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OZET

Iki Farkh Lipid Metabolizmasi indikatériine KCNQ Geninin Yok Edilmesinin
Etkisinin Arastirilmasi

Amac: Hastaliklarin yayginhgi, ¢esitliligi, etkiledigi sistemler c¢ok farkl
oldugundan nedenler, sonuglar agiga kavustukea iliskilerin ne denli igice girmis bir
yapida oldugu da ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin hastaliklar nedenleri acisindan bulasici
olan ve bulasici olmayan hastaliklar (BOH’lar) diye ayrildiginda; etkiledigi
mekanizmalar bir noktada birleserek benzesmektedir. Ayni sekilde BOH’lar nedenleri
acisindan edinsel, dogustan veya genetik nedenlerle olusabilir. Bu ¢alismada, gestasyonel
diyabet, Uzun QT Sendromu gibi birgok metabolik ve nérolojik hastalikla iliskisi oldugu
insan ¢alismalarinda gosterilen KCNQ gen ailesinin SREBP ve ChREBP gibi enerji
metabolizmasi1 belirtegleri tizerine olan etkisinin Olgiilmesi hedeflenmistir. Ayrica
organizmalarda KCNQ geni inaktif durumdayken kan sekeri seviyesi olgiilerek; KCNQ
geninin glikoz metabolizmasina etkisini, dolayisiyla da diyabetle olan iliskisinin ortaya
¢ikarilmasi amag¢lanmuistir.

Materyal ve Metot: Calismamizda kullanilan Drosophila melanogaster model
genetik organizmasinda KCNQ geni RNAI yontemi kullanilarak yok edilmis, daha sonra
da UAS-GALA4 sistemi kullanarak metabolik yolaklarin belirtegleri olan SREBP ve
ChREBP faktorlerinin durumu incelenmistir. Ayrica Tip2 diyabetle iliskisi oldugu insan
calismalarinda bildirilen KCNQ geninin RNAI ile yag dokusunda yok edildiginde glikoz
diizeylerine olan etkisine bakilmasi i¢in kan sekeri 6l¢iim yontemi kullanilmistir.

Bulgular: Organizmalarda KCNQ geni yok edildiginde kan sekeri seviyelerinde
anlamli 6lgiide artis oldugu ve KCNQ geninin ifadesinin engellenmesinin SREBP
yolaginda aktivasyonu azalttigi goriildii. Ayrica KCNQ geni RNAi kullanilarak yok
edildigi diger bir ¢aprazlamada Sug-GAL4/UAS-GFP habercisinin fazla etkilenmedigi
gozlendi.

Sonu¢: KCNQ geninin RNAI ile fonksiyonunun engellenmesi metabolizma
parametrelerini etkilemektedir, hiperglisemiye sebep olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: CHREBP, Diyabet, Drosophila, KCNQ Gen ailesi, SREBP



ABSTRACT
Investigation of The Effect of Destruction of KCNQ Gene in Two Different Lipid

Metabolism Indicators

Aim: Since the prevalence of diseases, their variety and the systems they affect
are quite different, as the causes and results are revealed, how intertwined structures the
relationships have is also revealed. For example, when diseases are divided into infectious
and non-infectious diseases (NCDs) in terms of causes, the mechanisms they affect
converge at one point and resemble each other. Likewise, NCDs can occur due to
acquired, congenital or genetic reasons. In this study, it was aimed to measure the effect
of KCNQ gene family, which is shown in human studies that it is associated with many
metabolic and neurological diseases such as gestational diabetes and Long QT Syndrome,
on energy metabolism indicators such as SREBP and ChREBP. Furthermore, it was
aimed to reveal the impact of the KCNQ gene on glucose metabolism, and therefore its
relationship with diabetes by measuring blood glucose level when KNCQ gene is in an
inactive position in organisms.

Material and Method: KCNQ gene was destroyed in the model genetic organism
Drosophila melanogaster used in the study by RNA method. Then, the status of SREBP
and ChREBP factors, which are metabolic pathway indicators, were analyzed by using
the UAS-GALA4 system. The method of blood glucose measurement was used to analyze
the effect on the glucose levels when KCNQ gene, which is reported to be associated with
Type2 diabetes in human studies, is destroyed in adipose tissue with RNA.

Results: It was observed that there was a meaningful increase in blood glucose
level when the KCNQ gene was destroyed in organisms, and that there was a decrease in
the activation of the SREBP pathway when the expression of the KCNQ gene was
prevented. Also, it was observed that the runner of Sug-GAL4/UAS-GFP was not affected
much in a crossover in which the KCNQ gene was destroyed by using RNA.

Conclusion: Prevention of the function of the KCNQ gene by RNA affects the
metabolism parameters and causes hyperglycemia.

Key Words: CHREBP, Diabetes, Drosophila, KCNQ Gen family, SREBP
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1. GIRIS

Metabolizma canliligin devami i¢in gerekli yapim ve yikim reaksiyonlar1 olup,
metabolizma isleyisi ¢esitli kontrol mekanizmalar1 ile saglanir. Karbonhidrat, lipit,
protein metabolizmasi kontrol mekanizmalarinda olusacak problemler neticesinde farkli
metabolitlerin birikimi olmakta ve bu durum klinige ¢esitli hastaliklar olarak
yansimaktadir. Giinlimiizde beslenme tutumlarinin degismesi, egitim ve gelir
diizeylerinin artmasi, koruyucu saglik hizmetleri (asilama gibi) ve toplum saglig
acisindan alinan tedbirlerin yayginlasmasi ile beklenen yasam siiresi artmustir.
Hastaliklar, bulasici olan hastaliklar ve bulasici olmayan hastaliklar (BOH’lar) olarak
ikiye ayrilabilir. Toplumda yash niifusun artmasi, yash niifusta gozlenen BOH’larin
toplumda gozlenen hastaliklar arasinda artisgina neden olmustur.® Yine 2012 yilinda
meydana gelen 6liimlerde kalp ve damar hastaliklari, kanser, kronik hava yolu hastaliklar1
gibi BOH’larin pay1 biiyiiktiir. Bu dliimlerin tigte biri diigiik ve orta gelirli tilkelerde
goriilmiistiir. 2 Ulkemiz gelismekte olan iilkelere benzer sekilde geng niifusa sahiptir.
Ulkemizde 6liim sebepleri bakimindan gelismis toplumlardakine benzer sekilde BOH’lar
onemli paya sahiptir. Bu durum kontrol altina alinmadig: takdirde, 10 y1l sonra BOH’lara
bagli olarak is goremezlik ve Olim oranlarinin yiliksek Olciide seyredecegi
diistiniilmektedir. BOH’lar iilkemizin saglik kaynaklarmin onemli bir kismini
tiikketmektedir. * Oliim istatistiklerinde 30-70 yas 6liimlerin %87’si BOH kaynaklidir,
iilkemizde BOH kaynakli erken 6lim (70 yas alti) ihtimalinin %18 olmasi endise
vericidir. ® Ulkemizdeki tuz tiiketim diizeyi Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve Gida ve
Tarmm Orgiitiiniin (FAO) 6nerdigi diizeyin {i¢ kat1 olmasinin sonucu olarak toplumun
yaklasik dortte birinde hipertansiyon gériilmektedir. * ° Tiirkiye’de obezite, tiitiin
tiiketimi, tuz tiiketimi gibi BOH risk faktorlerinin ¢ok yiiksek diizeylerde olmasindan;

BOH’larin sosyoekonomik yiikiiniin daha da artacagi ongoriilebilir. Benzer sekilde



Kuzey Amerika'da ve Avrupa'da ® éliimlerin en yaygin nedeni kalp-damar hastaliklar
olup, bu hastaliklar ABD’de her y1l 860.000'den fazla insanin 6liimiine neden olmaktadir.
Yine ABD’de 80 milyon kisinin kalp-damar hastaliklardan mustarip oldugu tahmin
edilmektedir. ’ Bu hastaliklarm iliskili oldugu diyabet, iltihaplanma, yiiksek kolesterol,
hipertansiyon, obezite, fiziksel hareketsizlik veya sigara igmek gibi durumlar da
diisiintilecek olursa etkileri daha biliyiik olmaktadir. Giinlimiizde hastaliklarin tan1 ve
tedavisinde modern yaklasimlarda biiylik ilerlemeler saglanmistir. Ancak yine de
hastaliklarin genetik nedenlerini anlama ve buna paralel bir sekilde tedavi yontemleri
gelistirme konusunda katedilmesi gereken ¢ok mesafe vardir. Hal boyleyken olumsuz
durumlar1 6nlemede alinacak tedbirler agisindan BOH’lara sebep olan risklerin,
nedenlerin metabolizmadaki karsiliginin aydinlatilmasina dair her veri, iilke gelecegini
planlama ag¢isindan da 6nem arz etmektedir.

Son yillarda Molekiiler Genetik alanindaki ilerlemeler sayesinde, hastaliklara
neden olan mutasyonlarin tespitinin yapilabilmesiyle gene 6zgii tedavi giindem olmustur.
8 Giiniimiizde Drosophila Melanogaster’in model organizma olarak kullanilmasiyla
gerceklestirilen ¢aligmalar Eviilasyon, Molekiiler Biyoloji, Popiilasyon Genetigi, Genetik
Toksikoloji, Norobiyoloji gibi bircok alanda dikkat ¢eken gelismelere imkan vermistir. °
Drosophila, ndrodejenerasyon ve hatta norotoksikoloji dahil ¢ok cesitli hastaligin
molekiiler ve hiicresel mekanizmalarin1 agiga ¢ikarmak ve iliskili siireclerin veya
yolaklarmn genetik bilesenlerini taramak igin siklikla kullanilmaktadir. 1°** Drosophila
melanogaster’de gen ifadeleri engellendiginde, muhtemelen bu baskilama sonucunda
metabolik aksakliklar ve hatta hastaliklar olusacaktir. Bu sekilde indiiklenmis bir
organizma modeli tizerinde tedavi i¢in hem var olan hem de iyilestirici etkisi olabilecegi
distiniilen yeni kimyasal ajanlar denenebilir. KCNQ geninin klinikte sik karsilasilan

diyabet ve kalp hastaliklarinin yani sira selim ailesel yenidogan konvulziyonlar: (BFNC),



gestasyonel diyabet, Uzun QT Sendromu, Tip 2 Diyabet gibi bir¢ok hastalikla iliskisi
oldugu GWAS analizlerinde goriilmektedir. KCNQ geni igin sistematik bir sekilde genleri
tek tek yok edip kan sekeri ve lipit metabolizmasina etkilerini bulmak i¢in yapilmasi
gereken genetik taramalara (fonksiyonel genomiks) literatiirde rastlanmamustir.
Sistematik sekilde diyabetin; obezite, dislipidemi veya kalp hastaliklar1 gibi diyabetle
iliskili hastaliklarin genetik belirleyicilerini kesfetmek igin in vivo bir model sistem ideal
olabilir. Boyle bir ¢alisma, ilgili hastaliklarin patofizyolojilerine yeni bakis agilar1 ve
tedavilerinde yeni potansiyel ilag hedefleri saglayabilir. Bu calismada Drosophila
melanogaster’de gelistirilen bir in vivo model sistemi ile diyabete neden oldugu bilinen
KCNQ geninin yag dokuya 6zgii olarak susturulmasiyla, bu genin SREBP ve ChREBP’
ye olan etkisinin gozlenmesi en temel amaglardan birisidir. Drosophila araciligiyla
kurulan bu sistem zaman ve uygulanabilirlik acisindan biiylik avantaj saglamistir. Bu
sistem aracilifiyla 6zellikle lipit ve karbonhidrat metabolizmasinda, 6nemli rolleri oldugu
gosterilen SREBP ve ChREBP belirtegleri tizerinden KCNQ geninin metabolizma ile
iligskisinin degerlendirilmesi, ayrica KCNQ geni yok edildigi organizmalarda molekiiler
seviyede kan sekeri Olciilerek bu genin glikoz metabolizmasina etkisini, dolayisiyla

diyabetle olan iliskisinin ortaya konulmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Metabolizma ve Hastahklar:

Metabolizma, en genel tarifiyle canli yasaminin devami igin meydana gelen tiim
kimyasal tepkimelerdir. Basitten karmasiga tiim organizmalar, yasamsal faaliyetlerin
devaminda gerekli organik molekiillerin sentezlenmesi i¢in disardan aldiklar1 maddeleri
yapim ve yikim reaksiyonlarinda kullanirlar; bu reaksiyonlar sirasiyla anabolizma ve
katabolizma olarak isimlendirilir. Bu siiregler organizmada siki kontrol altindadir.
Kontrol mekanizmalarinda veya metabolik yolaklarda olusan aksakliklar organizmada
bircok ciddi probleme neden olabilir, hatta bu siire¢ organizmanin Oliimiiyle de
sonuclanabilir. 14

Hastaliklar, bulasict olanlar ve bulasici olmayan hastaliklar (BOH) olarak ikiye
ayrilabilir. Beslenme tutumlarinin degismesi, egitim ve gelir diizeylerinin artmasi,
koruyucu saglik hizmetleri (agilama gibi) ve toplum sagligi agisindan alinan tedbirlerin
yayginlagsmasi ile beklenen yasam siiresi artmistir. Bu durum yash niifusun artigina;
dolayisiyla yash niifusta gozlenen BOH’larin da toplumda gozlenen hastaliklar arasinda
artigina neden olmustur. * 2012 yilinda Diinya’da meydana gelen 56 milyon dliimiin 38
milyonu kanser, kalp ve damar hastaliklari, kronik hava yolu hastaliklar1 gibi BOH’lara
bagli olarak gerceklesmistir. Bu dliimlerin 28 milyonu (licte biri) diisiik ve orta gelirli
tilkelerde olmugtur. 2012°deki BOH’lara bagli 38 milyon 6liimden, % 40'tan fazlas1 70
yasin altindaki insanlari etkilemistir; 70 yas alt1 erken 6limlerin ¢ogunun 6nlenebilir
oldugunun da goz oniine alinmasi gerekir. 2 BOH’lara bagl &liimlerin nedenleri arasinda
diyabet (% 4), kronik hava yolu hastaliklart (asttm ve kronik obstriiktif akciger
hastaliklarin) (% 10.7), kanserler (% 21,7), kalp ve damar hastaliklar1 (% 46,2) yer alirken
bu dort ana bulasici olmayan hastalik, BOH’lara bagl 6liimlerin % 82’sinden sorumludur

15,16 (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Kiiresel Tiim Oliimlerin ve Bulasict Olmayan Hastaliklardan Oliimlerin
Dagilimi (30-70 Yas, 2012).

Ulkemiz gelismekte olan iilkelerdeki niifusa benzer sekilde geng niifus
yapisindadir. Yine gelismis toplumlardaki gibi BOH’lar 6liim sebebi olarak 6n plana
cikmaktadir. Ulkemizde giinden giine yash niifusa sahip bireylerin artmasiyla BOH larin
da atmasi ve bu duruma bagli olarak genel popiilasyonda is goremezlik ve Olim
oranlarinin da yiikselmesi beklenmektedir. BOH’larin tilke saglik kaynaklarinin énemli
bir kismim tiikettigi de bilinmektedir. * Sekil 2.2°de goriildiigii iizere Tiirkiye’de 30-70
yas oliimlerin %87’si BOH kaynakli oldugunu gosteren ¢alismalarda BOH’lara baglh

erken o0liim (70 yas alt1) ihtimalinin %18 olmasi yani yaklasik her bes yetiskinden birinin

erken dlmekte oldugu verisi dikkat gekicidir 1”18 (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Tiirkiye’deki Tiim Oliimlerin ve Bulasic1 Olmayan Hastaliklardan Oliimlerin
Dagilimi.

Ulkemizde giinliik tuz tiiketim diizeyi Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve Gida ve
Tarmm Orgiitiiniin (FAO) 6nerdigi diizeyin ii¢ kat1 oldugundan, toplumun yaklagik dortte
birinde hipertansiyonun oldugu tahmin edilmektedir.* Toplumumuzda tiitiin iiriinlerinin
kullanimimin yiiksek olmasi ve yetiskin bireylerdeki obezite problemi (%29) bir¢ok
hastaligin gelisiminde rol oynayan baska etmenlerdir. 1° Diinya genelinde oldugu gibi
tilkemizde giderek artan ve yasam kalitesini bozan obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar,
tip 2 diyabet (T2DM) ve 6zellikle de hormona 6zgii kanserlerde anlamli artisa neden
olmaktadir. Yag deposu olarak bilinen adipoz dokunun, enerji depo fonksiyonu yaninda
onemli bir metabolik ve endokrin organ oldugu da bilinmektedir. Adipozit serbest yag
asitlerini alip; trigliserit seklinde depolayarak lipit metabolizmasi iizerine katkinin
yaninda, enerji gerektiginde lipolize ek olarak endokrin, immiin sistem, angiogenez ve
hemostazda da etkili bir dokudur. 2° Ozellikle diyabet bagli dislipidemide, yiiksek plazma
trigliseriti ve kolesteroliin uzun siireli dolasimi, kardiyovaskiiler hastalik igin risk
faktorleridir. 2! Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar
Prevalans Calismasi I (TURDEP II) sonuglarina gore, son 12 yilda diyabet siklig1 ciddi

miktarda artarak %13.7°ye ulasmustir. 2> Kronik hiperglisemi, noropati, retinopati,



nefropati gelisimi, kardiyovaskiiler hastaliklar, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
bozukluklar ve alt ekstremite ampiitasyonlar1 gibi komplikasyonlariyla bir¢ok sistemik
bozuklugun olusumunu tetikleyen Tip 2 Diabetes Mellitus, prevalansindaki garpici artis
nedeniyle ciddi bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Tip 2 diyabetin klinikteki
zorlugu, hastaligin temelinde yatan ¢evresel ve genetik faktorlerin ¢esitliliginden ve bu
faktorlerin birbirleriyle olan etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir. Aday gen yaklasimi
ve genom boyu iliskilendirme ¢alismalar1 (GWAS) sonucunda Tip 2 diyabet ile iliskili
olarak tanimlanan yaklasik 70 yatkinlik geni varligi tespit edilmistir. 2 2009 yilinda
Avrupa kokenli bireylerde yapilan 10 GWAS’in degerlendirildigi bir meta-analiz de
yapilmistir (toplam 36610 bireyde). 2* Ilk GWA calismalarinda Avrupa kokenli bireyler
konu edilmistir. Asya kokenli bireylerin hastaliga yatkinlik olusturan gen ve
varyantlariin popiilasyon temelli iligki analizlerinde Avrupa kokenli bireylere gore
onemli derecede farklilik gostermesinden sonra, Tip 2 diyabetin yaygin oldugu Asya
tilkelerinde de genom boyu iliski analizlerinin yapilmasina baslanmistir. Dogu
Asyalilarda gergeklestirilen ilk GWA ¢alismasiin raporunda yeni bir lokus, KCNQ1
(potassium channel, voltage gated KQT-like subfamily Q, member 1), tip 2 diyabetle
kuvvetle iliskilendirilmistir.?®> BOH’larin risk faktorleri ve birliktelik gosterdikleri
hastaliklar da goz 6niine alindiginda, metabolik bozukluklar veya hastaliklar klinikte sik
karsilasilan tablolardir. Protein, karbonhidrat ve yag asitlerinin sentezi ya da yikimi veya
aralarindaki dengenin bozuldugu metabolik hastaliklar, dogustan olan ve genetik
hastaliklar sonucu olusan rahatsizliklar da dahil edildiginde genis bir alan1 kapsamaktadir.
Tek tek diistiniildigiinde nadir olduklar1 gériilen metabolik hastaliklar, ¢ok cesitli sayida
metabolik hastalik oldugu g6z oniine alindiginda 6nemli bir hastalik grubunu olustururlar.
26 QObezite, diyabet, osteoporoz, tiroid hastaliklari, dislipidemiler, hipertansiyon gibi

sayilabilecek metabolik hastaliklar toplumda olduk¢a yaygindir. Bu hastaliklar



sonucunda diyaliz, viicut yaralari, ani kardiyak 6liim, sagirlik, korliik, erken yasta tespit
edilmezse zeka gerilikleri gibi birgok saglik problemiyle karsilasiimaktadir. Dogustan
veya edinsel siireglerle gelisen bu hastaliklarda genetik ve dahi epigenetik faktorlerin rol
oynadigini gdsteren birgok caligma literatiirde mevcuttur. Kalitsal metabolik hastaliklarin
biiyiik bir kism1 bir maddenin baska bir maddeye ¢evrilmesini kolaylastiran enzimleri
kodlayan tek gen hatalarindan kaynaklanmaktadir. Metabolik bozukluklarin ¢ogunda
sorunlar, toksik maddelerin birikmesi ya da normal islev igin gerekli maddelerin
sentezlenememesi sonucunda yeteneklerin azalmasiyla ortaya ¢ikmaktadir.?’2°

2.2. Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri, DNA’nin belli bolgelerine baglanip gen ifadesinin
diizenlenmesinde etkilidirler. 3 Bu faktorler gen ifadesinin diizenlenmesinde zaruri
oldugundan her canlida bulunur. Canlilardaki transkripsiyon faktorii sayis1 veya cesitliligi
genomun biiyiikliigii ve gelismislik diizeyiyle paraleldir. 3! Insan genomunda DNA'ya
baglanabilen yaklagtk 2600 protein bulunmaktadir; bu proteinlerin  ¢ogunun
transkripsiyon faktorii oldugu diisiiniilmektedir. 32 Genelde genlerin iki tarafinda birkag
farkli transkripsiyon faktoriiniin baglanma yerleri bulunur ki bu genlerin diizgiin ifadesi
icin birka¢ transkripsiyon faktoriiniin birlikteligi gerekir. Yani insanmn 2000
transkripsiyon faktoriiniin belirli alt kiimesinin kombinasyonlar1 insan genomundaki her
genin, gelisim sirasindaki kendine has denetimini agiklamaya yeterlidir. >3 Transkripsiyon
faktorii baglanma bolgelerindeki mutasyonlarin memeli evrimsel adaptasyonunda etkisi
tartisilagelmis bir konu olup Arbiza ve ark.® insan evriminde baglayic1 bdlge
mutasyonunun onemli rolii oldugunu gosteren kanitlar bulmuslardir. Temel sarmal
dongii sarmal proteinleri, neredeyse tiim Okaryotlarda bulunan dimer yapida
transkripsiyon faktorleridir. Bu faktorler hayvanlarda 6zellikle kalp gelisimi, miyogenez,

norogenez, hematopoez ve embriyonik gelisimde oOnemli diizenleyicilerdir %



Transkripsiyon faktorlerinden olan karbonhidrata duyarli element baglayici protein
(ChREBP) ve sterol diizenleyici element baglayici protein (SREBP) , karacigerde glikoz
metabolizmasi ve lipid sentezinin iki temel diizenleyicisidir. 3 Memelilerde karbonhidrat
(glikoliz ve glikojen) ve trigliserid sentezinin gerceklestigi ana bolge olan karacigerin
metabolizmasinin diizenlenmesi tiim viicut enerji dengesinde kilit rol oynar. Lipogenez,
allosterik ve kovalent modifikasyonlarin aracilik ettigi, enzim aktivitelerinin akut
kontrolii ile diizenlenir. Yine glikolitik ve lipojenik enzimlerin birgogunun sentezi,
ozellikle glikozun onemli bir kaynak oldugu beslenme durumuna yanit olarak
diizenlenir. Bu yanitta, glikolitik ve lipojenik enzimleri kodlayan genlerin
transkripsiyonel diizenlenmesi biiyiik rol oynar. Son yillarda karacigerde glikolitik ve
lipojenik genlerin insiilin ve glikoz tarafindan transkripsiyonel diizenlenmesinin
anlasilmasini  saglayan gelismeler olmustur.®® Oyle ki, hepatik lipogenezin ana
diizenleyicisi insiilinken, karacigerde karbonhidrat ve lipid metabolizmasinin koordineli

diizenlenmesine glikozun da etkisi olduguna dair kanitlar vardir 3 (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Lipogenez Diizenlenmesi

Yag asidi sentaz gibi cogu lipojenik enzim geninin SREBP ve ChREBP baglayan

cevap elemanlar1 (SRE ve ChoRE) vardir. Glikoz ve insiilin varliginda lipojenik enzim


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzyme-activity

transkripsiyonunu indiikleyen bu iki faktor sinerjik olarak calisir (Sekil 2.4). 3 Coklu
doymamus yag asitleri (PUFA'lar) ve kendi hiicre i¢i araci vasitasiyla Glukagon, ChREBP
ve SREBP'nin aktivitesini inhibe eder. Boylece, lipojenik enzim gen iiretiminin ¢iktisi,

bircok besin ve hormonal sinyale tiimlesik hale gelir.

GLUCOSE INSULIN

v {°
ChREBP SREBP-1c
Glucagon (cAMP) - }\ f <« PUFAs

{ ChoRE } { SRE |=h

!

Lipogenic Enzyme
Expression

Sekil 2.4. Lipojenik Enzim Gen Transkripsiyonu Diizenlenmesinde ChREBP ve SREBP
Rolleri.

Hepatik lipogenez diizenlenirken SREBP-1c, LXR ve ChREBP’nin uyumlu
aktivitesi gerekir. Insiilin ve fruktoz / glikozun sinerjistik etkisi hepatik lipogenezi tesvik
eder *° (Sekil 2.5). insiilin, SREBP-1c mRNA’nmn transkripsiyonu ve ayn1 zamanda
SREBP-1¢ proteininin proteolitik islenmesini aktive eder. Fruktoz / glukoz ise
ChREBP’yi birgok mekanizma ile etkinlestirir. Insiilinin aracilik ettigi SREBP-1c
transkripsiyonunun aktive olmasi, LXR ve SREBP’lerin kendileri araciligiyla etki eder.
Temel olarak SREBP-1c mRNA’y1 artirarak lipogenezi diizenleyen LXR, ayrica
ChREBP ve bazi lipojenik genlerin promoterlerini dogrudan aktive edebilir. SREBP-2,
kolesterol biyosentezinin genlerini diizenler ve endojen sterol ligandlarinin tretimini
kontrol eder. Bu ligandlar LXR’nin SREBP1c, ChREBP ve lipojenik genlerin
transkripsiyonunu aktive etmesi i¢in gereklidir. Ayrica ChREBP dogrudan SREBP-1c

ifadesini diizenlerken; belirli kosullar altinda SREBP-1c de ChREBP'yi diizenleyebilir.
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Ogiin sonras1 hepatik lipogenezin en yiiksek diizeyde baslamasi i¢cin LXR, ChREBP ve

SREBP-1c hep birlikte gereklidir.3®
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Sekil 2.5. Hepatik Lipogenezin Diizenlenmesi

2.2.1. SREBP (Sterol diizenleyici element baglayici proteinler)

Sterol diizenleyici element baglayict protein (SREBP) transkripsiyon faktorleri,
hiicrede lipid metabolizmasin1 (kolesterol, yag asitleri, trigliseritler sentezini kontrol
ederek) diizenleyici rol oynarlar. °© SREBP’ler membrana bagli, temel sarmal halka-
sarmal 18sin fermuar (bHLH-LZ) transkripsiyon faktérleri (Sekil 2.6) *! olup bu rolleri
yeni diizenleyici mekanizmalarin ve yolaklarin tanimlanmasi, transkripsiyonel hedeflerin
belirlenmesi ve tip Il diyabet, kanser, bagisiklik, ndroproteksiyon ve otofajide yeni
islevlerin kesfedilmesiyle gittikce yayginlasmaktadir. > Memelilerde SREBP-1a,
SREBP-1c ve SREBP-2 olarak 3 adet SREBP izoformu tanimlanmustir, bu izoformlar
SREBF1 ve SREBF2 genlerince kodlanirlar. SREBP-1a, yag asidi ve kolesterol
sentezinde rol alirken SREBP-1c yag asidi, SREBP-2 ise kolesterol sentezi ve alimini

aktive eder. %0
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Sekil 2.6. SREBP Yolag:

SREBP'ler, bHLH-LZ ailesindeki diger transkripsiyon faktdrlerinden farkli olarak
inaktif onciiler olarak endoplazmik retikulum (ER) membranina yerlestirilir. Steroller,
ER’den golgiye tasinmasii kontrol edip diizenlerler. ** Golgiye yerlesik iki proteazin (
Site-1 proteaz,S1P ve site-2 proteaz, S2P) aktiviteleri sonucu SREBP N-terminal bHLH-
LZ transkripsiyon faktor alant membrandan salinir ( Sekil 2.7). SREBP klevaj aktive
edici proteini (SCAP) SREBP’nin tiim izoformlarinca baglanir ve ER’den Golgi’ye olan
gociine eslik eder. Kolesteroliin az oldugu hiicrelerde, SREBP-SCAP kompleksi, S1P ve
S2P'nin proteolitik aktivitesiyle membrandan ayrilarak SREBP N terminalini (SREBP-
N) serbest biraktigi COPIl (coat protein kompleks 2) vezikiiller araciligiyla Golgi
aparatina ulasir.*® Cekirdege gelen SREBP-N, kolesterol biyosentezi ve aliminda gérevli
genleri aktive ederek, sterol homeostazini saglar. SREBP'ler transkripsiyonel olumlu geri
bildirim ile kendi kendisini de diizenler. Ayrica, SREBF-1/2 transkripsiyonunun aktive
olmasi ile SREBF2/SREBFL'in intronlarinda kodlanan mikroRNA’larin (miR-33a /
b) ekspresyonu da artar ve bu genler, homeostazin saglanmasina daha fazla yardimeci
olmak igin lipid ihracatin1 ve yag asidi oksidasyonunu negatif olarak etkiler. ** Asir1 ER
kolesterolii, SCAP’i baglayarak SCAP’in ER-yerlesik protein Insig’e baglanmasini

destekleyen konformasyonel bir degisiklige yol acar, bdylece SREBP-SCAP
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kompleksinin ER ¢ikisini bloke eder 424 ( Sekil 2.7). Diizenleme, SREBP’nin sentezi,
degradasyon,  transkripsiyonel  aktivite,  proteolitik aktivasyon  seviyelerinde
olabilir. Birden fazla sinyal, Insig’in stabilitesini ve ekspresyonunu kontrol etmek
suretiyle SREBP’lerin proteolitik aktivasyonunu ve ER’den Golgi’ye tasinmasini
diizenler. ilaveten, niikleer SREBP’ler, asetilasyon, fosforilasyon, ubikitinasyonu da
kapsayan translasyon sonras1 modifikasyonla da yiiksek oranda diizenlenir. Diizenleme
olumsuz veya olumlu olabilir. ( Sekildeki 2.7’deki kisaltmalar: Doymamis yag asitleri
(UFA’lar); SREBP’nin niikleer formu ( SREBP-N); triagilgliserid ( TAG).) Asirt
kolesterollii kosullarda 25-hidroksikolesterol gibi kolesteroliin oksisterol tiirevleri birikir
ve bagimsiz olarak Insig'e baglanmasi SREBP-SCAP’in ER tutulmasini saglar. *
INSIG1 ve INSIG2 genleri Insig proteinlerini kodlarken SREBP tasinmasinin doku ve
sinyale 0zgii diizenlemesini kontrol eder. Insig-2den farkli olarak Insig-1, proteazoma
bagli bozunurken kolesteroliin, Insig-1’i kararli hale getirmesi SREBP'nin ER'den
Golgi’ye tasmmasini inhibe eder. *° Ayrica INSIG1 dogrudan bir SREBP hedef geni
oldugundan SREBP aktivasyonu, hem kolesterol seviyelerini hem de Insig-1 proteinini
artirir boylece SREBP-SCAP taginmasinin ve proteolitik aktivasyonunun negatif geri
besleme, yakinsak diizenlemesini saglanir. Oksisteroller de yag asidi sentezini uyaran
SREBP-1c’nin transkripsiyonunu uyarir; bunu niikleer hormon reseptorii karaciger X

reseptoriiniin (LXR) SREBF1 promotériine dogrudan baglanmasiyla yapar. 4°
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Sekil 2.7. SREBP’lerin Diizenlenmesi

Hayvan hiicrelerinde lipid homeostazi, transkripsiyonun son {iirlin geri bildirim
diizenlemesiyle koordine edilir * (Sekil 2.8). SREBP’nin, ER'den Golgi’ye hareketine
eslik eden SCAP ile olusturdugu kompleks, sterollerin hem varliinda hem de
yoklugunda stabil bir yapidadir. SREBP’yi ER'den Golgi’ye tasimak i¢in, SCAP’in sterol
algilama alam, hiicresel lipid yiikiinden gelen sinyalleri doniistirmede gereklidir. *°
SREBP’ler (sterol diizenleyici eleman baglayici proteinler), hayvan hiicrelerinde lipid
sentezini ayarlayan zara bagl kopyalama faktorleri olup transkripsiyonel olarak aktif ug
amino terminalidir. Bu ug, S1P ve S2P’nin aracilik ettigi iki sirali proteolitik asamadan
sonra membrandan salinir. Lipidler ER’deki onciiniin golgideki proteazlar olan S1P ve

S2P ye ulagsmasini diizenleyerek aktif SREBP nin salinmasini1 da kontrol eder. #*
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Sekil 2.8. SREBP Yolagi

SCAP-SREBP hareketinin sterol aracili diizenlenmesi i¢in iki protein, Insig-1 ve
Insig-2 gereklidir. SCAP sterol algilama alanindaki nokta mutasyonlar, sterol aracili
diizenlemeyi bozar ve SCAP ile Insig-1 veya Insig-2 arasindaki etkilesimi bloke
eder. Ayrica Insig-1, stabilitesini diizenlemek i¢in kolesterol biyosentezinin hiz
siirlayict enzimi olan HMG CoA rediiktazin sterol algilama alaniyla etkilesir.

Bocekler, Insig proteinleri haric SREBP yolaginin bilinen tiim bilesenlerine
sahiptir (Sekil 2.9). 4’ Sekilde endoplazmik retikulumun (ER) zarlaridan turuncu renkle
gosterilen kolesterol veya mor ile gosterilen fosfatidiletanolaminin tiikenmesi, mavi ile
gosterilen SCAP ve kirmizi ile gosterilen SREBP'nin olusturdugu kompleksin Golgi
aparatina hareketine izin verir. Golgide makas ile gosterilen iki proteaz transkripsiyonel
olarak aktif bir SREBP fragmaninin salinmasina neden olur ki bu par¢a ¢ekirdege girebilir

ve lipid sentezinde yer alan genlerin ifadesini agar.*’
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Sekil 2.9. Memelilerde ve Sineklerde SREBP Yolaginin Geri Bildirim Inhibisyonu.

Boceklerde SREBP islenirken, fosfatidiletanolamin, steroller yerine diizenlemede
kullanilir. Birbirinden farkli iki lipidin SREBP islemesi {izerindeki baskilayici etkisi,
SCAP’nin lipidlerle klasik bir reseptor-ligand tarzi etkilesime girmek yerine zarin fiziksel
ozelliklerini algilayabilecegini gostermektedir.!

2.2.2. ChREBP (Karbonhidrat Duyarh Element Baglayic1 Proteinler)

Bilinen diger adlariyla Mio, MIx interactor, ChREBP veya Mondo, karbonhidrat
ve lipid metabolizmasinda rol alan temel sarmal dongii-sarmal-16sin fermuar
transkripsiyon faktoriinii kodlar. MIx olarak da bilinen Bigmax tarafindan kodlanan
baglanma ortagiyla birlikte, sekere bagl gen ekspresyonunu ve dahi lipogenezde yer alan
genlerin aktivasyonunu kontrol eder. Mondo geni mutant olanlar diyetteki sekerlerini
tolere edemezler ve bozulmus kas fonksiyonlar olur. “® Ayni sekilde temel sarmal déngii-
sarmal-16sin fermuar transkripsiyon faktoriinii kodlayan MIx olarak da bilinen
Bigmax iiriinii, sekere bagl gen diizenlemesinde yer alirken pentoz fosfat yolu glikoliz,
de novo lipogenez de dahil birgok metabolik yolun transkripsiyonel kontroliinde etkilidir.

Aym sekilde fonksiyonunun kaybinda diyette sekere intolerans olusur.** ChREBP /
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Mondo-MIx transkripsiyon faktorleri sekerlerce aktive edilirler. Sekeri tolere edebilmek
icin gereklidir. Sekerlerin lipitlere doniismesini tesvik ederler. Drosophila’da Mondo-
MIx’in, sekerle diizenlenmis genlerin ¢ogunu ki bunlara besin sindirimi ve taginmasinin
yani sira karbonhidrat, amino asit ve lipid metabolizmasinda yer alan genler de dahil,
kontrol ettigi gosterilmistir °* %! (Sekil 2.10). Dahasi, Mondo-MIx hedeflerinin insandaki
ortologlari, dolasimdaki trigliseritlerle iliskili gen wvaryantlar1 arasinda zenginlik
gosterir. Mondo-MIx metabolik genleri dogrudan diizenleyebildigi gibi, Gli-benzeri
transkripsiyon faktorii Sugarbabe ve Aktivin ligand1 Dawdle dahil olmak iizere asag1 akis
efektorleri araciligiyla da metabolik homeostazi korur. Sugarbabe, yag asidi
desatlirasyonu ve de novo lipogenezini igeren Mondo-MIx’e bagli islemlerin bir alt
kiimesini kontrol eder. Kisacas1 Mondo-Mlx, yiiksek sekerli bir diyete adaptasyonunda
calisan diger sekere duyarli yollarin ana diizenleyicisidir °°-°2 (Sekil 2.11).

o oo

S
\oo SUGARS _©

}34

Ehsonse>_

\,
-~

’
-

( EFFECTOR GENES
P
LIPID i AMINO ACID
METABOLISM METABOLISM
De movo Mpogenesis * CARBOHYDRATE Sevine vosyrehesis T
Trgtycevide storage T METABOLISM Glutamine/Glutamate
Famy scid desaturabon * Chikas o o s fransparnt & Diosynmesss
Lipid chgestion + Giycolysis +

Livd catabolsm w Panftose Phosphate Pathway *

Stevch digeston +

Sekil 2.10. ChREBP / Mondo-MIx Sematik Gdsterimi

Sugarbabe geni ifadesinin, glikoz metabolizmasi tarafindan diizenlenen ChREBP

tarafindan kontrol edildigi bilinmektedir.*®
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2.3. KCNQ

Voltaj kapili potasyum kanallari (VKPK’ler) potasyuma 6zgii olup hiicre
zarindaki voltaj degisiklikleriyle aktive olurlar. Aksiyon potansiyelinde, VKPK’ler
depolarize hiicreyi dinlenme durumuna getirmede onemli gorev iistlenirler. Yapilarindaki
alfa alt birimleri gercek iletkenlik i¢in gézenek olustururken, beta alt birimleri alfa alt
birimleriyle iliskide olup bunlar1 diizenleyen yardimci proteinlerdir.>® Potasyum
kanallar1, iyon kanali ailesindeki en gesitli gruptur.®® Her iki birim de hidrofobik
transmembran ¢ekirdekler agisindan birkag alt ailede smiflandirilabilir.® Aksiyon
potansiyelini sekillendirmede ve noéronal uyarilabilirlik ve esneklikte 6nemlidirler.%
Insanlarda bulunan 70’in {izerinde potasyum kanali geninin sadece bir kismi1 hastalikla
baglantilidir ki potasyum kanallarmin KCNQ ailesi bu anlamda istisnaidir. Bes KCNQ
geninin dordiindeki mutasyonlarda sagirlik, kardiyak aritmiler ve epilepsi gibi olmak
lizere hastaliklar gozlenir. Bu durumlar KCNQ kanallarinin farkli fizyolojik

fonksiyonlarmi gosterir.>’ KCNQ kanallar1 insiilin sekresyonu 8 , kalp frekans1 *°, diiz
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kas1 kasilmasi ° nérotransmitter salinimi °*, epitel elektrolit tasinmasi1 °* ve noéronal
uyarilabilirlik % gibi fonksiyonlarda gérev alilar. KCNQ genlerinin akciger, beyin,
pankreas, kalp, kulakta ve plasenta ifade edildigi gosterilmis, viicutta yaygin olarak
dagilmistir. Ornek olarak repolarizasyon voltaj kapili potasyum kanallarindan ikr (eag,
KCNH2) ve iks (kvLQTI, KCNQ1)’nin mutasyonlar1 Drosophila ve omurgalilarda uzun
QT sendromuna neden oldugu goriilmiistiir % ® ve Drosophila’ da ilk tanimlanan K+
kanalidir.%® Asyalilarda gerceklestirilen ilk GWA calismasinin raporunda yeni bir lokus,
KCNQ1 (potassium channel, voltage gated KQT-like subfamily Q, member 1), tip 2
diyabetle kuvvetle iliskilendirildigi belirtilmistir.?

KQT benzeri kanallar olarak da bilinen KCNQ genleri tarafindan, Kv7 potasyum
kanal ailesinin iiyeleri olarak kodlanir. K v 7.1 (KCNQ1) - KvLQT1, Kv 7.2 (KCNQ2
), Kv7.3(KCNQ3), Kv7.4(KCNQ4) ve Kv 7.5( KCNQ5) olmak iizere bes iiye tarif
edilmis olan KCNQ kanallarinin dérdii (KCNQZ2-5) sinir sisteminde gozlenir. Bunlar
onceleri '™ kanalt' olarak adlandirilan bir diisiik esikli voltaj gecisli K + kanali grubunu
olustururlar.8” KCNQ kanallari, kalpte ise K + akimlarin1 yeniden polarize ederken;
sinirlerde muskarinik akimlardan sorumludurlar. ® Bunlar toksin baglama &zelliklerinin,
kanal iletkenliginin, voltaja bagli gecit mekanizmasinin ¢esitliligine sadece kiiciik amino
asit degisiklikleri ile sahip olurken temelde oldukca benzer proteinlerdir. K + kanali
aktivasyonu diizenleme tiirlerine gore degisen farkli sinyaller ve kosullar tarafindan
gerceklesebilir.  Ornegin bazilart hiperpolarizasyona veya hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunda bir artisa veya plazma membraninin depolarizasyonuna yanit olarak
acilirken, digerleri hiicre i¢i kinazlar ile birlikte bir vericinin baglanmasiyla veya GTP
baglayici proteinler veya diger ikinci haberciler tarafindan diizenlenebilir. ® Okaryotik

hiicrelerde, K + kanallar1 kalp ritminin iiretilmesinde ve noral sinyalleme gorevliyken; G

protein-bagl reseptorleri (GPCR’ler) igeren sinyal iletim yollarinda gorev yaparken
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sitotoksik T lenfositlerce hedef hiicre lizizinde rol alirlar.”® Prokaryotik hiicrelerde ise
iyonik homeostazin saglanmasinda gorev alirlar.”*
KCNQ (Kv7) Drosophila’da embriyonik gelisim ve kalp i¢in zorunlu bir kanal

oldugundan genindeki mutasyonlar1 fibrilasyon ve ciddi aritmi ile seyretmistir. ®*

Drosophila *da Shaker akimindan baska K akimlarinin var oldugu > 7

gosterildikten
sonra gen i¢inde silme islemi sonrasinda sineklerde hala bu genin kodladigina benzer K
akimlar1 goriiliince uygulanan tekniklerle Shab, Shaw ve Shal olarak adlandirilan ii¢ gen
daha gosterilmistir. * 7. Bunlardan Shab kanallari néron ve kaslardaki akimlarda
goriiliir. "*"® Aksiyon potansiyelinin diizenlenmesi &, sinaptik ileti 8, kalp kasilmas1
gibi birgok olayda karsimiza cikarken kardiyomiyositler 8, plasenta 8, retina 8, pankreas

P-hiicrelerin 86

, iskelet kaslar1 &, vaskiiler diiz kaslar 8 Kv2 kanallarinin bulundugu
yerlerdir. ilk defa Drosophila’ da bulunan Shaw geni kanallar1 embriyonun son asmasinda
sinir sitemi boyunca ifade edilir; beraberindeki Shawl kanallar1 ise merkezi sinir sistemi
alt birimlerinin gelisimi sirasinda uyarilmaz hiicre tiplerinde bulunur. & Sinir sisteminde
Shaw kanallarinin agir1 uyarilmasi viicut kiitlesinde azalma, eter kaynakli sallama (ether-
induced shaking) ve oliimle sonuglanirken ayni  kanallarin = sirkadiyen ritmin
diizenlenmesinde de rolii oldugu goriilmiistiir. 8 *° Drosophila’ da Shal (Kv4) kanallari,

491,92 576llikle ndronal aksonlar

sinirlerde A tipi K+ akimini iletmekte gorev alirken
yerine hiicre ve dentritlerde bulunmustur.”® Shaker ve shal kanallar1 biyofiziksel
Ozellikleri ve ifadelerinin topolojisinde de farklilik gostermektedir. Memelilerde Shal
ailesinin Kv4.1, Kv4.2 ve Kv4.3 tipleri bulunur. Kv4.2 kanal mutasyonlar: temporal lob
epilepsisiyle iliskilidir. % insan kalbinde Kv4.3 kanali, disa dogru Ito potasyum akimmnin
onemli bir pargasidir. 8 % Kv4.3 kanallarinin ifadesi, kalp hastaliklarinda kalitsal ve

edinsel kardiyak patojenleri de degistirmistir. %% Kv4.3 mRNA ve protein seviyeleri,

kalic1 ve paroksismal atriyal fibrilasyonda azalmaktadir. %°
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2.4. Drosophila Melanogaster Model Organizmasi

Drosophila melanogaster sinegi Diptera takimindandir; yasami siiresince tam
baskalasim gegirir. Bir asirdan fazla bir siire dnce halk arasinda meyve/sirke sinegi olarak
da bilinen Drosophila melanogaster omurgasiz bir hayvan modeli olarak klasik genetik
alaninda kullanilmaya baslanmistir. Drosophila, insanin oldugu her yerde takipgisi
olmus, laboratuvarlarda bakimimin kolay olmasi, elde edilebilmesi ve 6grenciler igin
ucuz bir model olmasindan laboratuvarlarda tutulmustur. '®° Bircok laboratuvarda
arastirmalarda meyve sinegi kullanilmaya baslanmis; Thomas Hunt Morgan ile
ogrencileri Sturtevant ve Bridges sineklerle ¢aligmis ve bir asir dnce ufuk agici kesifler
yapmiglardir. Morgan ve ekibi, Mendel kalitiminin mekanizmasini kavramak ve baglanti
haritasin1 olusturma amaciyla bu canliyr kullanmislardir. Morgan'in ¢alismalariyla 1909
yilindan beri genetik caligmalarda kullanilmakta olan Drosophila melanogaster ile
calismak eviilasyon ve popiilasyon genetigi, molekiiler biyoloji, nérobiyoloji ve davranis
gibi alanlarda biiyiik gelismelere imkan tanimistir, 1%

Drosophila melanogaster, temel genetik olaylari gézlemleyebilmek i¢in oldukga
uygun bir organizmadir. Ayrica popiilasyon genetikgileri seleksiyon deneyleri ve
evrimsel ¢alismalarinda Drosophila Melanogaster’i kullanmaktadirlar. Kromozom
yapisini ve seklini, karyotipi ¢alisirken sitogenetikgiler i¢in kullaniglt bir organizma
oldugu goriilmiistiir. Drosophila Melanogaster,  gelisimin molekiiler temelinin
anlasilmasinda kullanilan ilk 6karyotik organizmalardan bir tanesidir. Bu organizmanin
genetik calismalarda kullanilmasinda laboratuvar ortaminda yetistirilmelerinin ekonomik
ve kolay olmasi, boyutlarinin uygun olmasindan dolay1 yer kaplamamasi tercih sebepleri
arasinda onde gelen nedenlerdir. 1% Jenerasyonlar arasi siireler kisadir, bir sinegin
erginlesip ¢ok miktarda yavru olusturmast i¢in 25°C’de 10 giin gibi bir siire yeterlidir. °

Drosophila, giintimiizde hastalik mekanizmalarin1 kapsayan hiicresel ve molekiiler

21



mekanizmalarini agiga ¢ikarmak ve hastaliklarla iligkili siire¢ veya yolaklarin genetik
bilesenlerini taramak igin norodejenerasyon ve hatta norotoksikolojide de siklikla
kullanilmaktadir. % 2 13 [ aboratuvarda kolayca kiiltiirlenebilen meyve sinegi, yasam
dongiilerinin kisa olmasi ve bir¢ok yavru vermesi, insanlardaki hastaliklarla iliskili birgok
ortolog geninin olmasi, yogun bir genoma sahip olmalari, genetik olarak manipiile
etmenin kolay olmasi gibi niteliklere sahip oldugundan diinya {iizerinde bircok
laboratuvarda calisilan giiclii bir model organizma olmustur. ° Drosophila melanogaster
sineklerinde doéllenme ve zigot olusumu dahil embriyonik, larva, pupa ve yetiskin
yasaminin tiim evreleri siire bakimindan ortam sicakligina bagimli olup en iyi bityliime
sicaklig1 olan 25°C’de ortalama 10 giin i¢inde yetiskin olurlar. 1% (Sekil 2.12). Sekilde
sirastyla Embriyonik gelisim (24 saat), Birinci larva evresi (L1) (24 saat), ikinci larva
evresi (L2) (24 saat), Uciincii larva evresi (L3) (72 saat), Pupa (96-120 saat), Yetiskin

(960-1200 saat) gortilmektedir.

Drosophila
Life Cycle

Sekil 2.12. Drosophila Yagsam Evreleri.

Sekil 2.13’te gorildigi tizere Drosophila melanogaster sinekleri dibinde

yiyecegin oldugu ve agiz kismmin pamuk ile kapatildigi viollerin igerisinde
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yetistirilmektedir. Sineklerin 25°C’de tutuldugunda 9-10 giinde tamamlanan metamorfoz
siirecini gorebilecegimiz violiin resmini gérmekteyiz. Embriyolar 1. giliniin sonunda
yumurtadan ¢iktiktan sonra 4 giiniinii larva olarak besin igerisinde gecirir. 5. giin
civarinda, violiin cidarinda pupa olusturmak {izere besin disina ¢ikacak olan 3.instar larva
asamasini geger. 5-9 giinler arasinda, metamorfoz olusurken, pupa doneminde kararan
kanatlar olgunlagsmanin neredeyse tamamlandigmi anlatir. Yetigskin sinekler 9-10
giinlerde pupadan ¢ikarlar ® (Sekil 2.13).

Erkekler pupa dongiisiinden sonraki birkag saatte fertil ve olgun duruma gelirler.
Disiler bu olgunluga 6-12 saat arasinda degisen siirelerde geldikten sonra olgun disi
birden fazla erkek sinek ile bir¢ok defa eslesebilir. Spermler disilerce karin bolgesinde
depo edildikten kisa bir siirede yumurtalari1 déllemek tizere kullanilir. 25°C’de Drosophila
disileri ortalama 26 giin, erkekleri ise 32 giine kadar yasayabilmelerine ragmen Sineklerin
kullanilmast i¢in en uygun siire baslangigtan itibaren 20 giindiir. Caprazlamalarda

yaslandikca fertiliteleri azaldigindan 10 giinden biiyiik olmayan gen¢ disiler tercih

edilir. 102:103
Life cycle
Embryos
(Mating)
9 Cf 1* instar
Day 10 ” ﬁ ! 27 instar

PR—

Adults ) p \:nsmr

Sekil 2.13. Drosophila Melanogaster’ in Yasam Dongiisii.
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Erigkin bireyin gelisimi 25°C ve %60 bagil nem ortaminda 10 gilinde
tamamlanirken, 23,5°Cde 336, 18°C'de ise 504 saate kadar uzamaktadir. Yumurtalar,
oval sekilde, ortalama 0.2 mm ¢ap ve 0.5 mm uzunlugunda, koryon zari1 ile kapli, dorsal
(sirt) kisimlar1 ventral (karin) kisimlarina gore daha yassi sekildedir, sirt Kismin anterior
(6n) ucunda yumurtanin oksijen almasini saglayan iki filament bulunur. Bu flamentler
ayrica yumurtanin yumusak olan besine batmasina engel olur. % Disiler yumurtalarini
karinlarinda depo ederler, heniliz daha cinsel olgunluga erismeyen disiler erkeklerin
olmadig1 bir tiipe aktarilarak istenilen ¢aprazlama modeli i¢in hazir tutulur. Erkeklerin
testislerinde, diploid spermatogoniumlardan haploit olarak tiretilen spermlerin boylari
1.7-1.8 mm arasinda degisir. Disi sinegin uterusuna aktarilan spermler burada giinlerce
yasayabilirler, spermler uterusa gegip yumurtalari délleyerek zigot olustururlar. Herhangi
bir sperm yumurta ile eslesir eslesmez disi yumurtasini birakabilir ya da yumurta
embriyonik gelisimin erken safhalarina kadar uterusta kalabilir. Embriyonik gelisimin
ardindan (yaklasik 24 saat) sonra larvalar temel besinin maya oldugu besiyerine
¢ikarlar.’% L1 déneminden L2 donemine gecis yani ilk deri degisimini 24 saat sonra
gerceklestirilir. L2 evresine giren larvalar 24 saat sonra yine deri degisimi
gerceklestirerek L3’e doniisiir. L3 evresi 48 saat slirmekte olup, larvalar bu evrede ¢engel
seklindeki agizlariyla beslenir. Bu evrede gelisim beslenmeye paralel olarak hizli bir
sekilde gergeklesir. Yetiskin larvalar besi yeri igerisinde tiineller acarak hem besi yeri
igerisinde hem de besi yerinin iizere, yukart dogru hareketlenirler. Bu donemde larvalar

siselerin cidarinda ve besi yeri igerisinde larvalari gérmek miimkiindjir.
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Sekil 2.14. Larvada Metabolik Organlar

L3 doneminin sonlarina gelmis larvalar kiiltiir sigsesinin cidarinda uygun bir yere
tirmanip diger gelisimlerini tamamlamak igin pupa halini almaya baslarlar. Pupalar ilkin
beyaz renkteyken, iki saat sonra koyumsu sari renge ve sonunda kahverengiye doniistirler.
Bu donemde pupalar hareketsizdir, beslenme goriilmez. Erigkin bir sinegin viicut sekline
ve organlarina sahip bir bireyin gelisimi i¢in gereken bagkalasim (metamorfoz), pupa
evresinde sicaklik ortalama 20°C iken 144 saatte, ortalama 25°C sicaklikta ise 120 saatte
gerceklesir. Geligimin tamamlanmasiyla pupa kilifinin operkulumundan delinmesi ile
uzun viicut yapisin sahip, ag¢ik renkli yeni eriskin sinekler disar1 ¢ikarlar, bu bireylerin
renkleri birkag saat iginde koyulasir. Sineklerin kanatlar basta olmak iizere yumusak olan
viicut boliimleri ortamdaki oksijene maruz kalarak sertlesir. Son olarak kirisik durumda

bulunan kanatlar agilir ve bireyler normal eriskin sinek gériiniimiine ulasirlar 1% (Sekil

2.15).

Sekil 2.15. Drosophila Melanogaster Yetiskin Sinek
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Drosophila melanogaster agik dolasim sistemine sahip olup, memelilerdeki kanin
esdegeri olan s1visina hemolinf denilmektedir. Hemolinf i¢erisinde seker olarak iki glikoz
molekiliinden olusan ve trehalose olarak isimlendirilen disakkarit bulunur. Memelilerde
oldugu gibi seker ayrica glikojen olarak da yag dokuda depolanmaktadir. Dolagiminda
trehalose miktar1 insandaki glukoz miktarina oranla asir1 yiiksektir (1500 — 2000 mg/dL
ve ~100 mg/dL). 1% 197 Kanda trehalose miktarimi 6lgmek i¢in uygulanan bir metot vardir;
klinik biyokimyadaki uygulamalara benzer sekilde birka¢ hayvandan elde edilen 0,5 uLL
kanda, trehalose enzimatik olarak glukoza gevrildikten sonra olgiim gergeklestirilir.
Literatiirde genetiksel ve kimyasal metotlarla manipiile edilen sineklerdeki trehalose
seviyenin en fazla %50 civarinda bir desigim sergiledigi kaydedilmistir. 1% %7 Trehalose
metodu fazlaca mesakkatli ve zaman alict olup Drosophila’da gerceklestirilecek genis
caphi taramalar i¢cin uygun bir yontem degildir. Ayrica theralose sekerinin insan
metabolizmasinda bulunmamasindan dolayi, dl¢iimiiniin insan fizyolojisini anlamaya
katkisi net degildir. Trehalose 6lgme metodu ¢ok 6nceden bulunmasina ragmen herhangi
bir genetik tarama i¢in kullanilamamigtir. Ayrica bireylerde glukozun az miktarda
bulunmas1  hatta  bazen  hic  olmamast  nedeniyle, glukoz  dl¢iimii
gerceklestirilememektedir. Akdemir F. ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmalarda SREBP-
GALA4 pilot genetik taramasinda bulduklari bazi genleri laboratuvarda karakterize etmeye
calisirken, ChREBP mutantlarinda glukometrenin sinyal verdigini ve glukoz degerinin
yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir. Arastirmacilar elde ettikleri verilere dayali olarak
kan sekeri metodunu bulup, optimize ederek olusturulacak Drosophila modellerinin insan
hiperglisemi ¢alismalar1 i¢in uygun olup olmadigin1 denemislerdir. Bu amacla
memelilerde fonksiyonlar1 yok edildiginde, kan sekeri diizeyinin artmasini indiikleyen
genlerin, sinyal iletim yolaklarinin Drosophila’da ortolog esdegerlerini inhibe ederek

gozlemeye calismiglardir. Elde ettikleri 6n veriler hem yeni metodun hem de Drosophila
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model organizmasinin insan i¢in uygunlugunu ve gecerliligini ortaya koymustur. Bu
amagla yaklasik kirk farkli mutant hayvanda hem trehalose hem glukoz diizeyleri
Olclilmiistiir; bircogunda hiperglisemi goriilirken ChREBP disindakilerde trehalose
seviyesinde istatistiksel acgidan farkliligin  olusmadigr kaydedilmistir. Ayrica
calismalarinda Drosophila’da trehalose’dan ziyade glukoz homeostazisinin 6n plana
cikt1g1, trehalose’un bu canlida glikojen gibi seker depolama formu oldugu sonuglar1 da
cikarilmistir. Drosophila’da kan miktar1 en ¢ok L3 déneminde bulunur, bu dénemde
kandaki glukoz konsantrasyonu insandaki muadili ile karsilastirildiginda ¢ok diisiik
seviyededir. Larvalar sekerli besiyerinde yasadiklarindan dolayr kiiciik bir seker
kontaminasyonunun ol¢iimii etkilememesi i¢in larvalar bes kez yikanir. Yine
arastirmacilar tarafindan sinek makrofaj kiiltiirii tekniginin bulunmasi, béylece hemolinf
ile aseptik ¢alismasi bu calismanin gerceklestirilmesinde biiyiik kolaylik saglamistir. Bu
yontem ChREBP gibi hiperglisemik bir mutant metodu optimize etmeyi miimkiin
kilmigtir. Bu metot, trehalose teknigine gére az is giicii gerektirmesi, ¢cok daha hizli
olmasi, sinyal/giiriiltii oraninin yiiksek ve standart sapmasi ¢ok daha kii¢iik olmasindan
dolay1 genis capl bir genetik tarama i¢in uygundur. Bu model organizmada ilk defa kan
glukoz seviyesinin olgiilmesine imkan saglamistir, boylece bir hafta gibi kisa siirede
onlarca farkli gen ekspresyonu RNAI ile yok edilip kan sekeri diizeyinin incelenmesi
miimkiin goriinmektedir. 198 109

Erigkin erkek ve disi sinekler belirgin olan birtakim 6zellikleriyle kolaylikla
birbirlerinden ayirt edilebilirler. Drosophila melanogaster erkeklerinin karin yapilari kisa
ve yuvarlak oldugu halde, disi sineklerin karnmnin ucu uzun ve sivri goriiniimliidiir %
(Sekil 2.16). Ek olarak disilerin yaslandik¢a karin bolgeleri yumurtalarla doldugundan

genigler. Yine cinsiyet ayriminda kullanilan bir diger 6zellik de karin segmentlerinde

bulunan koyu renkli ¢izgilerdir. Bu goriilebilir segmentler disilerin karninda yedi,
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erkeklerin karninda ise bes adet olarak gozlenir. Mikroskobik incelemelerde dis genital
yapilarinda da farkliliklar goriliir. Stereo mikroskop altinda yetigskin erkek sinekler
incelendiginde, birinci ¢ift yiliriime bacaklarinin birinci tarsus segmenti tizerinde kalin ve
siyah kil demetinden olusmus esey taragi (Sex comb) olarak adlandirilan yap1
gozlemlenir, disilerde bdyle bir yap1t mevcut degildir. Caprazlamada kullanilan sineklerin
cinsiyetlerinin ayirt edilmesinde ve Ozellikle virjin birey se¢iminde bu karakteristik

ozellikler kullanilmistir. 1%

Sekil 2.16. Drosophila Melanogaster’de cinsiyetlerin fenotipik gortiiniimii

Drosophila melanogaster’in diploit setinde 4 ¢ift kromozom (2N=8)
bulunmaktadir. Bu setin iig ¢ifti otozomal, bir ¢ifti ise gonozomaldir. Yine disi sineklerde
iki adet X kromozomu, erkek sineklerde ise bir adet X kromozomu ve ters J seklinde bir
adet Y kromozomu bulunmaktadir 1** (Sekil 2.17). Homogametik disi sinekler (XX) ile
heterogametik erkek sinekler (XY) arasinda esey kromozomunda gozlenen bu
farkliliklardan dolay1, X kromozomu iizerindeki mutasyonlar (cinsiyet ile ilgili genler)
baskin olmasina bakilmadan erkek sineklerin fenotipine yansir. Baska bir deyisle erkek
sineklerde X kromozomu bir adet oldugundan, X kromozomu iizerindeki genler
hemizigot durumda bulunmasinin sonucu olarak resesif mutasyonlar erkek sineklerde

baskin mutasyonlar gibi fenotipe yansir.
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Sekil 2.17. Drosophila melanogaster 'de kromozomal yap1

Genetikte Drosophila ile olusturulan farkli modeller, genom Olceginde
tanimlanmis mutantlarin ve molekiiler olarak tanimlanmis olan genomik eksikliklerin
incelenmesi veya taranmasina imkan saglamaktadir. Ayrica karmagik transgenik
sistemler araciligiyla RNAi ¢alismalar1 gergeklestirilmektedir. Drosophila araciligiyla
gerceklestirilen genetik ve genomik ¢aligmalar hastaliklarin nedeni olan genlerin kesfine
yonelik yeni yaklasimlar sunmaktadir.}'? Dért ¢ift kromozoma (2n=8) sahip olan
Drosophila’da, kromozomlarin ayirt edilebilmesi ve incelenmesi kolaydir. Larvalar
tiikiiriik bezi hiicrelerinde dev kromozomlara sahiptirler; bu 6zellik sitogenetik ¢aligmalar
icin oldukca idealdir.'%?

Drosophila melanogaster, insan hastaliklarinin molekiiler mekanizmalarini
anlamada izlemesi kolay ve iyi ¢alisilmis bir genetik model organizmadir. Pek cok
genetik varyanta sahip olduklarindan kalitimla 1ilgili sorunlarin arastirilmasi ve
¢ozlimiinde kullanilabilmektedir. Genetik ¢aligmalarda yaygin kullanilmasinin diger bir
nedeni de Drosophila’ nin gelismis hayvanlar ve insanlar gibi dkaryotik canli olmasi ve
hiicre metabolizmasinin neredeyse ayni olmasidir. ** Insanlarda genetik hastaliklara yol
acan genlerin Drosophila’daki gen karsiliklarin1 (ortolog genler) kullanarak ilgili
hastaliklarin arastirilabildigi Homofila (Homophila) calismalar1 bu organizmayi giiglii bir

model organizma yapmaktadir. Son yillarda yapilan calismalarda insan genlerinin %
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60’indan fazlasimin Drosophila’da ortolog gen olarak temsil edildigi kaydedilmistir.
Ortolog genler son yillarda gen manipiilasyonundaki tekniklerin gelismesiyle de daha
fazla onem kazanmistir.!'® 1'° Baska arastirmacilar memeliler ile Drosophila
melanogaster arasinda noérolojik, biyolojik ve fizyolojik birgok temel ozelligin
korundugu ve insanda hastaliga neden olan genlerle sinekte fonksiyonel genlerin
arasindaki homolojinin yaklasik %75 oldugunu rapor etmislerdir. *® Cok diisiik
maliyetler, giiclii genetik araglarin varligi, korunmus hastalik yollar1 gibi benzersiz
ozellikler saglayan Drosophila melanogaster insan hastaliklart  modelleri,
kardiyovaskiiler hastaliklar, merkezi sinir sistemi bozukluklari, diyabet, kanser ve
iltihaplanma bozukluklari igin ilag kesfi de dahil biyomedikal arastirmalarin yapilmasina
dair biiyiik firsatlar sunmaktadir. 1*® Drosophila’nmn insan genomuna yiiksek oranda
homoloji gostermesinden (yaklasik %60-65), hiicresel ve fizyolojik siireglerde etkili olan
ve gelisimi yoneten molekiiler mekanizmalarin biiyiik kisminin her iki organizma
arasinda korunmus olmasindan ve manipiilasyonlarin yapilip kontrollii ¢aprazlamalarin
yapilabilmesine imkan vermesinden dolay1 kullanim alanlar1 oldukga artmigtir.*t

Aragtirmacinin  kontrolii altinda, belirli 6zelliklere sahip organizmalarin
caprazlanmasina kontrollii caprazlama denir; kontrollii caprazlama genetikte kullanilan
bir caligma ydntemidir. Drosophila kontrollii ¢aprazlama icin ideal bir organizmadir;
caligmanin amacina uygun atasoylarin segilerek caprazlanmasi, elde edilen yavru
bireylerin birka¢ nesil takip edilebilinmesi hedeflenen kalitsal mekanizmanin ortaya
c¢ikarilmasi i¢in muazzam bir olanak saglamaktadir.%?

2.5. GAL4 - UAS sistemi

GAL4-UAS sistemi, Drosophila melanogaster sinegi gibi organizmalarda gen
ifadelerini ve fonksiyonunu incelemede kullanilan biyokimyasal yontemlerden birisidir.

Hiicre kiiltiiriinde reseptor kimyasal baglama fonksiyonlarini ¢alisabilmek igin in vitro
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duruma uyarlanmistir. Boylece gen ifadesini incelemede ideal teknik olarak

diisiiniilmiistiir .1*8120 GAL4 / UAS sistemi, GAL4 proteini i¢in 6zgiin bir DNA baglanma
bolgesine sahip yukari akis UAS giiglendiricisi ile modifiye edilmis DNA dizilerinin
RNA ifadesini arttirmak i¢in maya transkripsiyon faktorii GAL4' kullanir. Dokuya 6zel
giiclendiriciler kullanilarak, GAL4 protein ifadesini belirli dokulara dahil edilebilir. 1

Resimde aktif bir sisteme sahip yavru birey, GAL4 transkripsiyon faktoriine sahip bir

sinek ile UAS giiglendirici bir sinek ¢aprazlanarak olusturulur *?? (Sekil 2.18).

= £ o
GAL4 driver line X UAS-target gene line
we{ Enhancer = GAL4 | ==EnEsEEE~{ Gene of Interest =
s UAS ¥o.cn Nt
progeny
={_Enhancer = GAL4 = --U:S- {__Geno of interest )

Sekil 2.18. Drosophila Melanogaster *’de GAL4/UAS Sistemi.

Calismada kullanilan GAL4/UAS sisteminde GAL4 bir maya (S. Cerevisia)
transkripsiyon faktorii olup UAS gene 6zgii DNA kontrol bdlgesini tanimaktadir 8,
GALA4 transgenik sineklerinin sayilar1 on binden fazla olup stok merkezlerinden elde
edilebilmektedir. GAL4 un basma gelen kontrol bdlgesi bu proteinin hangi doku ya da
dokularda {iretilecegini belirler. Yine UAS transgenik sinekler olup UAS kontrol
kismindan sonra bir genin cDNA’s1, GFP, LacZ gibi belli olmasini saglayan genler de
olabilmektedir. Ornegin GAL4 transgenik bir sinekle, UAS-GFP transgenik bir sinek
caprazlandigi zaman GFP sinyali GAL4 proteininin hangi hiicrelerde ifade edildigini bize

gosterir *° (Sekil 2.19).
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2.6. RNA interferansi (RNAi)

RNA interferansi (RNAi), diziye 6zgii olarak hedeflenen bir genin transkriptinin,

kiigiik pargalara boliiniir 12 (Sekil 2.20).
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Sekil 2.20. RNA Interferans: (RNAI)

enous

¢ift zincirli RNA (dsRNA) ile durdurulmasidir. *?* Aslinda dsSRNA, normal bir savunma
mekanizmasinin katalitik yolunun etkinlestirilmesidir. Durdurma hedef mRNA zincirine
tamamlayict bir dsRNA’nin tek zincirinin (21 bazlik, antisense zincir) baglanmasiyla

gerceklesir. dSRNA, iletildigi hiicrelerde SIRNA (small interfering RNA) denen daha
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RNAI hiicrede karmasik bir biyolojik diizenleyici olarak goérev Yyapan
mekanizmadir. Bu mekanizma araciligiyla hiicrede gen ifadesinin transkripsiyonel
diizenlenmesi ve viral genler, dis kaynakli RNA’lar, transpozonlar gibi istenmeyen
yabanc1 molekiillerin yok edilmesi saglanir. 12>1?" RNA interferansin gerceklesmesinde
ilk basamak olan dsRNA’nin 21-23 niikleotidli daha kii¢iik RNA’lara par¢alanmasindan
sonra hedef mRNA ’nin belirlenip yikilmas1 meydan gelir. 12 Drosophila'da RNAi olarak
isimlendirilen bu mekanizma Caenorhabditis Elegans'da bulunmustur. RNAI memeli
sistemlerde siRNA olarak bilinmektedir. 2° RNAI veya siRNA, mRNA’s1 yok edilmek
istenen genin bir kismina komplement olup mRNA’ya baglanarak cift zincirli RNA
olusturmaktadir. Olusan bu ¢ift zincirli RNA hiicrede enzimatik bir kompleks tarafindan
taninip parcalanmaktadir. Hiicre kiiltiiriinde kullanildigi gibi transgenik canli da
yapilabilmektedir. UAS kontrol kismindan sonra spesifik bir gene karsilik gelen cift
zincirli RNA olusturan transgenik sinekler hemen hemen her gen igin olup, bu hatlar
Drosophila stok merkezlerinden temin edilebilmektedir. 1% % UAS-RNAIi (UAS-IR)
transgenik sinekler, GAL4 transgenik sineklerle ¢aprazlandiginda GAL4 ekspresyonunun
gergeklestigi hiicrelerde hedef genin ekspresyonu yok edilmektedir (ekpresyon azalmasi

%100 olmayabilir, hipomorf).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Sineklerin Laboratuvar Ortaminda Y etistirilmeleri

Drosophila melanogaster, laboratuvarda boyutlari deneyin amacina ve ¢aligma
alaninin sartlarina baglt olarak degisim gosterebilen kiiltiir kaplarinda, 25°C sicakliga
ayarli havalandirma imkani olan inkiibatorlerde yetistirilirler. Kiiltiir kaplar: saydam cam
oldugundan sinekler kolay bir sekilde izlenilebilmektedir. Kiiltiir kab1 olarak 50 ml'lik
tipler ortalama 10 ml besi yeri konulur. Kaplarin agzi, iceriye hava akisina engel

olmayacak sekilde pamuk tipayla kapatilir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Sinekler I¢in Kiiltiir Tiipii

Meyve sinekleri dogal olarak fermente olabilen bitkisel iiriinlerde bulunurlar,
ancak meyvelerden dogrudan beslenemezler. Bu canlilarin besin maddesi temelde
mayalardir, mayalarin ¢gogalmasinin oldugu her tiirlii ortam 1yi bir besin ortamidir. Bu
sebeple kiiltir ortaminda, maya gelisimine uygun ve Ilarvanin beslenmesini
saglayabilecek miktarda seker bulunmalidir. Farkli tiplerde kiiltiir ortamlar

hazirlanabilir. Laboratuvarimizda sinekler i¢in kullanilan besiyerinin 1 dlgeginde 6 gr
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agar, 30 gr maya, 60 gr muisir unu, 75 gr seker tozu, 6 ml propiyonik asit ve 1300 ml su
kullanilmaktadir. Besiyeri hazirlanirken 300 ml soguk su, maya ve musir unu iyice
karistirilir. Pisirme kabina ise seker tozu ve agar koyulup 1000 ml sicak su ilavesiyle
ocaga koyulur. Bu arada soguk suda hazirlanan maya ve misir unu karigimi kaba aktarilir
ve karigtirilarak pisirilir. Karisim kaynamaya basladiktan sonra pisirilme islemi 10 dakika
daha siirdirtliir. Karisgim daha sonra steril bir ortamda 5-10 dakika sogumaya birakilir. 6
ml propiyonik asit soguyan karisima homojen hale gelene kadar karistirilarak eklenir. Son
olarak karisim tiiplere belli miktarlarda dokiiliir ve tiipler kullanilincaya kadar temiz ve
serin bir ortamda muhafaza edilir.

3.2. Laboratuvar Calismasi icin Gerekli Ekipman

Inkiibatér (etiiv): 25°C sicakliga ayarli olup sineklerin yetistirilmesi i¢in kullanilan
laboratuvar gerecidir.

Morg: %701 alkol ve %30'u su karisimi olan ve incelenen sineklerin igine
konulmasi i¢in hazirlanan siselerdir.

Firga: Sineklerin incelenmesi i¢in kullanilir. Inceleme esnasinda sineklerin zarar
gbérmemesi i¢in, ¢esitli numaralarda suluboya firgalarindan yumusak killi olanlar1 tercih
edilir.

Anestetizer: Uzerinde ¢alisilacak olan sineklerin bayiltilmast icin kullanilan, CO>
gazini gegiren bir tabakanin oldugu diizenektir. Bayiltma islemi i¢in kiigiik bir sise
yardimut ile eter de kullanilabilmektedir. Calismada larvalari hareketsiz kilmak i¢in, 50 ml
tiiplin dibine pamuk konulup iizerine 1 ml izofloran ekleyerek yaptigimiz bir bayiltma
diizenegi de olusturuldu.

Stereo Mikroskop: Drosophila’nin morfolojik 6zelliklerini belirlemek, esey

ayrimi yapmak, virjin sinekleri toplamak amaciyla kullanildi.
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Floresan Mikroskop: Caprazlamalardan sonra GAL4 proteinin hangi hiicrelerde
oldugunun gosterilmesi, GFP sinyalinin degerlendirilmesi gibi iglemler igin gereklidir (

Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Zeiss v12 Stereo Floresan Mikroskobu

Monokromatik plate reader: Calismada kan sekeri degerlerinin o6lgiilmesi

asamasinda deney plakasini degerlendirmek i¢in kullanildi (Sekil 3.3).

‘

Sekil 3.3. Monokromatik Plate Reader (BioTek Plate Reader)
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3.3. Disi Virgin (Bakire) Sinek Toplanmasi

Pupadan erigkin bireye doniisen sineklerin cinsel olgunluga erisebilmeleri i¢in 8-
12 saat gibi bir silire gereklidir. Bu siire degisik hatlarda farklilik gostermektedir.
Calismada virjin birey toplanacak hatlar en az 7 tiipte kendi aralarinda ¢aprazlandi. Yavru
bireyler 3. larva asamasina geldiklerinde ebeveynler tiip ortamindan ¢ikarildi. Ortamda
bulunan larvalar yaklasik 5-6 giin sonra eriskin sinege doniistii. Saat 09:00 — 17.00 saatleri
arasinda bu tiiplerden disi bireyler toplandi, ertesi giin ayni islemin tekrarlanabilmesi
amaciyla tlipler soguk odaya (18°C) alind1. Caprazlamaya yetecek kadar virgin sinek elde
edilene kadar bu islemler tekrar edildi. Virgin sineklerin toplanmasi igin kullanilan diger
bir yontem ise heat shock’tir. Yine virjin toplanmak istenen hatlar en az 7 tiipte ¢ogaltildu.
Ayni sekilde 3. larva asamasinda tiiplerde bulunan ebeveynleri baska bir tiipe aktarildi ve
iki giin boyunca 1 saat 37°C’de su banyosunda bekletildiginde tiiplerde elde edilen
yetigkin disilerin tamami bakire olmaktadir.

3.4. Drosophila Melanogaster Caprazlamalar:

Calismalarin tamami Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesinde bulunan T1bbi Genetik
laboratuvarinda gercgeklestirildi, calismada Bloomington’dan (ABD) temin edilen mutant
Drosophila melanogaster sinekleri kullanildi.

Caprazlama yapilacak hatlarin birinden 10 virjin disi ile diger hattan en az 5 erkek
sinek yeni bir tiipte ¢aprazlandi. Hemen akabinde tiiplerin {izerine yeni ¢aprazlamada
kullanilan hatlarin 6zellikleri, cinsiyetleri ve ¢aprazlama tarihi gibi bilgiler yazildi.
Tiipler 25°C'de tutuldugunda 2-3 giin i¢inde larvalarin ¢iplak gozle goriilmesi gerekir, 5-
6 glin i¢inde larvalarin meydana gelmedigi durumlarda caprazlamalar yeniden
yapilmustir. Larvalarin goriilmesi ile c¢aprazlama basarili kabul edilerek olusacak
sonuglarin basarili bir sekilde gozlenmesi amaciyla ebeveynler morga veya baska bir tiipe

aktarildi. Bu ¢aprazlamalarla 8-10 giinliik siirede 50-100 tane yavru sinek elde edilmistir.
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Drosophila melanogaster’de KCNQ geni yalnizca yabanil tipte temsil edilir.
Insanlarda ise ayn1 genin mutant formlarinin olusmasiyla 5 homologunun var oldugu
bilinmektedir. Bu agidan bakildiginda Drosophila’da KCNQ geninin incelenmesi gok
daha kolay goziikmektedir. Ancak yine de bu genin Drosophila’da tamamen yok edilmesi
ile letalite olusmaktadir. Bu nedenle, KCNQ geni metabolizma igin ¢ok 6nemli olan yag
dokuda, dokuya 6zgii gen maniiplasyonu ile baskilanmistir. KCNQ geninin yag dokuda
RNAIi ile yok edilerek SREBP, ChREBP ve kan sekeri iizerine etkilerini arastirabilmek

icin kullanilan sinekler asagidaki stoklardan segilmistir.

Tablo 3.1. Caprazlamada Kullanilan Drosophila Stoklari

Stok No Drosophila Hatlar1

27252 UAS-KCNQ-RNAI
7011 Dcg-GAL4
8547 UAS-RFP
6874 UAS-GFP
4847 UAS-RAS

38395 SREBP-GAL4

NA Sug-GAL4

(Calismada tlizerine ¢alisilan hedef genler otozomaldir, bu nedenle ¢aprazlamalarda
kullanilan hatlar i¢in cinsiyet tercihi dnemsizdir. Ancak yumurta verimliligi goz Oniine
alinarak disi sinekler GAL4 stoklarindan segilmistir. Caprazlamalar 2 kez tekrarlandi.
Kontrol grubu olusturmak amaciyla g¢aprazlamalarda OregonR hatti erkek sinekler
kullanild1. Yapilan ¢aprazlamalar su sekildedir:

1) Dcg-GAL4 (?) X UAS-GFP (@)

2) Dcg-GAL4 (?) X UAS-RFP (3)

3) Dcg-GAL4 (?) X UAS-KCNQ-RNAI (&)

4) Dcg-GAL4 (?) X OreR (&) (kontrol)

5) SREBP-GAL4,UAS-GFP () X UAS-KCNQ-RNAI ()
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6) SREBP-GAL4,UAS-GFP () X OreR (&) (kontrol)

7) Sug-GAL4, UAS-GFP () X UAS-KCNQ-RNAI (&)

8) Sug-GAL4, UAS-GFP (?) X UAS-RAS ()

9) Sug-GAL4, UAS-GFP (Q) X OreR (&) (kontrol)

Dcg-GAL4 sisteminin yag dokusuna 6zgii oldugunun anlasilabilmesi i¢in 1 ve 2
no’lu, yag dokusunda KCNQ geni ifadesinin RNAI ile engellemesi i¢in 3 no’lu, KCNQ
geninin yok edilmesinin SREBP yolagina olan etkisinin arastirilmasi i¢in 5 no’lu, KCNQ
geninin Sugarbabe geni ifadesine ve dolaysiyla ChREBP yolagina etkisini arastirmak 7
no’lu ¢aprazlama, Sug-GAL4 habercisi ifadesinin degisebilir oldugunu gdstermek igin

ise 8 no’lu caprazlamalar yapilmistir.

3.5. Kan Glikoz Ol¢iimii

Drosophila melanogaster agik dolasim sistemine sahip bir canli olup memelideki
kanin esdegeri olan siviya hemolinf denmektedir. Trehalose metodu uzun zaman alip
fazla is gerektirmektedir. Glikoz konsantrasyonu, en ¢ok kanin oldugu 3. larva
doneminde, insanla karsilastirildiginda c¢ok disiiktir. Larvalar sekerli besiyerinde
yetistirilir, kii¢iik bir kontaminasyonun olgtimleri etkilememesi igin larvalar bes kez
yikandi. KCNQ geninin yag dokuda RNAI ile yok edilerek kan sekerinin 6l¢iilmesi igin,
iki farkl tiipte ortalama 5-10 arasinda DcG-GAL4 disi sinek ile UAS-RNAI stogundan
yaklasik bes erkek sinek aymi standartlarda ¢aprazlandi. Bir hafta sonra bu
caprazlamalardan elde edilen L3 asamasi larvalari, ¢esme suyu altinda 6zel siizgeg
kullanilarak kiiciik bir petri kabina toplandi. Yine su i¢indeki larvalar kaba yiyecek
pargalarindan 2 molar tuzlu su kullanilarak ayristirildi ve petri kabina eklendi. Toplanan
bu larvalar rutin mikroskop altinda incelendi. Zarar gormiis, henliz daha L3 evresine

ulasamamus olan larvalar diskalifiye edildi. Bu ¢alismada on bes larvadan alinan 2 uL kan
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rutin stereo mikroskop altinda dogrudan larvalar pargalanarak toplanmistir, bu islem
istatistiksel analizin gergeklestirilebilmesi i¢in 4 kez tekrarlanmistir, boylece her
parametrede yaklasik altmis larva kullanilmistir. Kagit havlu {izerine koyularak suyu
aliman larvalar parafilm flzerine aktarildi. Mikroskop altinda parafilm {izerindeki
larvalarin tek tek ince uclu forsept ile derileri delinerek hemolinfin disar1 ¢ikmasi
saglandi, boylece yaklasik on bes larvadan pipet yardimiyla 2 pLL hemolinf alindi. Alinan
hemolinf buz iizerinde bekletilen 96 kuyucuklu plate’ye aktarildi. Kontrol grubunda
beyaz (white) genine karst UAS-RNAI kullanildi. Plate’de standart egri yapmak igin
konsantrasyonu bilinen soliisyonlardan 2 uLL konuldu, ilgili her kuyucuga klinik kimyada
kullanilan ve enzimatik yolla glukoz 6l¢en kimyasal karisimdan (Autokit Glucose, Wako
kimyasal) 150 uL eklendi. Plate hafif ¢alkalandiktan sonra bes dakika oda sicakliginda
tutuldu. BioTek Plate Reader’da 505 nm dalga boyunda absorbans 6l¢timii yapildi ve elde
edilen veriler bilgisayarda islendi. Calismada KCNQ geni ifadesinin RNAI ile
engellemesi i¢in Dcg-GAL4 hatti, UAS-KCNQ-RNAI hatt1 ile ¢aprazlanarak yag dokuya
0zgii genetik manipiilasyon yapildi.

3.6. Mikroskobik inceleme

Floresan calismalarinda Zeiss v12 Stereo floresan mikroskobu kullanildi. Her
sekildeki floresan resimler aym1 parametreler kullanilarak elde edilmistir. Larvalar
hareketsiz kilmak i¢in 50 ml tiipiin dibine pamuk konularak ve 1 ml izofloran eklenerek
bayiltma diizenegi hazirlandi. Temizlendikten ve sudan arindirildiktan sonra parafilm
tizerine aktarilan larvalar Sekil 3.4°te goriilen bayiltma diizenegi ile 2 dakika boyunca

anesteziye maruz birakildi.
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Sekil 3.4. Bayiltma Diizenegi

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada hem istatistiksel analizin gergeklestirilmesi hem de deney
sonuglarindaki dogrulugun arttirilmasi amaciyla ayni ¢aprazlamadan elde edilen altmig
larva on beserli dort gruba ayrildi. Boylece dort gruptan elde edilen 2 uLL hemolinf dort
farkli kuyucuga konularak oOl¢iimler gergeklestirildi. Bu deney diizenegi li¢ kez
tekrarlandi. Yine floresan veya stereo mikroskoplari ile yapilan mikroskobik
degerlendirmede, her ¢caprazlama grubundan elde edilen L3 larvalarindan ayr1 ayr1 40-60
araliginda birey secilmis ve incelemeye tabi tutulmustur. Istatistiksel degerlendirme igin,
student-t test kullanilmistir. (n =4, hata ¢ubuklari: standart sapma, student-t testi, 2-2,

(p<0.001).
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4. BULGULAR

Memeli sistemlerde bes homologu olmasina ragmen Drosophila genomunda
yalnizca bir lokusta bulunan KCNQ geninin tiim canlida yok edilmesi letaliteye neden
olacagindan, KCNQ geni dokuya 06zgii olarak yalnizca yag dokusunda genetik
manipiilasyona ugratildi. Dcg-GAL4 sisteminin yag dokuya 06zgli oldugunun
dogrulanmasi amaciyla Dcg-GAL4 hatt1 ayr1 ayr1 UAS-GFP ve UAS-RFP hatlar ile
caprazlandi. Sekilde 4.1°de goriildiigii gibi Dcg-GAL4 x UAS-GFP veya Dcg-GAL4 x
UAS-RFP (Niikleer) ¢aprazlamalari sonucu olusan larvalarda sadece yag dokusu bariz
sinyal vermistir (Sol paneller beyaz 1s1ik, sag paneller ise floresan 1sik altindaki

resimlerdir.).

UAS-GFP

UAS-RFP

Sekil 4.1. Dcg-GAL4 Hattinin UAS-GFP ve UAS-RFP (Niikleer) Hatlariyla
Caprazlanmasi.

KCNQ geni ifadesinin RNAI ile engellemesi i¢in Dcg-GAL4 hatt1 UAS-KCNQ-
RNAI hatt ile ¢aprazlanarak yag dokusuna 6zgii genetik manipiilasyon yapildi. Ayni
caprazlamadan elde edilen larvalarin on beserli gruplar halinde parcalanmasiyla ortaya
cikan 2 pL’lik hemolinfler dort paralel kuyucuga konularak 6lgiim gergeklestirildi. Dort
gruptan elde edilen 2 uL hemolinf 4 farkli kuyucuga konularak 6l¢iim gergeklestirildi.

Dort paralel kuyucuktan elde edilen ortalama seker seviyesi kaydedildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. KCNQ Geninin Yag Dokusunda RNA. ile Yok Edilerek Kan Sekerinin
Olgiilmesi. (96 Kuyucuklu Plate ve ELISA Okuyucu)

Tablo 4.1 ve Sekil 4.3’te goriildigi gibi KCNQ geninin ifadesinin RNAI ile yag
dokusunda yok edilmesi sonucu seker seviyesi yaklasik ii¢ kat artmistir. Bu sonug
fonksiyonel olarak ilk defa gosterilmistir. Elde edilen verilere gére KCNQ geninin RNAI

ile ifadesinin engellenmesi sonucu hiperglisemi olusmaktadir (p<0.001).

Tablo 4.1. Kontrol ve Deney Gruplarindaki Ortalama Seker Seviyesi

Ortalama + Standart Sapma Onemlilik
(Kontrol) OreR 19,21 £3,16 1
(Deney) KCNQ 66,14 + 8,68 0,00012
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Sekil 4.3. Kontrol ve Deney Gruplarindaki Ortalama Seker Seviyesi Grafigi

Calismada ayrica SREBP-GAL4,UAS-GFP habercisi disi virjin sinekler UAS-
KCNQ-RNAI erkek sinekler ile ¢aprazlanarak KCNQ geninin yok edilmesinin SREBP
yolagina etkisi de aragtirilmigtir. Normal kosullarda SREBP yolagi ozellikle yag
dokusunda aktiftir (Sekil 4.4, iist paneller). Kontrol ¢aprazlamasi (SREBP-GAL4,UAS-
GFP (?) X OreR (3)) sonucunda elde edilen larvalardaki sinyallerle karsilastirildiginda,
KCNQ-RNAI ile KCNQ geninin yok edilmesi SREBP sinyalini dramatik bir sekilde
azalmaktadir (Sekil 4.4 alt paneller). Sekilde 4.4’te sol paneller beyaz 151k, sag paneller

ise floresan resimlerdir.

Kontrol - OreR

KCNQRNAI

Sekil 4.4. KCNQ Geninin RNAi ile Yok Edilmesinin SREBP Yolagina Etkisi
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KCNQ geninin, glikoz metabolizmasi tarafindan diizenlenen ChREBP tarafindan
kontrol edildigi bilinen Sugarbabe gen ifadesine etkisini arastirmak amaciyla sug-GAL4,
UAS-GFP hatt1 disi sinekler UAS-KCNQ-RNAI hatt1 erkek sineklerle ¢caprazlanmistir.
Sekil 4.5’te iist panelde goriildiigii gibi kontrol ¢aprazlamasi (Sug-GAL4, UAS-GFP (@)
X OreR (&) sonucunda elde edilen larvalarin yag dokusunun 6n kisminda sinyal
olusmaktadir (Sekil 4.5’te sol paneller beyaz 151k, sag paneller ise floresan resimlerdir).
Sekil 4.5’te alt panellerde gortldigi gibi KCNQ geninin RNA. ile yok edilmesi ile Sug-
GAL4,UAS-GFP habercisinin sinyalinde ciddi bir farklilik gézlenmemistir. Buna ragmen
Sug-GAL4 habercisi RAS onkojeni ile ¢aprazlandiginda sinyal artmaktadir; sinyal artist
tim yag dokusunda goriilmektedir (Sekil 4.6). Sekilde sol paneller beyaz 151k, sag
paneller ise floresan resimlerdir. Bu durum sug-GAL4 habercisinin ifadesinin degisebilir
oldugunu gostermektedir, ancak KCNQ geninin fonksiyonel yok edilmesi ciddi etki
gosterememektedir.

Mikroskobik 6l¢iimlerde karsilastirilan her grup i¢in ¢aprazlamalardan elde edilen
40-60 larva incelemeye tabi tutulmustur, grup igerisindeki larvalar incelemede hemen

hemen ayni sonucu vermislerdir.
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Kontrol - OreR

KCNQ RNAI

Sekil 4.5. KCNQ Geninin RNA. ile Yok Edilmesinin Sug-GAL4, UAS-GFP
Habercisine Etkisi.

Kontrol - OreR

UAS-Ras

Sekil 4.6. Ras Onkojeninin, Sug-GAL4, UAS-GFP Habercisinin Ekspresyonuna Etkisi.
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5. TARTISMA

Son yillarda yapilan ¢alismalarda KCNQ geninin diyabetle iligkili oldugu
gosterilmistir. Bu gen, genom boyu iliskilendirme (GWAS) calismalarinda RNAi ile
yok edilerek diger mekanizmalardaki rolii incelenmistir. Bu ¢alismada KCNQ geni
fonksiyonel olarak incelenmistir. Insan ve farede bes homologu olan KCNQ geninin bu
canlilarda incelemesi oldukc¢a zordur; aksine bu gen Drosophila genomunda yalnizca bir
lokusta temsil edilir. Bu nedenle ¢alismamiz uygulanabilirlik agisindan KCNQ geninin
fonksiyonel 6zelliklerinin arastirilmasinda biiyiik avantaj saglamaktadir. KCNQ geninin
dogrudan hiperglisemiye sebep oldugu ilk defa bu galismada gosterilmistir. Bu sonug
KCNQ geninin diyabetteki roliinii dogrudan gostermektedir. Ayrica KCNQ geninin yok
edilmesi lipid metabolizmasi belirteclerinden SREBP’yi de etkileyerek SREBP
aktivasyonunu belirgin sekilde diisiirmiis olup diger metabolizma belirteci olan ChREBP’
nin ifadesinde ise gozle goriiliir bir fark olugturmamustir.

Genom boyu iliskilendirme (GWAS) calismalarinda, hasta bireylerin gen
polimorfizmleri kontrol grubundakilerle karsilastirilarak hastalikla genler arasindaki
iligkinin var olup olmadigi arastirilmigtir. Tip Il diyabet de GWAS ¢alismalarina konu
edilmistir. 13113 By arastirmalarda bilinen bir genin bir hastalikla iliskisine de dogrudan
bakilabilmektedir. 13 Bu tiirde arastirmalar sonucunda diyabetle iliskisi gosterilen KCNQ
gen ailesi, bes farkli genden olugsmaktadir. KCNQ1 geninin 6zellikle tip II diyabet ve
komplikasyonlar ile iliskisi belirtilmistir. **>*7 Ayrica KCNQ geni gestasyonel (gebelik)
ve Diabetes Mellitus’da da onemli oldugu gosterilmistir.®® *° Diyabet GWAS
calismalarinda bulunan bagka genler de vardir. Ancak bu ¢aligsmalarda ilgili bir genin yok
edilmesi, ekspresyonun az veya ¢ok olmasi, mutant durumlarda {istlendigi yeni
fonksiyonu ile ilgili aragtirmalar olduk¢a sirlidir. Bu nedenle daha fazla gen

maniiplasyonu ¢alismasinin gerceklestirilmesi gerekmektedir. Daha 6nce yapilan GWAS
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caligmalarina FTO ve KCNE2 genlerinin konu alindig1 arastirmalar 6rnek verilebilir. Bir
calismada FTO geni yok edilerek mutant fareler olusturulmustur, boylelikle bu genin
metabolizmadaki etkisi ortaya ¢ikarilmistir. 1*° Baska bir ¢alismada potasyum kanali geni
olan KCNE2 geninde, benzer sekilde maniiplasyonlar yapilarak, bu genin diyabetle
iliskisi ortaya konmustur. 1** Insan ve farede KCNQ gen ailesi bes iiyeden olustugundan
dolayr bu iiyelerden birisinin mutant forma doniismesi durumunda ailenin diger
tiyelerinin gen fonksiyonunu siirdiirmesi beklenir. Bu nedenden dolay1 6rnegin farelerin
kullanildigi bir laboratuvar galismasinda KCNQ geninin fonksiyonlarini arastirmak
oldukea giictiir. KCNQ gen ailesinin beyin ve kalpte 6nemli fonksiyonlarda rol oynadigi
da bilinmektedir, bu ailenin birka¢ iiyesinin mutant forma doniismesi durumunda
letalitenin gergeklesmesi muhtemeldir. Drosophila’da ise bu bes gene karsilik gelen tek
bir ortolog gen vardir. Bu ¢alisma KCNQ geni ifadesi yok edilerek metabolik fenotiplerin
bulunmas: agisindan 6ncii niteligindedir. Ozetle, bu ¢alisma kalpte fonksiyonu az ¢ok
bilinen KCNQ gen ailesinin metabolizmada da rolii oldugunu dogrudan gostermesi
agisindan énemlidir.

KCNQ geninin lipit metabolizmasinda anahtar rol oynayan SREBP yolagina etkisi
bu ¢alisma ile dogrudan gosterilmistir. Calismamizda SREBP yolaginin aktivasyonunu
gdsteren ve lipitlerle modiile oldugu belirlenen bir haberci kullamlmistir.}*? Béyle bir
kompleks habercinin farede olusturmasi neredeyse imkansizdir. Ayrica literatiirde KCNQ
genlerinin  SREBP yolagina olan etkisini inceleyen herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. KCNQ geninin SREBP yolagina etkisi ilk defa bu g¢alismada
gosterilmistir.

Karacigerdeki yag sentezi, yemek sonrasinda yiikselmektedir. Insiilin, yag asidi
sentezinde yer alan genleri transkripsiyonel olarak aktive eden SREBP'yi aktive ederken

glikoz, hem glikoliz hem de yag asidi sentezini aktive eden karbonhidrata duyarli element
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baglayici proteini (ChREBP) aktive eder.®® Tlgili ¢alismada SREBP ve ChREBP 'nin,
glikolitik ve lipojenik MRNA’larin koordineli indiiksiyonu igin gerekli oldugu
gosterilmistir. Bu iki yolagin koordineli olarak ¢alismasindan dolayi, aragtirmamizda
ChREBP yolagi da konu edilmistir. Sugarbabe geninin ifadesi ChREBP tarafindan
kontrol edilmektedir. CAREBP de glikoz metabolizmasi tarafindan diizenlenmektedir. 3
ChREBP’in hedef geni olan Sugarbabe’nin habercisi yag dokusunun 6n kisminda sinyal
vermektedir. Calismamizda KCNQ geni i¢cin RNAI1 ile yok edildiginde yag dokusunda
ciddi bir sinyal degisikliginin gerceklesmedigi goriildii. Sugarbabe habercisinin
sinyalinin degisken olabilecegini Ras onkojeni ile gosterdik. Dolayisiyla bu metabolik
yolakta KCNQ geninin etkisinin fazla olmadigi sdylenebilinir. Farkli diyetlerle ChNREBP
habercisi olarak kullandi§imiz Sugarbabe geninin ifadesi degismektedir. °>* Diger yandan
memeli hiicre kiiltiirtinde SREBP yolagi arastirilabilir, KCNQ genleri tek tek veya birlikte
siRNA ile yok edip bu yolaga etkileri olup olmadig1 gosterilebilir. 143

Calismamizda elde edilmis verilerin yaninda, KCNQ proteinin gosterilen etkilere
nasil sebep oldugu molekiiler olarak bilinmemektedir. Voltaj kapili potasyum
kanallarinin hiicre membran potansiyeli repolarizasyonundaki rolleri, hem kalp kas1 hem
sinir  hiicreleri igin iyi bilinmektedir. Potasyum kanallarmin hiicre hacim
degisikliklerinden etkilendigi ve hiicre hacmi degisikligine sebep olabilecegi
bilinmektedir.244147 Kalsiyumun SREBP yolagim etkiledigi de rapor edilmistir. 148
Calismamizda her ne kadar KCNQ geninin susturulmasi sonucunda KCNQ proteinin
translasyonu engellenmigse de, bu proteinin hiicre membran potansiyelini nasil etkiledigi
gosterilememistir. Membrandaki voltaj degisikligi molekiiler olarak nasil hiperglisemiye
sebep olmaktadir ve nasil SREBP yolagini etkilemektedir? Elde edilen bulgular 1s181nda,
bu olaylarin aym1 mekanizma tarafindan etkilendigi varsayilabilir. Ayrica voltaj

degisikliginin kalsiyum sinyalinde degisiklige sebep olabilecegi Ongoriilebilir. Bu
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caligmanin akabinde s6zii edilen bu hipotezlerin deneysel olarak dogrulanmasi

hedeflenmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada KCNQ geni fonksiyonel olarak, dokuya 6zgli yok edildiginde
hipergliseminin olustugu sonucuna ulasilmistir. Ayrica lipid metabolizmasinin 6énemli bir
diizenleyicisi olan SREBP yolagi aktivasyonunun azaldigi gézlemlenmistir. Ancak
membran proteini olan ve hiicre zar1 elektrik potansiyelinde rolii bilinen KCNQ geninin
hiperglisemi yapmadaki rolii halen daha bilinmemektedir. Fare ve insanda bes homologu
olan KCNQ geninin genetik analizi pratik olmadigindan, gelistirdigimiz sistemde bu
genin molekiiler mekanizma analizi miimkiindiir.

Drosophila yag doku hiicreleri hacim olarak biyiiktir ve bu canlida
elektrofizyoloji calismalar1 yapilabilir. Hiicre zar1 potansiyeli dl¢iilerek normalden farki
belirlenebilir. Ayrica mutant yag dokular in vitro ortama alinip kalsiyum boyamasi
yapilabilir. Kalsiyumun SREBP yolagini etkiledigi bilindiginden, KCNQ mutasyonunun
kalsiyum sinyalini etkiledigi gosterilirse, bu durum KCNQ geninin SREBP yolagimi
direkt etkiledigi anlamina gelecektir.

Potasyum kanallarinin hiicre hacim degisikliklerinden etkilendigi veya hiicre
hacmi degisikliklerine neden olabilecegi bilinmektedir. Ileride yapilacak calismalarda
KCNQ geninin yok edilmesinden sonra canlida yag hiicrelerinin total hacmi 6l¢iilebilir.

Yapilan biitiin bu ¢aligmalara ragmen halen daha KCNQ proteinin SREBP
yolagini nasil bir mekanizma ile etkiledigi bilinmemektedir. Memeli hiicre kiiltiriinde
SREBP yolaginin incelenmesi nispeten kolaydir, KCNQ genleri tek tek veya birlikte
siRNA ile yok edilerek bu yolaga etkilerinin olup olmadig1 gosterilebilir ve mekanistik
caligmalar hiicre kiiltiirtinde arastirilabilir. Calismamizda ChREBP habercisi olarak
kullanilan ve farkli diyetlerde gen ifadesinin degistigi bilinen Sugarbabe geninin
degisken oldugunu Ras onkogeni kullanilarak gosterildi. KCNQ geninin yok edilmesi

durumunda Sugarbabe habercisinin fazla etkilenmedigi kaydedildi. Yapilacak
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caligmalarda, canlinin farkli diyet ortaminda tutulmasi1 ve KCNQ geninin susturulmasi

durumunda nasil bir etkinin ortaya ¢ikacagi da aragtirilabilir.
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