5) 0,0051 6,370%*
(G1-G6) 0,0071 1,517
(G2-G3) 0,0059 0,710
2063 (G2-G4) 0,0071 1,934
52 ul (G2) (G2-G5) 0,0048 3,463+
(G2-G6) 0,0069 -3,864**
2073 (G3-G4) 0,0072 1,322
104 ul G9) (G3-G5) 0,0050 4,176%
s (G3-G6) 0,0070 -3,197**
Ifgrfg'(‘:l 1363 (G4-Gb) 0,0064 4,762%%
(NaAsO) (G4) (G4-G6) 0,0081 41,593
Coziicii Kontrol 2741 . ) x
(DMSO) (G5) (G5-G6) 0,0061 7,052
Negatif Kontrol 1868
(Su) (G6)

*p<0,05; **p<0,01
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Sekil 6. 2E maddesinin F; neslinde toplam birey sayisi
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3.8. 2E maddesinin fenotipe etkisi

2E maddesi i¢eren besiyerinde gelisen bireylerde morfolojik anormalliklere rastlanmistir. Bu anormallikler, kivrik
kanatlilik, mizrak kanatlilik, kanadin viicuda yapigmis olmasi, piiskiil kanatlilik, kanadin abdomene yapismasi,
kanat korelmesi, segment eksikligi, segmentlerin kaynagmasi gibi anormalliklerdir (Sekil 7).

Sekil 7. 2E maddesinin morfolojik karakterler iizerine etkileri (a-Sag kanat kirik, b-Sol kanat kirik, c-Sol kanat
muzrak, d-Her iki kanat abdomene yapisik

3.9. 2E maddesinin F; neslinde anormal birey sayisina etkisi

5,2 ul’lik konsantrasyonda gozlenen anormal birey orani negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda aradaki fark
istatistik agidan onemlidir (Tablo 7). Diger madde uygulamalarinda fark ortaya ¢ikmamistir.

Tablo 7. 2E maddesinin F1 neslinde anormal birey sayisina etkisi.

Anormal (%)
Gruplar Normal (%) birey Anormal Toplam
Sayisi Birey

Grup Standart Z
Karsillastirma  Sapma  Degeri
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Yiizdesi
**k
(G1G2) 00085 YO
8 (GLG3) 00089 200
26m 1161 9295 ) o 1249 (G1-G4) 00101 =
: (GLG5) 00080 g o
(61-G6) 00000 0
(G2-G3) 0,0068 92'6**
36 (G2-G4) 00083 2026
szwl l11 eraa (S 275 1307 G2G5  ooosy 0L
(62-G6) 00070 ,OCE3
o (G3-G4)  oo0s7 0%
104p 1643 9524 5 475 1725 (G3G5) 00061 , 1w
(3-Ge)  ooo7a Pl
Pozitif .
Kontrol 829 955 (gi) 4,49 868 Egjgg; 888;; 2,837%*
(NaAsO) ' 1,033
Céziicii 15
Konrol 2042 977 42 229 2090 (G5-G6) 00062  4,986**
(DMS0)
Negatif 08
Kontrol 1714 9460 23 5.4 1812
(Su)

*p<0,05; **p<0,01

Coziicli kontrol grubu negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda aradaki fark istatistik agidan anlamlidir. En
yiiksek birey sayist DMSO uygulanan deney grubundadir buna ragmen, anormal fenotipli birey sayisi negatif
kontrol grubuna gore diigmiistiir.

3.10. 2E maddesinin F; neslinde anormal birey sayisina etkisi
5,2 ve 10,4 ul’lik konsantrasyonda anormal birey orani diismiistiir ve aradaki fark istatistik agidan anlamlidir.
Coziicli kontrol grubu negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda aradaki fark istatistik agidan anlamli

bulunmustur (Tablo 8). F2neslinde en fazla anormal birey sayis1 negatif kontrol grubunda goriilmiistiir.

Tablo 8. 2E maddesinin F, neslinde anormal birey sayisina etkisi.

Anormal (%)
Gruplar Normal (%) birey An(_)rmal Toplam Grup Standart % .
Birey Karsilasgtirma  Sapma Degeri
Sayisi . .
Yiizdesi
**
(G1-G2) 0,0060 2'16;’(1) )
128 (G1-G3) 0,0061 0’286
2,6 ul 2369 94,87 (G1) 5,12 2497 (G1-G4) 0,0073 -
(G1-G5) 0,0051 6.379%*
(G1-G6) 0,0071 1518
(G2-G3) 0,0059 cl’géé
73 (G2-G4) 0,0071 '
52l 1990 96,46 (G2) 3,53 2063 (G2-G5) 0.0048 345;9**

(G2-G6) 00069 Jgpge
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82 (G3-G4) 0,0072 '1’?24
10,4 ul 1991 96,04 (G3) 3,95 2073 (G3-G5) 0,0050 oo
(G3-G6) 0,0070 3200%*
Pozitif -
Kontrol 1296 95,08 (gZ) 4,91 1363 Egjgg; 8'882‘1‘ 4768**
(NaAsO>) ’ 1,595
Coziicii 51
Kontrol 2690 98,13 (G5) 1,86 2741 (G5-G6) 0,0061  7,059**
(DMSO)
Negatif 116
Kontrol 1752 93,79 6,2 1868
(Su) (G6)

*p<0,05; **p<0,01
4. TARTISMA SONUG

Bu ¢aligsma, sentezi yapilan yeni bir bilesik olan sulfonamid sinifi potansiyel iki ayr1 karbonik anhidraz inhibit6rii
hakkinda ilk rapordur.

F1ve F2 neslinde 6B maddesi ii¢ konsantrasyonda da ergin birey sayisimi arttirmistir. Dolayisiyla her iki nesilde
ergin birey sayis1 agisindan fertiliteye pozitif etki gosterdigi diisiiniilebilir. Ote yandan, yine her iki nesilde anormal
birey sayisinda azalma meydana gelmistir. 6B maddesinin K; degerine gore hazirlanan ti¢ konsantrasyonun da hem
ergin birey sayisinda artma hem de fenotipik anormallikte azalmaya neden oldugu sdylenebilir. Sonug olarak,
karbonik anhidraz inhibitorii olan 6B maddesi uygulandiginda, her iki nesilde ergin birey gelisimine olumlu etki
gbzlenmistir. Hem fertilite tegvik edilmis hem anormal birey oran1 azalmigtir. Siilfonamidlerle ilgili Drosophila
ile yapilan herhangi bir arastirmaya rastlanmamistir. Yine de mevcut arastirmalarla literatiir destegi yapilmustir.
D. melanogaster’de B-CA'nin oldukea aktif bir mitokondriyal enzim olup (Syrjdnen vd., 2015a), gelismekte olan
yumurtadaki sinir hiicre gocii i¢in gerekli oldugu ve bu nedenle yumurta beslenmesi igin, dolayisiyla D.
melanogaster’in iiremesi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Hem gelismekte olan hem de yetiskin sineklerde RNA
enterferanst (RNAI)-kaynakli gen susturma metodu kullanilarak ortaya ¢ikarilmig olan bu bulgu (Syrjdnen vd.,
2015b), bizim aragtirmamizda kullanilan karbonik anhidraz inhibitériiniin Drosophila’da yumurta, dolayisiyla
ergin birey gelisimini olumsuz etkilemediginin ispatidir. Sayet karbonik anhidraz inhibisyonunun yumurta
gelisimine toksik etkisi olsaydi, ergin birey sayisinda diisme ve ergin birey fenotipinde anormallik orani agisindan
istatistik artis ortaya ¢ikmaliydi. Bir bagka arastirmada, aymi gruptan bir siilfonamid olan karbonik anhidraz
inhibitorii 2B ve 2E test maddelerinin, in vitro insan periferal lenfositlerinde yiiksek konsantrasyonda ve uzun
stireli maruz kalmada sitotoksik oldugu, ancak klastojenik ve/veya mutajenik olmadiklari ortaya ¢ikmustir (Sen
vd., 2017).

Siilfonamidlerin boceklerde etkilerine dair arastirmalar, pestisit ve insektisit olarak kullanim i¢in, LD veya /LC
degerlerinin ortaya c¢ikarilmasi ile ilgili ¢aligmalaridir. Bes karbonik anhidraz inhibitdriiniin (asetazolamide
brinzolamid; diklorfenamid; dorzolamid; metazolamid) Aedes aegypti’e karsi toksik ve norofizyolojik etkileri
oldugu, larvalarda toksisite ve felce yol agarak liimciil oldugu, D. melanogaster larvalarinda sinir ve kasta toksik
etkileri oldugu ifade edilmistir (Francis vd., 2017). S6z konusu g¢aligma bizim ¢alisma bulgularimizin aksini
gostermektedir. Bunun nedeni konsantrasyonlarin farkli olmasi ile ilgili olabilir. Sozii edilen aragtirmada
kullanilan konsatrasyonlar 250-1000 ppm arasinda kullamilmis olup, en diigiik konsantrasyon (250 ppm) bizim
arastirmamizda kullanilan en yiliksek konsantrasyonun (8,5 ul) ortalama 3 kat1 kadardir. Benzer sekilde, del Pilar
Corena vd. (2004), alt1 farkli sivrisinek tiiriiniin larvalari lizerinde bir karbonik anhidraz inhibitérii olan
metazolamid ve asetazolamidi test etmistir. LCso degerleri, metazolamid ve asetazolamidin sirasiyla 75 ve 70 ppm
oldugu ve etkilerin karbonik anhidraz inhibisyonu ile ilgili oldugu ifade edilmistir (Francis vd., 2017). S6zii edilen
caligsmada kullanilan konsantrasyon bizim kullandigimiz konsantrasyonun on kati kadardir. Bir bagka arastirmada
4,7-dimetil-3,4,7,8-tetrahidro-316- [1,2] tiazino [4,3-f] kinolin-3,3,8-trion, parazit Setaria cervi'nin yetigkinlerine
denenmis ve LD50 konsantrasyonu ile (281.4 uM) 6liimeiil oldugu bulunmustur (Mukherjee vd., 2018). Kullanilan
konsantrasyon bizim deneyimizdeki en yiiksek konsantrasyonun 30 kat1 kadardir. Bizim aragtirmamizda kullanilan
konsantrasyonun diisiik olmasi ve bulgularimiz bu durumda uyumludur. Bulgularimizi destekleyen bir bagka
arastirma da farelerde yapilmugtir. 2-(5-mercapto-1,3,4-oxadiazol-2-yl)-N-propylbenzenesulphonamide (MOPBS)
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(1, 10, 50 ve 100 mg/kg konsantrasyonlarinda uygulanmis; mide, bobrek ve karaciger fonksiyonu ve kas kuvveti
ve motor fonksiyonu tizerinde belirgin bir toksik etki yaratmadigi ifade edilmistir (Rasheed vd., 2018). Dolayisiyla
bizim bulgularimiza gére K; degeri baz alinarak kullanildiginda toksik etki gdstermemektedir. Insanda denemeden
once yapilan bu in vivo arastirma sonucu olumludur diyebiliriz. Uygulanan molekiiliin fertiliteyi olumlu etkilemesi
nedeniyle hayvancilikta verim artig1 ¢aligmalarinin arastirilmasi faydali olacaktir. Ayrica biyolojik miicadelede
kullanilmaya aday boceklerin iiretiminde fertilite artisina etkisinin aragtirtlmasi da faydali olabilir. Simdiye kadar
yapilan calismalar Fy nesliyle ilgili galismalardir. Dolayistyla bu agidan bu ¢alisma bu konuda bir ilktir. Tlag olarak
kullanilacag: vakit F» ile ilgili arastirmalar yapilmalidir. F1 neslinde pozitif etki goriilmesi umut verici olmasina
ragmen F» neslinde gozlenen toksik etki nedeniyle diger deney hayvanlarinda da F» nesli verileri incelenmelidir.
Sadece F1 nesli lizerine arastirmalar yapilirsa sakat dogumlara neden olabilmektedir.

Geligimlerini 2E maddesi i¢eren besiyerinde tamamlayan F1 ve F, neslinde konsantrasyon azaldikga birey
sayisinda azalma ortaya c¢ikmustir. Dolayisiyla 2E molekiiliiniin birey gelisimine olumsuz etki gosterdigi
diisiiniilebilir. Ote yandan, deney gruplarinda anormal birey sayisinda azalma meydana gelmistir. Sonug olarak,
karbonik anhidraz inhibitorii olan 2E maddesi uygulandiginda, konsantrasyon diistiik¢e ergin birey sayisinda
diisme ve ergin birey fenotipik anormallik orani agisindan istatistik farklilik ortaya ¢iktigini sdyleyebiliriz.
Bulgumuzu direkt desteklemese de Silva ve arkadaglar1 (2015), antitiimor aktiviteye sahip olabileceklerini ve ilag
etken maddesi olarak kullanilabileceklerini diigiinerek sentezledikleri salkon N-{4-[3-(4nitrofenil)prop-2-
enol]fenil} benzen siilfonamit tiirevlerinin genotoksisitesini in vivo fare kemik iligi mikronukleus testiyle
aragtirdiklar1 ¢caligmada, bu bilesigin polikromatik eritrositlerdeki MN frekansinit 6nemli derecede arttirdigint ve
bu sonucun genotoksik etkinin bir gostergesi oldugunu bildirmistir. Yine Abou-Eisha ve arkadaslart (2004),
antibakteriyel bir siilfonamid tiirevi olan sulfametoksazol’iin nukleer boliinme indeksini diisiirdiigiinii ve sitotoksik
etkili oldugunu bildirmistir. Villar ve arkadaglari (2004), benzo[b]tiyofen 1,1-dioksit’in lipofilik yapidaki
stilfonamid tiirevlerinin insan tiimor hiicre hatlari tizerinde sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir.

Mutajenik maddeler, canlida hem kromozomal diizeyde hem de gen seviyesinde nokta mutasyonlara neden
olabilmektedir. Sayisal kromozom degisikliklerini sitolojik olarak gézlemek miimkiindiir, fakat nokta mutasyonlar
ancak fenotipte bir degisikligin ortaya ¢ikmasiyla anlagilabilmektedir (Watson vd., 1987). Arastirmamizda
gozlenen anormallikler (Sekil 2, 3), ¢ok ¢esitli genlerde meydana gelen nokta mutasyonlar (Lindsley ve Zimm,
1992) nedeniyle ortaya ¢ikmis olabilir. F2 nesli maddeyle hi¢ temas etmemesine ragmen ortaya ¢ikan bu sonug,
ilgili molekiillerin epigenetik mekanizma ile genetik faktorleri etkilemis oldugunu gosterebilir. Epigenetik
degisimler, ¢evresel kosullarda gergeklesen degisiklikler nedeniyle genetik yapida yapisal olmayan ancak yine de
kalitsal degisikliklere neden olan diizenlemelerdir (Klug vd. 2018). Bu sonug in vivo arastirmalarda F neslinin de
incelenmesi gerektigini gostermektedir. Sonug olarak, F1 neslinde maruz kaliman madde, K; degerinin {istiindeki
konsantrasyonda kalitsal degisikliklere neden olarak, ergin birey sayisim diislirmiis, ayn1 zamanda teratojenik
etkiye neden olmustur diyebiliriz. Bu sonu¢ potansiyel ilag hammaddelerinin in vivo arastirmalarda F» neslinin de
incelenmesi gerektigini gdstermektedir.

Aragtirmamizda ortaya ¢ikan hedef dig1 bir bulgu ise pozitif kontrol grubunda (NaAsO>) F» neslinin ergin birey
sayisinin tiim deney ve kontrol gruplarindan daha yiiksek olusudur. Sodyum arsenitin F, neslinde fertilitiyeyi
tesvik eden bir potansiyeli oldugu ifade edilebilir. Nitekim daha 6nce yaptigimiz arastirmada da benzer bir sonugla
fertiliteyi tesvik ettigi ortaya ¢ikmustir (Karatas ve Bahgeci, 2010b). Ayrica arsenilik asitin besicilikte domuz ve
kiimes hayvanlar1 yemine, gelisme ve biiylimeyi hizlandiric1 ajan olarak ilave edildigi rapor edilmistir (Friberg
vd., 1986). Tiim bunlar birlikte degerlendirildiginde sodyum arsenitin biyolojik miicadelede, arzu edilen bocek
kiiltiirinii cogaltmak i¢in, uygun bir ajan olabilecegi géz dniinde bulundurulmalidir.

Sonug olarak; bu ¢alismada kullanilan KA inhibiitorii olan siilfonamid tiirevleri 6B ve 2E’nin toksik etkileri in
vivo kosullarda arastirilmis ve 6B molekiiliiniin etkisinin pozitif oldugu bulunmustur. 2E molekiiniin ise
Drosophila’da gelisime etkisinin negatif oldugu ifade edilebilir. Fakat kesin bir sonuca varabilmek igin farkli
model organizmalarla da desteklenmelidir. Bu ¢aligmanin ilk olmasi, devaminda gelecek diger calismalara bir
kaynak niteligindedir.

Kimyasal ya da fiziksel ajanlarin toksikoloji testleri i¢in farkli test yontemleri ve farkli organizmalar kullanilmasi
daha giivenilir sonuglar ortaya ¢ikacaktir. Toplu olarak ele alindiginda, yeni bir siilfonamid hakkindaki bu rapor,
gelecekte umut verici bir terapdtik ajan olabilecegine dair ipucu sunmaktadir. Tim bu bulgular birlestirildiginde
6B molekiiliiniin ilag olarak gelistirilmesi i¢in Drosophila ile yapilan bu arastirma pozitif sonuglar ortaya
¢ikarmistir. Fakat giivenli bilesikler oldugunu sdylemek igin, yapilacak yeni galigmalarla toksisite testlerinin
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arttirtlmasi gerekmektedir. Bu ¢alisma bu madde ile yapilmis ilk caligma olmasi nedeniyle umut vermektedir, fakat
kesin sonuca diger deney organizmalarinda ilave testler uygulandiktan sonra kesin karar verilebilir.
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