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OZET

Dopaminerjik ve seratonerjik sinir hiicrelerinde olusturulan sitokrom c oksidaz
eksikliginin etkilerinin Drosophila melanogaster iizerinde arastirilmasi
Dr. Burak Oymak

Mitokondriyal hastaliklar, en sik goriilen kalitsal metabolik bozukluklar arasindadir.
Sitokrom c oksidaz (COX) mutasyonlart mitokondriyal fonksiyon bozukluklarinin en
sik sebeplerinden biridir. Pan-néronal COX eksikliginin, Drosophila melanogaster’de
lokomosyonu bozdugunu gosterilmistir. Dopaminerjik néronlarin hareket bozuklugu
ile seyreden hastaliklarda rol oynadigi bilinmektedir. Hipotezimiz Pan-néronal COX
eksikliginde olusan hareket bozuklugunun patofizyolojisinde rol alan temel néron
grubunun dopaminerjik noronlar olabilecegiydi. Bu amagla c¢aligmamizda
dopaminerjik noronlarda olusturulan COX eksikliginin harekete olan etkilerini
arastirmay1 ve olusturulan eksikligin pupa gelisimine, 6miir uzunluguna etkilerini
incelemeyi amacladik. Gal4/UAS ikili sistemini kullanilarak sadece dopaminerjik
(THKD), dopaminerjik ve serotonerjik (DDCKD), sadece serotonerjik (TRHKD) ve
pan-ndronal (PKD) COX enzimi susturulmus gruplar olusturuldu. Gruplar tirmanma
deneyine tabi tutuldu. PKD grubunda hareket bozuklugu olustugu goriiliirken diger
gruplarda anlamli bir fark bulunamadi. Bunun yaninda gruplarin dmiir uzunluklarinin
ve pupal letalite oranlarinin farki degerlendirildi. PKD grubu digerlerine gore anlamli
sekilde kisa omre sahip olup, THKD grubu kontrole gore kisa Omiirlii oldugu
gozlemlendi. Gruplarin pupal 6liim oranlar1 arasinda anlamli bir fark bulunamadi.
Kullandigimiz sinek hatlariin teyidi i¢in Gal4 hatlarinin niikleer GFP ifade etmeleri
sagland1 ve anti-TH antikor ile ikili immun boyamasi yapilarak kolokalizasyonlar
degerlendirildi. Sonug¢ olarak noronlarda COX eksikligi sonucu olusan bozuklugun
dopaminerjik ve serotonerjik noéronlardan kaynaklanmadigi ve PKD ve THKD

grubunda yasam siiresinin kisaldig1 gosterilmistir.

Anahtar  Kelimeler:  Sitokrom ¢ oksidaz, Mitokondriyal hastaliklar,

Norodejenerasyon
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SUMMARY

Investigating the effects of cytochrome c oxidase deficiency in dopaminergic and
serotonergic neurons in Drosophila melanogaster.
Dr. Burak Oymak

Mitochondrial diseases are among the most common inherited metabolic disorders.
Cytochrome ¢ oxidase (COX) mutations are some of the most common causes of
mitochondrial disorders. Previous studies have shown that pan-neuronal COX
deficiency impairs locomotion in Drosophila melanogaster. Dopaminergic neurons
play a significant role in locomotion disorders such as Parkinson’s disease. In this
study, our hypothesis was that dopaminergic neurons play a significant role in the
underlying mechanism of locomotion deficit related to COX deficiency.
Consequently, we aimed to investigate the effects of COX deficiency in dopaminergic
neurons on mobility and on pupal development and fly longevity. Only dopaminergic
(THKD), dopaminergic and serotonergic (DDCKD), serotonergic (TRHKD), and pan-
neuronal (PKD) COX deficiency groups were formed by using the Drosophila Gal4 /
UAS binary expression system. The groups were subjected to climbing assay, lifespan
assay, and pupal lethality assay. THKD, TRHKD, or DDCKD groups did not show
locomotion disorders. Pan-neuronal COX deficiency lead to impaired locomotion as
expected but no significant difference was found in other groups. The PKD group had
a significantly shorter lifespan than the others and, the THKD group had a shorter
lifespan than the control group. Pupal lethality assay showed no significant difference
between COX knockdown groups and control group. Additionally, nuclear GFP-
expressing Gal4 fly lines co-immunostained using anti-TH antibody to evaluate
colocalizations which is a proof of dopaminergic expression. As a result, it is shown
that dopaminergic and serotonergic neurons are not likely to be responsible for the
locomotion disorder caused by COX deficiency in neurons and that the life span in
PKD and THKD group is shortened.

Keywords: Cytochrome c oxidase, Mitochondrial diseases, Neurodegeneration
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GIRIS
Mitokondri hiicre iginde basta ATP iiretimi olmak iizere pek ¢ok metabolik
siirece ev sahipligi yapan, ¢ift membranli bir organeldir. ATP {iretimi mitokondri i¢
membraninda bulunan elektron transport zinciri (ETZ) enzim komplekslerinin
tizerinden elektronlar akarken olusturduklart proton gradiyentinden yararlanilarak

ATP sentaz enzimi tarafindan gergeklestirilir. Elektronlar, sitokrom c oksidaz (COX)

tizerinden son duraklar1 olan molekiiler oksijene aktarilarak su olusumuna sebep olur.

Mitokondriyal kompleks IV olarak da adlandirilan COX, ETZ’nin son
enzimidir. Indirgenmis sitokrom ¢ molekiiliindeki elektronlarin molekiiler oksijene
transferini katalizler ve bu esnada membranlar arasi bosluga proton tasir. COX 13
farklr altbirimden olusmus olduk¢a kompleks yapili bir enzimdir. Bu altbirimlerin ve
bunlara ek birlesme faktdrlerinin bir araya gelmesi oldukea iyi diizenlenmis komplike
bir siiregtir (1). Bu birlesme faktorlerinden olan SURF1 mutasyonu agir hareket
bozukluklar1 ve nekrotik beyin lezyonlar ile seyreden Leigh Sendromunun en sik

sebeplerindendir (2).

Mitokondriyal enzim komplekslerini etkileyen mutasyonlar ve kimyasal
inhibitorler ETZ tizerindeki elektron akisini bozar. Bu durum proton gradiyentinin
olugsmasini sekteye ugratarak ATP olusumunu azaltir. Bu durum ayni zamanda
elektronlar dogru bir bigimde molekiiler oksijene aktarilamadigi igin reaktif oksijen
radikallerinin olugmasina ve artmig oksidatif stressin protein, lipid ve mitokondriyal

DNA iizerinde hasarlayici etkiler olusturmasina sebep olabilir.

Mitokondriyal hastaliklar, ETZ enzimlerini etkileyen islev bozukluklarinda
ortaya ¢ikar ve en sik goriilen kalitsal metabolik bozukluklar arasindadir.
Mitokondriyal hastaliklar her yasta ve her organda bulgu verebilirler fakat ATP
ithtiyacinin yiiksek oldugu santral sinir sistemi (SSS), bobrekler, karaciger, iskelet ve
kalp kas1 gibi dokular ETZ enzim eksikliklerinde en fazla etkilenen dokulardir. Bunun
yaninda giiniimiize kadar olan c¢alismalar mitokondriyal fonksiyon bozukluklarinin
Alzheimer, Otizm, Parkinson gibi sik goriilen hastaliklarla iligkili olabilecegini
diistindiirmektedir (3-5).
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Sitokrom ¢ oksidaz (COX) enzimi mutasyonlar1 mitokondriyal fonksiyon
bozukluklarinin en sik sebeplerinden biridir. Mutasyonlar1 prostat kanseri,
miyoglobiniiri,  idiyopatik  sideroblastik  anemi, rabdomiyoliz,  glokom,
astenozoospermi, myopati, Leigh Hastaligi, MELAS (mitokondriyal ensefalopati,
laktik asidoz, stroke benzeri epizodlar), ensefalomyopati, egzersiz intoleranst, epilepsi
ve motor noron hastaligi benzeri ¢ok cesitli fenotiplerle iligskilendirilmistir (6,7).

Alzheimer Hastalig1 ile iliskili olabilecegi de diistiniilmektedir. (8,9).

Onceki c¢alismalar, tim ndronlarda olusturulan COX enzim eksikliginin,
Drosophila melanogaster’de hareket yetenegini ciddi sekilde bozdugu ve baz1 COX

altbirim eksikliklerinin yasam siirelerini kisalttigini géstermistir (10-12).

Memelilerdeki gibi sineklerde de dopaminerjik sistem pek ¢ok Onemli
davranista gorev almaktadir. Insanda dopaminerjik sistem bozukluklari pek ¢ok
hastalik ile iligkilendirilmistir. En iyi bilinenlerinden biri dopaminerjik néron kaybi ile

seyreden Parkinson hastaligidir.

Tiim bu bilgiler 15181nda ¢alismamizin amaci; pan-néronal COX eksikliginde
olusan hareket bozuklugunun dopaminerjik ndronlarla olan iligkisinin aragtirilmasidir.
Bu amag dogrultusunda Gal4-UAS ikili sistemi araciligi ile dopaminerjik néronlarda
COX eksikligi olusturulmus bunun yaninda DDC-Gal4 aracili gen ifadesinin
serotonerjik noronlarda da gerceklesmesi sebebi ile ¢alisma serotonerjik néronlar1 da
kapsayacak seklide genisletilmistir. COX eksikligi olusturulmus gruplar, lokomotor

aktivite, pupal 6liim oranlar1 ve 6miir uzunluklari ag¢isindan arastirilmustir.
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GENEL BiLGILER

2.1. MITOKONDRI

2.1.1. Mitokondri Tarihi

1840’1 yillarda 1s1tk mikroskobu ile yapilan g¢alismalar hiicre i¢inde bakteri
benzeri yapilarin fark edilmesine yol agmustir (13). Richard Altmann 1890 yilinda bu
yapilarin bir organel oldugunu bildirmis ve bioblasts adint vermistir. Bu organel daha
sontra Carl Bende tarafindan mitokondrion (cogulu mitokondria) olarak
adlandirlmustir. ipliksi graniil anlamina gelen mitokondrion Grekge mitos (iplik) ve

chondos (graniil) kelimelerinden tiiretilmistir.

Benjamin F. Kingsbury, yaptigi morfolojik gozlemlerle 1912 yilinda
mitokondriyi solunum ile iliskilendiren ilk arastirmaci olmustur (14). 1925 yilinda
David Keilin'in sitokromlar1 kesfine (15) kadar mitokondrinin solunumla olan iliskisi
netlesmemistir. 1941'de adenozin trifosfat (ATP) molekiiliiniin fosfat baglarinin bir
hiicresel enerji kaynagi oldugu Fritz Albert Lipmann tarafindan ortaya atilmistir (15).
Takip eden yillarda hiicresel solunumun anlagilmasi i¢in caligmalar devam etmisti
fakat mitokondri ile iliskisi bilinmiyordu. Albert Claude, hiicre fraksiyonasyon
yontemi sayesinde mitokondri hiicrenin diger bilesenlerinden ayrilabilir hale gelmis.
Bu sayede sitokrom oksidaz ve oksidatif fosforilasyondan sorumlu diger enzimlerin
mitokondride yer aldiklari anlasilmigtir (13). Bunu takip eden yillarda mitokondri
yapist daha detayli goriintiilenerek ¢ift membranli yapisi anlasilmis, mitokondriyal
ribozomlar kesfedilmis, mitokondriyal DNA kesfedilerek gen haritasi ¢ikarilmis ve

mitokondriyal hastaliklarin genetik temelleri iizerine ¢alisilmistir.

2.1.2. Mitokondri Yapisi

Mitokondri fosfolipid tabaka ve proteinlerden olusmus 2 membrana sahiptir
(16). Bu membranlar mitokondriyi her biri spesifik islevlerde gorev alan dort boliime

ay1rir.
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a)

D1s mitokondriyal membran, sitozol ile membranlar arasi boslugu birbirinden
ayirarak segici gecirgen bir bariyer olusturur. Bu membran {izerinde bulunan porin
isimli kanallar yardimi ile 5000 dalton ve altinda olan molekiiller serbest sekilde
difiize olurlar. Iyonlar, gida molekiilleri ve niikleotidler kolayca dis membrandan
gegebilir (17,18). Daha biiylik molekiillerin taginmasinda aktif transport gorev alir.
Bunun yaninda dig mitokondriyal membran sitozol ve hiicre iskeleti ile etkilesimi

saglayarak mitokondrilerin hiicre i¢i hareketi ve dagiliminda gorev yapar.

b) Membranlar arasi1 bosluk, oksidatif fosforilasyonda elektron transport zincirinin

(ETZ) protonlarin1 pompaladigi alandir. Olusan proton gradiyenti ATP sentezi i¢in

kullanilir.

I¢ mitokondriyal membran, matriks ile membranlar aras1 boglugu birbirinden ayrir.
Proteinden zengindir. Mitokondride bulunan proteinlerin beste biri i¢
mitokondriyal membranda bulunur (16). Uzerindeki crista adi verilen katlantilar
yiizey alanini arttirmayi saglar. ETZ komponentlerinden olan enzim kompleksleri,
ATP sentezinden sorumlu ATP sentaz enzimi ve ATP ADP (Adenozin difosfat)
degisiminden sorumlu adenin niikleotid translokaz enzimi bu membran {izerindedir.
I¢ membran H*, Na* ve K* da dahil olmak iizere ¢ogu iyona; ATP, ADP ve piruvat
gibi pek ¢ok kiigiik metabolite gecirgen degildir. Bu sebeple 6zellesmis tasiyicilar

iyon ve molekiillerin transportunda gorev alir.

d) Matriks, i¢ mitokondriyal membran ile ¢evrelenmistir. Bu alan mitokondriyal

ribozom, mitokondriyal RNA (mtRNA) ve DNA’y1 (mtDNA) i¢inde barindirir.
Oksidatif fosforilasyonda gorevli proteinlerin bazilarinin transkripsiyonunu ve
translasyonunu matrikste gerceklestigi igin gerekli enzimlerden zengindir. Bunun
yaninda mitokondride gerceklesen piruvat ve yag asidi oksidasyonu, lire dongiisii,
trikarboksilik asit (TCA) dongiisii, hem sentezi gibi metabolik yolaklar ile ilgili

enzimler de matrikste yer alir.
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2.1.3. Mitokondri Metabolik Fonksiyonlari

Mitokondri pek cok metabolik faaliyette yer alir. Ure siklusu, Hem biyosentezi,
steroid hormonlarin biyosentezi (19,20), kalsiyum homeostazisi ve depolanmasi (20),

apopitoz (21) ve 1s1 tiretimi (22) mitokondrinin gorevleri arasindadir.

Mitokondrinin bir diger fonksiyonu da yag asidi oksidasyonudur. Yag asidi
oksidasyonu primer olarak mitokondri matriksinde gerceklesir. Yag asitlerinin uzun
karbon zincirleri 2 karbonlu asetil-CoA molekiillerine gevrilir. Ortaya ¢ikan elektron
tasiyict molekiiller ETZ’ye aktarilirken ve asetil-CoA molekiilleri TCA dongiisiine
katilir (23).

Glikolizden elde edilen piruvat da mitokondri membranin1 gecerek matrikse
gelir, burada asetil-CoA molekiillerine okside edilir. Yag asitlerinin beta-
karboksilasyonu ile elde edilen asetil-CoA molekiilleri ile beraber TCA dongiisiine
katilir.

Mitokondri iginde, sitrat sentaz enziminin yardimui ile asetil-CoA, oksaloasetat
ile birleserek sitrat ve ardindan izositrati olusturur. Devaminda dehidratasyon ve
dekarboksilasyon basamaklari ile sirasi ile alfa-ketoglutarat ve Siiksinil-CoA olusur.
Stiksinil-CoA’nin Siiksinat’a hidrolizi esnasinda aciga ¢ikan enerji ile guanozin
difosfat (GDP) ve inorganik fosfat (Pi) birlestirilerek guanozin trifosfat (GTP)
sentezlenir. Sirasiyla gelen dehidrojenasyon, hidratasyon, ve ikinci bir
dehidrojenasyon basamagi ile oksaloasetat olusur ve dongili tamamlanir. Ortaya ¢ikan
elektron tasiyicilar (NADH ve FADH>) i¢ mitokondriyal membranda bulunan ETZ’ye

katilarak ATP iiretimini saglarlar.

Ozet olarak her bir glikoz molekiiliinden iki asetil-CoA molekiilii olustugu icin
toplamda iki Krebs dongiisii ile 2 ubiquinol (QH2), 2GTP (guanozin trifosfat), 6
NADH, 2 FADH: ve 4 COzelde edilir.
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Sekil 1. TCA dongiisii.

2.1.3.1. Oksidatif Fosforilasyon

Glikoz ve yag gibi enerjiden zengin molekiiller bir dizi reaksiyon ile CO2 ve

suya doniisene kadar indirgenir. Bu siire¢ esnasinda, bazi metabolik ara tiriinlerden

gelen elektronlar NAD" ve FAD" gibi spesifik koenzimlere aktarilarak NADH ve

FADH: gibi yiiksek enerjili formlar: elde edilir. Bu indirgenmis koenzimlerin her biri

ETZ’ye bir ¢ift elektron aktarabilir. Elektronlar elektron transport zinciri tizerindeki

komplekslerde akarlarken enerjilerinin bir kismini kaybederler. Bu enerji ile

membranlar arast bosluga pompalanan protonlar bir elektrokimyasal gradiyent
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olusturur. Membranlar arasi bosluk ile matriks arasinda olusturulmus bu potansiyel
enerji ATP sentazin (kompleks 5) rotor benzeri yapisini harekete gegirir (24). Bu
hareket ADP ile inorganik fosfattan ATP sentezlenmesini saglar. Bu islem oksidatif

fosforilasyon olarak adlandirilir.

Oksidatif fosforilasyon hiicre metabolizmasi i¢in hayati olmak ile beraber
stiperoksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda merkezi bir

rol aldig1 unutulmamalidir.

2.1.3.2. Elektron Transport Zinciri

Elektron transportu ve oksidatif fosforilasyon aracilit ATP sentezi mitokondrisi
bulunan tiim hiicrelerde durmaksizin devam eder. Oksidatif fosforilasyon sirasinda
gerceklesen redoks reaksiyonlari i¢c mitokondriyal membran tizerindeki bir seri protein
kompleksi tarafindan gergeklestirilir. Bu birbiri ile iligkili protein gruplar elektron
transport zinciri (ETZ) olarak adlandirtlir. ETZ tiim yakitlardan elde edilen
elektronlarin oksijen molekiiliine aktig1 son ortak yolaktir. Elektron transport zinciri

bes enzim kompleksine ayrilabilir.

1. Kompleks I, NADH dehidrogenaz, NADH:ubiquinon oksidorediiktaz (EC 1.6.5.3)

2. Kompleks II, siiksinat dehidrogenaz (SDH) (EC 1.3.5.1)

3. Kompleks III, Sitokrom bcl kompleks, ubiquinol sitokrom c rediiktaz (EC
1.10.2.2))

4. Kompleks IV, Sitokrom C Oksidaz (COX) (EC 1.9.3.1)

5. Kompleks V, ATP sentaz, F1Fo ATPase (EC 3.6.3.14)
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Kompleks | Kompleks I Kompleks Il Kompleks IV Kompleks V
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NAD* + H* 2H 4H

Stiksinat

Ic mitokondriyal
membran

Membranlar

Sitokrom ¢
2e arasi bosluk

Sekil 2. ETZ sematik gdsterimi.
(25) numaral referanstan modifiye edilerek kullanilmustir.

2.1.3.3. Kompleks I (NADH Dehidrogenaz)

45 altbirim bir araya gelmis ETZ’nin en biiyilk ve en komplike enzim
kompleksidir. Bunlarm 7°si mtDNA, 38’i niikleer DNA tarafindan kodlanir. Ug
boyutlu elektron mikroskopi ¢aligmalar1 yapisinin “L harfine benzer sekilde birbirine
dik iki koldan olustugunu gostermistir. Hidrofobik kol i¢ mitokondriyal membran

gomiilii olarak bulunurken hidrofilik kol matrikse dogru uzanmig halde bulunmaktadir
(26).

Elektronlarin ETZ’ye giris yaptiklari ilk yerdir. TCA dongiisii sirasinda iiretilmis
NADH (indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid) iizerinden iki elektron alarak
yagda ¢oziinen tasiyict ubikinon’a (Q = coenzim Q) aktarir (27). Indirgenmis
ubiquinol (QH2) membran iginde serbest sekilde difiize olurken Kompleks I, 4 protonu
matriksten membranlar arasi bosluga tasiyarak proton gradiyenti olusmasina katki
saglar. Bu onemli katkis1 yaninda reaktif oksijen tiirlerinin olusmasinda dénemli bir

kaynak noktadir (28).

2.1.3.4. Kompleks II (Siiksinat Dehidrogenaz)

Stiksinat dehidrogenaz (SDH) iki hidrofilik iki hidrofobik altbirimden olusan
heterotetramerik bir integral membran proteinidir. I¢ membranda fakat matriks ile

iliski halinde bulunur. Elektron transport zinciri ve TCA dongiisiiniin ortak enzimidir.
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TCA dongiisii enzimleri icinde membran iizerinde bulunan tek enzim olma 6zelligini

gosterir.

SDH siiksinatin fumarata oksidasyonu katalize ederken olusan elektronlari
flavin adenin diniikleotid (FAD) araciligi ile ubikinon’a aktarir. Kompleks II,
Kompleks I’e paralel bir elektron transport yoludur fakat NADH dehidrogenazin
aksine membranlar aras1 bosluga proton pompalanmaz. Bu sebeple kompleks II, aracili

yol toplamda daha az enerji tiretimi saglar.

2.1.3.5. Kompleks III (Ubiquinol Sitokrom C Rediiktaz)

Kompleks IIT hem mitokondriyal hem de niikleer DNA tarafindan kodlanmig
toplamda 11 altbirimden olusan bir transmembran proteinidir. Iki elektron tasiyan
indirgenmis coenzim Q’dan, tek elektron kabul eden Sitokrom c’ye elektron
transportunu gergeklestirir. Bu transfer Q dongiisii olarak adlandirilan asamali bir
stireg ile gergeklesir. Bir molekiil Coenzim Q’nun oksidasyonu sirasinda membranlar

aras1 bosluga 4 proton aktarilir.

2.1.3.6. Kompleks IV (Sitokrom C Oksidaz)

COX ETZ’nin son enzimidir. Indirgenmis Sitokrom C molekiiliindeki
elektronlarin molekiiler oksijene transferini katalize eder ve bu esnada membranlar

aras1 bosluga proton tasir.

Memeli Sitokrom C Oksidaz’1t (COX) 13 farkli altbirimden olusmus
heteromerik yapili bir komplekstir (29). Memeli COX enzimi altbirimlerinin
numaralari elektroforezdeki migrasyon siralarina gore verilmistir (30). Tiim hem ve
metal prostetik gruplarini igeren katalitik merkezi olusturan 3 altbirim (COX1, COX2,
COX3) mtDNA tarafindan kodlanir. COX1 hem a ve hem a3 prostetik gruplarina
sahiptir. COX2 Cua merkezini i¢erir. COX3’{in proton pompalanmasinda gérev aldigi
diisiiniilmektedir. Diger 10 altbirim (COX4, COX5A, COX5B, COX6A, COX6B,
COX6C, COX7A, COXT7B, COX7C ve COX®8) ise niikleer DNA tarafindan kodlanir
ve sitozolik ribozomlarda pre-protein olarak sentezlenir. Sitozolden TIM ve TOM

transport kompleksleri yardimi ile mitokondri igine alinir. Bu altbirimler direk olarak

20



katalizde gorev almazlar fakat kompleksin stabilite ve diizenlenmesinde gorev

aldiklar distinilmektedir (1).

COX enzimi altbirimlerinin bir araya gelmesi enzimin son seklinde yer
almayan yirmiden fazla birlesme faktorii igeren asamali, olduk¢a kompleks ve iyi

diizenlenmis bir siiregtir (1,27).

Sekil 3. COX enzimi yapisi.
(31) numaral referanstan modifiye edilerek kullanilmustir.

2.1.3.7. Kompleks V (ATP Sentaz)

Memeli ATP sentaz enzimi, hidrofilik, matrikse bakan Fi ve hidrofobik,
membrana gomiilii Fo olmak iizere iki fonksiyonel kisimdan olusur. F1 ve Fo fiziksel
olarak birbirlerine iki protein uzanti ile bagl bulunur. F1 parcas1 5 farkli altbirim igerir
(30, 3B, v, 0, ve €) ve ATP sentezinin gerceklestirildigi boliimdiir. FO pargasi 8 farkli
altbirim igerir (a, b, ¢, d, e, f, g, ve A6L) (1). ATP sentaz, membranlar arasi bosluga
biriken protonlarin olusturdugu elektrokimyasal gradiyentten yararlanir. Protonlar
matrikse geri donerken enzimin Fo kismi1 donerek F1°de yapisal degisiklikler olusturur

boylece ADP ve inorganik fosfattan ATP tiretilir (24,32).
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2.2. MITOKONDRIYAL HASTALIKLAR

Mitokondriyal hastaliklar, genel olarak ETZ enzimlerini etkileyen islev
bozukluklarinda kullanilan bir isimdir. Mitokondriyal hastaliklar her organda ve her
yasta bulgu verebilirler. ATP ihtiyacinin yiiksek oldugu santral sinir sistemi (SSS),
bobrekler, karaciger, iskelet ve kalp kasi gibi dokular ETZ enzim eksikliklerinde en

fazla etkilenen dokulardir.

Yillar i¢cinde mitokondriyal islev bozukluklarinin sanilandan daha kompleks
oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu sebeple mitokondriyal patofizyoloji anlatilirken primer
mitokondiyal hastaliklar (PMH) ve sekonder mitokondiyal bozukluklar (SMB)

isimleri kullanilmaya baslamigtir (33).

2.2.1. Primer Mitokondriyal Hastaliklar

PMH, genetik kokenli metabolizma bozukluklar1 arasinda en sik
goriilenlerdendir ve toplam prevelansinin en az 5000 kiside 1 oldugu diisiiniilmektedir
(18,34). PMH, ETZ enzim komplekslerini veya bu komplekslerin bir araya gelmesinde
gorev alan birlesme faktorlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlara bagl olarak olusur.
Mutasyonun hangi kompleksi etkiledigine gore klinik bulgular farklilik

gosterebilmektedir.

2.2.1.1. Kompleks I Eksikligi

Kompleks I eksikligi eriskinde ve ¢ocukta goriilen mitokondri hastaliklarinin
en sik sebebidir. Tim ETZ kaynakli hastaliklarin tigte biri kompleks I eksikliginden
kaynaklanmaktadir. Klinik bulgular oldukc¢a heterojendir. Leigh Sendromu, fatal
infantil laktik asidoz, neonatal kardiyomiyopati, I6koensefalopati, Leber’s hereditary
optic neuropathy, kompleks I eksikliginde goriilen hastaliklardir (18,35-37). Patojenik
mutasyonlar vakalarin yaklasik %?20-40’1inda tespit edilebilmektedir fakat cogu
kompleks I eksikligi, enzim yapisinin karmagiklig1 ve niikleer proteinlerin ¢cogunun

tanimlanamamis olmast sebebi ile tan1 alamamaktadir (1).
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2.2.1.2. Kompleks II Eksikligi

Kompleks 2 tiim altbirimleri nDNA tarafindan kodlanir. SDH-A altbirimi
mutasyonlarinda Leigh Sendromu goriilir. Diger altbirim mutasyonlart timor

olusumu (6zellikle paraganglioma) ile iligkili bulunmustur (18).

2.2.1.3. Kompleks III Eksikligi

Kompleks 3 yetmezligi ile iliskili bozukluklar da klinik olarak oldukga
heterojen ve diger ETZ enzim eksikliklerine gore daha nadirdir. Cogu vaka mtDNA

tarafindan kodlanan sitokrom b altbirimi mutasyonlari sebebi ile olusur (18,38,39).

2.2.1.4. Kompleks IV Eksikligi

COX enzimi (kompleks IV) eksikligi, insanda ETZ fonksiyon bozuklugu
olusturan en sik sebeplerden biridir. COX1, COX2 ve COX3 mutasyonlar: prostat
kanseri, miyoglobiniiri, idiyopatik sideroblastik anemi, rabdomiyoliz, glokom,
astenozoospermi, myopati, Leigh Hastaligi, MELAS (mitokondriyal ensefalopati,
laktik asidoz, stroke benzeri epizodlar), ensefalomyopati, egzersiz intoleranst, epilepsi
ve motor noron hastaligi benzeri ¢ok ¢esitli fenotiplerle iliskilendirilmistir (6,7).
Bunun yaninda COX3 mutasyonunu Alzheimer Hastalig: ile iligkili bulunmus fakat
altta yatan sebebin COX eksikliginden ziyade asir1 siiperoksit iiretimi olabilecegi ileri

stirilmiistir (8,9).

Memelilerde kompleks IV’iin kompleks I ve III ile etkilesim iginde oldugu ve
beraber siliperkompleks oOlarak da adlandirilan respirazomlart olusturdugu
gosterilmistir. Bu organizasyon, elektron tasiyicilarini belli bir bolgede izole ederek
daha hizli ve etkin bir bigimde elektronlarin akisinin gergceklesmesini saglar. Bu
baglamda, COX enziminin yoklugu respirazomlarin organizasyonunu etkileyerek

mitokondriyal hastaliklarin patolojisine katki sunuyor olabilir.

Niikleer DNA tarafindan kodlanan COX altbirimlerinin mutasyonlar1 daha
nadir olarak bildirilmistir. COX6B1 mutasyonu siddetli infantil ensefalopati ile
COX6A1 mutasyonu Charcot-Marie-Tooth hastaligi ile, COX7B mutasyonu

mikroftalmi ve cilt lezyonlart ile iliskili bulunmustur (40-42).
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COX enzim eksikliklerinde en sik goriilen genetik bozukluk enzim
kompleksinin birlesmesinde yardimci rol oynayan birlesme faktorlerini kodlayan
genlerdeki mutasyonlardir. Tanimlanan ilk nDNA kaynaklit COX enzim eksikligi,
fatal, progresif erken baslangicli norodejenerasyon, distoni ve nekrotik beyin
lezyonlari ile seyreden Leigh Sendromudur (43,44). Leigh Sendromunun en sik sebebi
COX birlesme faktorlerinden olan SURF1 geni mutasyonlaridir. Bunun yaninda
COX10, COX15, TACOL1 ve LRPPRC birlesme faktorlerindeki mutasyonlar da bu
sendrom ile iligskili bulunmustur (45). Birlesme faktorlerindeki mutasyonlar ayrica
hipertrofik kardiyomyopati, hepatopati ve ensefalopati gibi hastaliklarla ilisgkili
bulunmustur (46-48).

2.2.1.5. Kompleks V Eksikligi

ATP sentaz (Kompleks V) eksikligi ETZ enzim eksikligine gore nadirdir ve
mutasyonlar temel olarak Fo altbirimini kodlayan mtDNA ATP6 geni ile iliskilidir
(49).

2.2.2. Sekonder Mitokondriyal Bozukluklar

SMB, ETZ enzim eksiklikleri ile iligkili olmayan mitokondri fonksiyon
bozukluklarin1 tanimlayan hastaliklarin  biitiinii  olarak tarif edilebilir (33).
Mitokondrinin lipid metabolizmasi, apopitoz, kalsiyum metabolizmast, reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu gibi rollerinde gorev alan genlerin dogustan veya kazanilmis islev
bozukluklar1 sonucu olustuklar1 distiniilmektedir. Alzheimer, Otizm, Parkinson
hastaliklart ve Rett sendromu mitokondri disfonksiyonu ile iligkili bulunmus

hastaliklardandir (3-5,50).

Mitokondriyal hastaliklarda farkli dokularda ve farkli siddette ortaya ¢ikan
bulgular heteroplasmi (mutant ve saglikli mtDNA’larin farkli oranlarda beraber
bulunmasi) kavrami ile aciklanilmaya c¢alisilsa da tek basmna yeterli degildir. Bu
aciklama nDNA mutasyonlarina bagli gelisen klinik cesitliligi agiklayamamaktadir.
Buradaki muhtemel agiklama bazi COX altbirimlerinin doku spesifik olarak farkli
izoformlarinin ifade edilmesi olabilir. insanlarda COX4, COX6A, COX6B ve COX7A
altbirimlerinin doku spesifik izoformlar1 vardir (31). COX6B1 ve COX6A1 yaygin
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bicimde dokularda bulunurken COX6B2 ve COX6A2 temel olarak kas dokusu ve
testislerde bulunur. COX4 de akciger spesifik bir izoforma sahiptir. Bu isoformlarin
varligi fenotipik ¢esitliligi agiklamaya yardimei olabilir (1,7). Bunun yaninda organ ve
dokularin enerji ve mitokondriye olan ihtiyaglarinin farkli olmasi ve dokularin
mitokondriyal islev bozukluklari ile bas etme becerilerinin farkli olmasi diger

sebeplerdendir (7).
2.3. BIR MODEL OLARAK DROSOPHILA MELANOGASTER

Sirke sinegi veya meyve sinegi olarak bilinen Drosophila melanogaster,
Tomas Morgan Hunt’un 1900’11 yillarin baginda baslayan ¢aligsmalari ile 100 yil1 agkin
siiredir deney hayvani olarak kullanilmaktadir. Ik 50 yillik siiregte Drosophila
calismalar1 genetik arastirmalar ve kalitimin temelleri {izerineydi. Bu yillarda
gelistirilen en énemli metodlardan biri balancer kromozomlar oldu. ilk defa Hermann
Muller tarafindan kullanilan balancer kromozomlar, kromozomlar arasinda
rekombinasyonu engelleyerek mutasyonlarin heterozigot stok hatlar1 olarak
saklanmasina olanak verdi (51,52). ilerleyen siirecte genetik metodlarn gelismesi ile
arastirmacilar kalitim harici sorular ile ilgilenmeye basladilar. Calismalar sirkadiyen
ritmin temelleri, sinir sisteminin gelisimi ve sinir bilim konusunda buluslara yol agti.
Kompleks sinir sistemi yapisi ve insana benzer norolojik fonksiyon ozellikleri
Drosophila’nin norodejeneratif hastaliklar1 ¢aligmak igin ideal bir model organizma
olmasini sagladi. Sinir sisteminin gelisimi ve temel fonksiyonlarinin anlasilmasinda
kullanilabilecek en faydali modellerden biri oldugunu gosterdi (53). Boylece
giintimiizde sinirbilim ¢aligmalarinda en ¢ok tercih edilen model organizmalardan
birisi oldu (54,55). Bu giine kadar Drosophila iizerinde yapilan ¢alismalar bilime ¢ok
onemli katkilar yapmis, sonuncusu da 2017 yilinda olmak {izere 8 Nobel 6diiliiniin

alinmasinda araci olmustur (56).

2.3.1. Yasam Dongiisii

Drosphila yasam dongiisii diger pek ¢cok deney hayvanina gore oldukga hizlidir
ve tek seferde ¢ok sayida yavru meydana getirirler. 25 °C sicaklikta 10-12 giinde
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erigkinlige ulagmakla birlikte embriyonik gelisim siireleri ve yasamlarmin diger

asamalarinda gegirdikleri siire ortam sicakligina bagl olarak degisiklik gosterir.

Yumurtalar yaklagik 0.5mm uzunluk ve 0.2 mm ¢apinda oval sekillidir. Yeni
birakilmis bir yumurta yaklasik 24 saat embriyogenez slirecinden gegerek birinci instar
larvay1 olusturur. Yumurtadan ¢ikan larvalar besi yerinde yiizeyinde bulunan maya
hiicreleri ile beslenir. Yumurtadan ¢iktiktan yaklasik 24 saat sonra larva ilk deri
degisimini gerceklestirerek ikinci instar larva donemine gecer. Tekrar bir giliniin
ardindan da ikinci deri degisimini gergeklestirip {i¢iincii instar larva halini alir. Bu
donemde beslenip biiyiiyen larva 2 giiniin ardindan besi yerine actigi tiinellerden
c¢ikarak tiipe tirmanir ve uygun bir yerde pupalasir. Bu 5-7 giinliik hareketsiz pupalik
doneminde erigkin sinegin fiziksel Ozelliklerine kavusmak i¢in kapsamli
degisikliklerden geger. Gelisimini tamamlamasi ile pupa kilifin1 delerek disari ¢ikar.
Yeni ciktiginda renkleri daha soluk ve viicudu daha yumusaktir. Zaman gectikce

viicudu sertlesir kanatlar agilir ve normal erigkin goriiniimiine kavusur.
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3. instar larva

Sekil 4. Yasam dongiisii.
(57) numaral referanstan modifiye edilerek kullanilmustir.

2.3.2. Cinsiyet Tayini

Deneysel ¢aprazlamalar icin disi ve erkek sineklerin ayirilmasi gereklidir. Bu
ayrim stereo mikroskop altinda bazi belli bash fiziksel goriiniis farkliliklarinin

incelenmesi ile yapilir.

Genital organin dis yapisi iki cinsiyet arasinda farkliliklar gosterir. Erkek sinegin
genital organ1 daha koyu renkte gozlenir. Disiler 7 abdomen segmentine sahip iken
erkek sinekler 5 abdomen segmentine sahiptir. Disilerde abdomen, agik ve koyu renkte
bantlar halinde u¢ kisma kadar uzanan bir desene sahip iken erkeklerde abdomenin son

kism1 yogun pigment birikimi sebebi ile siyah goriiniir. Disi sineklerin abdomenleri
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daha uzundur ve viicutlar1 erkeklere gore daha biiyiiktiir. Erkek sineklerin abdomenleri

daha kisadir ve ucu kiittiir.

Disi sinek pupadan c¢iktiktan sonra oda sicaklifinda yaklasik 8-10 saat iginde
cinsel olgunluga erisir. Disi sinek bir defa cinsel olgunluga eristigi zaman bir¢ok erkek
sinekle eslesebilir. Disi sinek c¢iftlesmeden sonra spermi depo ederek tekrar
kullanabilir. Caprazlardan {iretilen yavrularin (F1) saf oldugundan emin olmak igin
deney gruplarinin olusturulmasinda kullanilan disi sineklerin bakire olmasi istenir.
Bakire ayirimi pupadan ¢ikan sineklerin cinsel olgunluga erismeden Once ayrilarak
yeni tiiplere aktarilmasi ile yapilabilir. Bir diger yontem de sadece bakire sineklerde

abdomende goriilen mekonyum goriintiisiine gore ayirmaktir.

2.3.3. Korunmus molekiiler mekanizmalar

Sinekler ve insanlar birbirlerinden ne kadar farkli goriinseler de insan1 insan
yapan molekiiler siire¢lerin, sineklerde de oldukg¢a benzer sekilde ¢alistigi goriiliiyor.
Yapilan tahminlere gore insanda hastaliklar ile iligkili bulunmus genlerinin %60’ 1ndan
fazlasinin Drosophila’da ortologlart mevcuttur (58). Ozellikle kanser, nérolojik
hastaliklar, malformasyonlar ve metabolik hastaliklar ile iligkili genlerde benzerlik
oranlar1 ¢cok daha yiiksek iken hematolojik hastaliklar, endokrin bozukluklar ve immun
sistem iligkili genlerde bu benzerlik daha diisiik bulunmustur (58). Embriyonik aks
polarizasyonu, metabolik siirecler, organogenez ve sinir sistemi gelisiminde gorev alan
molekiiler mekanizmalar iki canli arasinda olukca benzerdir. Oyle ki sinek geninin
memeli geni yerine aktarilmasi veya tersi metabolik fonksiyonu genellikle bozmaz

(59).

Drosophila olduk¢a kompleks davranigsal ozellikler de sergiler. Yon bulma,
tirmanma, beslenme, sirkadiyen ritim ve uyku, 6grenme ve hafiza, bagimlilik, kendini
temizleme, agresyon ve kur davraniglari sineklerde gozlemlenebilen ve farkli

metotlarla 6l¢iimlenebilen davranislar arasindadir (60,61).
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2.3.4. Drosophila Néroanatomisi

Drosophila beyninde yaklasik olarak 100.000 noron bulunmaktadir ve
giiniimiizde gelisen teknoloji sayesinde Drosophila beyninin elektron mikroskobik
diizeyde detayli bir haritasi ¢ikarilmis durumdadir (62). Sinekte de néronlar
memelilerde oldugu gibi sayisiz fonksiyonel devreler ile segmenter bir seklinde
organize olmuslardir. Bu devreler ciftlesme, agresyon, kur, 6grenme ve hafiza gibi
davraniglarin olusturulmasinda gorev alirlar. Bu davranislar olusurken molekiiler
diizeydeki mekanizmalar ve norotransmitterler insanlardakine oldukc¢a benzerdir.
Dopamin (DA), serotonin, glutamat, GABA, asetilkolin, histamin, adenozin ve
norokininler sineklerde de bulunan nérotransmitterlerdir (59). Bunun yaninda bazi
farkliliklar da s6z konusudur. Ornegin, sineklerde adrenerjik sistem bulunmamaktadir
fakat onun yerine benzer fonksiyonlar oktapamin ve tiramin tarafindan saglanir.

Sineklerde katekolaminerjik tek norotransmitter dopamindir (63,64).

2.3.4.1. Dopaminerjik sistem

Dopamin memelilerde motor koordinasyon, motivasyon, 6diil mekanizmasi ve
bagimlilik ile 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda gérev alir. Memelilerdeki gibi
sineklerde de dopaminerjik sistem pek ¢ok Onemli davranista gorev almaktadir.
Insanda dopaminerjik sistem bozukluklar1 pek gok hastalik ile iliskilendirilmistir. En
Iyi bilinenlerinden biri dopaminerjik ndron kaybi ile seyderen Parkinson hastaligidir.
Bu nérodejeneratif bozukluk hipokinetik ve hiperkinetik hareketlerin kombinasyonu
ile ilerleyen bunun yaninda biligsel fonksiyonlar1 da etkileyen progresif seyirli bir
hastaliktir (64). Bunun yaninda DA sistem bozukluklart herediter distoni, hipersomnia,
huzursuz bacak sendromu, duygu durum bozukluklar ile de iligkilendirilmistir. Bu
hastaliklarin tedavisinde kullanilan dopaminerjik ajanlarin kullanima girmesi ile
dopaminerjik sistemin fazla uyarilmasi sonucunda da tardif diskinezi gibi hiperkinetik

bozukluklarinin gelisebilecegi goriilmiistiir.

Drosophila beynindeki néronlarin yaklasik 130 tanesi dopaminerjik ndrondur
(64) fakat genis yayilimlar1 sayesinde bu az sayidaki noronlar yaygin bir etki

olusturabilirler. Simdiye kadar dopaminerjik sistemin sineklerde de hareket 6grenme
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ve bellek, kur davranislar1 ve bagimlilik tizerinde 6nemli rolleri oldugu gosterilmistir.
Insanlarda oldugu gibi sineklerde de artmis dopamin aktivitesi hiperaktiviye sebep

olurken azalmis DA aktivitesi hipoaktivite ile iliskili bulunmustur (65-68).

Dopamin bitkilerde ve ¢ogu hayvanda sentezlenen, Onciil molekiili L-
DOPA’dan bir karboksil grubunun uzaklastirilmasiyla sentezlenen bir amindir. L-
DOPA ise tirozin amino asitinden tirozin hidroksilaz enzimi ile sentezlenir. Seratonin
sentezi i¢in ilk basamak triptofan amino asidinin 5. pozisyonundaki karbonunun
triptofan hidroksilaz enzimi ile hidroksillenmesiyle 5- hidroksi triptofan
olusturulmasidir. Daha sonra 5- hidroksi triptofandan dopa dekarboksilaz enzimi ile
seratonin sentezlenir. Sineklerde adrenalin ve noradrenalin sentez igin gerekli genlerin
ve enzimlerin bulunmamasi sebebiyle tirozin hidroksilaz enzimi dopaminerjik
noronlara spesifik iken DDC enzimi iki norotransmitter i¢in de ortak bir enzimdir ve

iki noron grubunda da gen ifadesi mevcuttur (64).

Tirozin L-DOPA D()pan]in
NH; HO NH, HO NH,
m . _ mc)H : ]Q/\/
'0Z opa
B Hidroksilaz 2 Dekarboksilaz e
(TH) (DDC)
Triptofan Dopa
Hidroksilaz Dekarboksilaz
NH; (TRH) Ko NH, (DDC) HO NH,
| g g |
COOH | COOH
N N N
H H H
Triptofan 5-Hidroksi Serotonin
Triptofan

Sekil 5. Dopamin ve serotonin sentez yolagi.

2.3.5. Drosophila Genetik Ozellikleri

Drosophila’nin deney hayvani olarak en dikkat ¢ekici yonlerinden biri olan
genetik yapisidir. Goreceli olarak az sayida gen toplamda 4 ¢ift kromozom tizerinde
bulunur. Bu kromozomlardan ilk ¢ift cinsiyet kromozomlari, kalan 3 ¢ift kromozom
otozomal kromozomlardir. Karsilasgtirma amaci ile insana baktigimizda 46

kromozomu bulunan insanin gen sayisinin 19.000— 20.000 araliginda oldugu tahmin
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edilmektedir (69). Yaklasik 14000 geni bulunan sirke sineginin ise genlerin biiyiik
miktari ilk 3 kromozomda yer alir (59). 4. Kromozom oldukga kii¢iikk yapidadir ve

tizerinde az sayida gen bulundurur.

Yillar i¢inde arastirmacilar Drosophila tizerinde olduk¢a kompleks genetik
manipiilasyonlar yapabilecekleri yontemler gelistirmislerdir. 1982 yilinda transgenik
sinek {iretimi i¢in yeni bir metodun gelistirilmesi ile genetik calismalarin kolayligi
artmis, Drosophila’da transpozon olarak islev gosteren P-elementi kullanilarak DNA

pargalarinin kromozomda rastgele bolgelere eklenmesine olanak saglanmistir (70,71).

flerleyen yillarda gelistirilen yesil floresan protein (GFP) ile olusturulan
transgenik sineklerde floresan isaretlemeler yapilabilmis, RNA interferance yontemi
ile istenilen genlerin susturulmasi saglanabilmistir. En sik kullanilan ydntemlerden
birisi olan Gal4-UAS ikili sistemi ise transgenik deney hayvanlarinin olusturulmasini

ve bunlarla genis capli tarama (screening) ¢calismalarinin yapilmasini saglamistir.

2.3.5.1. Gal4-UAS Ikili Sistemi

Gal4-UAS ikili sisteminin gelistirilmesi sineklerde transgenik ekspresyonun
istenilen hiicrede ve istenilen zamanda yapilabilmesini saglayarak Drosophila
genetigine biiyiik bir zenginlik katmis (72), Drosophila iizerinde sinirli bir bolgede

gen ifadesi saglanmasi amaci ile en sik kullanilan sistem olmustur.

Bu sistem Gal4 ve Upstream Activation Sequence (UAS) olmak {iizere iki
parcadan olusur. Gal4 geni, 881 aminoasitten olusan, ilk defa bira mayasinda
tanmimlanmis (Saccharomyces cerevisiae) Gal4 proteinini kodlar. Bu protein DNA’ya
baglanarak hedef genin transkripsiyonunu aktive eder bdylece transkripsiyon
aktivatori olarak gorev alir. Diger parga olan UAS, GAL4 proteininin DNA {izerinde
spesifik olarak baglandig1 17 baz ¢iftlik dizinin adidir ve kendinden sonra gelen genin

ifadesini giiglendirir (73).

Gal4 ve UAS pargalar1 sinekte endojen olarak bulunmaz. Transgenik sinek
hatlarinda eksprese edilir ve mayalarda oldugu gibi sineklerde de GAL4 varligit UAS’1

aktive ederek gen ifadesine sebep olur. GAL4 sineklerde dogal olarak bulunmadigi
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icin sinek hiicrelerindeki metabolizma siirecleri ile etkilesmez ve hiicre iginde
biyolojik aktivitesi bulunmaz fakat nadir durumlarda yiiksek doz GAL4 ifadesinin
fenotipi etkileyebildigi gosterilmistir (74).

Aragtirmacilar yillar i¢inde spesifik doku veya hiicre gruplarinda GAL4
proteini ifade eden gesitli Gal4 hatlar1 olusturmuslardir. Bu sekilde bir hat sadece kas
hiicrelerinde Gal4 ifade ederken bir digeri sadece sinir hiicrelerinde Gal4 ifade edebilir
hale gelmistir. GAL4-UAS sinek hatlar1 ¢esitliligi giiniimiizde 10.000’in {izerine
cikmis ve boylece oldukea gii¢lii bir genetik yontem haline gelmistir.

Gald UAS ikili sisteminde, Gal4 driver hat, UAS responder hat olarak
isimlendirilir. Bu iki kisim farkli paternal sinek hatlarinda muhafaza edilir. Boylece
iki hiicre hattinda da etkilesim olmayacag: icin ilgili genin ifadesi gergeklesmez.
Paternal sinek hatlarinin ¢aprazlanmasi ile Gal4 bulunan hiicrelerde GAL4 proteini

UAS’1 aktive ederek ardindan gelen ilgili genin ekspresyonunu saglar.

Driver Hat [ l Responder Hat

Gala x “ ilgili Gen

\ l

Protein veya RNAI

Sekil 6. Gal4-UAS ikili Sistemi.

2.3.5.2. RNA interferans (RNAi)

Drosophila ile yapilan ¢aligmalarda ¢ok sik kullanilan bir diger yontem de
RNA interferans yontemidir. RNA interferans, RNA molekiillerinin, hedeflenmis
mRNA molekiillerine baglanip nétralize ederek gen ekspresyonunu inhibe ettigi
biyolojik bir siirectir ve hayvanlar dahil bir¢ok dkaryotta bulunur. RNA1’nin ve onun
diizenleyici roliiniin kesfedilmesinden bu yana, istenen genlerin baskilanmasinda

muazzam bir potansiyele sahip oldugu agik¢a ortaya ¢ikmistir.
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RNAi temelde iki adimli bir siirectir. Ik adim ¢ift zincirli RNA (dsSRNA) nin
bir tip 3 endoriboniikleaz olan Dicer enzimi ile ATP bagimli bir yol iizerinden 21-23
baz ciftlik kii¢iik engelleyici RNA’lara (SIRNA) parcalanmasidir. ikinci adimda
SiRNA, RISC (RNA- induced silencing complex) olarak adlandirilan kompleksin bir
parcast haline gelir. RISC, siRNA’lar yardimi ile komplementer mRNA’ya baglanir
ve mRNA dizisinin par¢alanmasi saglanir (75). Sonugcta ilgili genin mRNA diizeyinin
azalmasi genin ifade ettigi proteinin sentezinin azalmasina sebep olur. Giiniimiizde bu

teknik gen susturulmasi amaci ile yaygin deneysel bir ara¢ olarak kullanilmaktadir.
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda deneyler Drosophila melanogaster (sirke sinegi) tizerinde in
vivo kosullarda yapilmistir. Hayvan deneyleri etik kurullarinin ¢alisma usul ve
esaslarina dair yonetmeliginin madde 4/d bendinde deney hayvani tarifi;
"prosediirlerde kullanilan, serbest yasayan veya cogalan larva bigimleri, canli
kafadanbacaklilar ve normal fetal gelisimlerinin son ii¢te birlik doneminden itibaren
memeliler dahil, insan olmayan herhangi bir omurgali canliy1," seklinde yapilmistir.
Kullanacagimiz tiir ise omurgasiz bir canlidir ve ayni yonetmelige gore etik kurul izni

alinmas1 gerekmemektedir.

3.1. KULLANILAN DROSOPHILA HATLARI

Gal4-UAS ikili sistemi ile istenilen hiicrelerdeki hedef proteinin ekspresyon
diizeyini degistirmek veya farkli bir protein sentezlenmesini saglamak miimkiindiir.
Bunu yapmak i¢in biri driver biri responder olmak iizere iki tiir sinek hattina ihtiyag

vardir
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Tablo 1. Sinek hatlari, ekspresyon 6zellikleri ve kaynaklart.

Sinek Hatlarn

Ekspresyon Ozelligi

Kaynak

Elav©1®-Gal4

Driver- Tuim Noronlarda

Bloomington Drosophila

Stock Center
TH-Gal4 Driver- Sadece Serge Birman
Dopaminerjik Noronlarda Laboratuvar1 Stoklar1
DDC-Gal4 Driver- Dopaminerjik ve Bloomington Drosophila
Serotonerjik Noronlarda Stock Center
TRH-Gal4 Driver- Sadece Serotonerjik =~ Bloomington Drosophila

Noronlarda

Stock Center

UAS-CG9603-RNAI

Responder- Cox7a Altbirim
RNAI Ekspresyonunu
Saglar.

Vienna Drosophila
Research Center

UAS-Dcr-2

Responder- Dicer-2 Enzimi
Ekspresyonunu Saglar.

Bloomington Drosophila
Stock Center

UAS-CG9603-RNAI;

Responder- Cox7a Altbirim

Iki ayr1 hattin caprazlari ile

UAS-Dcr-2 RNA. ve Dicer-2 tretildi:
Ekspresyonu Saglar. - UAS-CGO603-RNAI (2.
kromozom)
- UAS-Dcr-2
(3. kromozom)
UAS-Stinger Responder- Niikleusta Bloomington Drosophila
Enhenced GFP Ekspresyonu = Stock Center
saglar.
witis Beyaz Goz Mutasyonu Prof. Jacobs Lab Stoklar1

tasiyan dogal sus

(Tampare Universitesi,
Biyoteknoloji Enstitisii)

3.2. KULLANILAN KiMYASALLAR

Calismada kullanilan NaOH, HCI, NaCl, KCI, CaCl2.2H20, MgCI2.6H20,
NaHCO3, Trehalose.2H20, Siikroz, HEPES, 10X Fosfatli tampon ¢ozeltisi (PBS),
Triton X-100, Etanol, Sigir serum albumini (BSA) ve Nipagin Sigma (ABD)
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firmasindan, Propionik asit Honeywell (ABD) firmasindan, Agar Flystuff (ABD)

firmasindan temin edildi.

3.3. HAZIRLANAN TAMPON VE COZELTILER

3.3.1. PBS -Triton X Cozeltisi (PBSTX):

PBS i¢inde 0,1% olacak sekilde Triton X-100 ¢ozeltisi hazirlandi.

3.3.2. Bloklama Cozeltisi:

Antikorlarin non-spesifik baglanmasini azaltmak ve daha net bir goriintii elde
etmek icin bloklama ¢ozeltisi kullanildi. PBSTX i¢inde %5°lik bovine serum albumin

¢Ozeltisi hazirlandi.

3.3.3. Hemolymph-like saline 3.1 (HL3.1):

Drosophila hemolenfini taklit eden bir ¢ozeltidir. Diseke edilen dokularin

fiksasyonuna kadar fizyolojisinin korunmasina yardimci olur (76).

Karigim igerigi; 70mM NaCl, 5mM KCIl, 0,8mM CaCl..2H,0, 4mM
MgCl,.6H20, 10mM NaHCO3 5mM Trehalose.2H20, 115mM Siikroz, 5SmM HEPES
olacak sekilde hazirlandi. Karigim tek kullanimlik bir tiip tstii filtre (Thermo Fisher,
ABD) ile sterilize edildi.

3.3.4. %4 Formaldehit Soliisyonu:

Diseke edilen beyinlerin tespiti igin %4 liik formaldehit soliisyonu kullanildi. 40
ml %4’lik Formaldehit soltisyonu i¢in 1,6 g paraformaldehit ve 200 pl 1 M NaOH
kullanildi. Karigimin pH’1 7,2 olarak ayarlandi ve filtrelendikten sonra +4 derecede

saklandi.
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3.4. MALT AGAR BESIi ORTAMI

Deneyler siiresince kullanilan besi ortami taze olarak hazirlanmig ve

kullanilana kadar 4 °C’de soguk odada saklanmuistir.

Tablo 2. Besi Ortami icindekiler Listesi ve Miktarlar1

Madde Miktar

Su 6800 ml su
Agar 444

Irmik unu 260 g

Malt 6zii 500 g
Aktif kuru maya 120 g

%S5 Nipagin Etanol ¢ozeltisi 164 ml
Propionik Asit 46 ml

3.4.1. Besi Ortam Hazirlanmasi

6400 ml su ol¢iilerek tencereye konuldu ve kaynatildi.
Su kaynadiktan sonra sirasi ile agar, irmik unu ve malt eklendi.

10 dakika siire ile iyice karistirilarak kaynatildi.

M WD

Baska bir kapta 400 ml su ile kuru maya karistirildi ve 10 dakika beklemeye
birakildi.

Karigima maya eklenerek iyice karistirildi ve 70 °C altina diigmesi beklendi.
Propiyonik asit ve %5’lik hazirlanan nipagin etanol karigimi eklendi.

Sogumasina izin verilmeden tiiplere aktarildi.

© N o O

Tiipler oda 1sisinda sogumasi ve katilagmasi beklendikten sonra 4°C de saklandi.

37



3.5. KULLANILAN ANTiKORLAR

Antikorlar immiin floresan goriintiileme amaci ile kullanildi. Beyinler biitiin halde

(whole-mount) konfokal mikroskopi altinda incelendi.

Tablo 3. Primer antikorlarin marka ve katalog numaralari.

Primer antikorlar Marka

Tavsan Anti-Tirozin Hidroksilaz antikoru #AB152, Merck,
Almanya

Fare Anti-GFP-1G9 antikoru #GFP-1G9, DSHB, ABD

Tablo 4. Sekonder antikorlarin marka ve katalog numaralari.

Sekonder antikorlar Marka

Ke¢i anti-Tavsan IgG Alexa Flour  #A-11011, Thermo Fischer Scientific,

568 ABD

Kegi anti-Fare 1gG Alexa Flour 488 | #A-11001, Thermo Fischer Scientific,
ABD

3.6. SINEK KULTURU

Deneyler Drosophila melanogaster tiirii deney hayvanlar1 kullanilarak
gerceklestirildi. Stok sinek hatlar1 oda sicakliginda muhafaza edildi ve yaklasik iki
haftada bir taze besin iceren tiiplere aktarildi. Sinek hatlarinin safliklarinin korunmasi
ve birbirleri ile karismamalari i¢in bir kez tiipten ¢ikarilan sinekler ya bir deneyde
kullanilmak {izere bagka tiiplere aktarildi ya da morga atilarak uzaklastirildi.
Deneylerde kullanilan veya ¢apraz sonrasi kullanilacak olan sinekler kontrollii nem
ortam1 saglayan bir inkiibatorde 25 °C ortam, 12 saatlik aydinlik-karanlik dongiisiinde
muhafaza edildi. Sinekler tarife uygun olarak hazirlanan malt agar ortaminda

yetistirildi.
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3.6.1. Sineklerin Cinsiyet Ayrim

Deney gruplarimi olusturmak i¢in yapilmasi gereken c¢aprazlari kurmadan once
ilgili gruplardan hem disi hem de erkek sineklerin ihtiya¢ kadar toplanmasi gerekti.
Cinsiyet ayrimi i¢in sinekler COz anestezisi altinda stereo mikroskop ile goriintiilendi.

Disi ve erkek sinekler fiziksel goriiniislerindeki farklar yardimi ile ayirt edildi.

Sekil 7. Cinsiyet ayrimini saglayan anatomik yapilar.

Ustte disi altta erkek sinegin goriintiileri yer almaktadir. Birinci kolon lateral tiim viicudu
gostermektedir. ikinci kolon 6n bacaklarin biiyiitiilmiis goriintiisii olup sadece erkeklerde tarak benzeri
yapilar bulundurmaktadir. Ugiincii kolonda dorsal, dérdiincii kolonda ventral yapilar gézlenmektedir.
(77) numarali referanstan alinmistir (CC BY 4.0).

3.6.2. Bakire Sineklerin Toplanmasi

Disi sineklerin yalnizca ¢aprazlandiklart erkek sineklerle ¢iftlestiginden emin
olmak i¢in disiler yalnizca bakireler arasindan segildi. Bakire sineklerin toplanmasi iki

farkli yontemle gergeklestirildi.

Zamana bagli yapilan ayrim yonteminde, sineklerin yumurtadan ¢ikmasi ile
cinsel olgunluga ulasmasi arasinda gegen siire kullanildi. Yumurtadan yeni ¢ikmis
sinekler oda sicakliginda 8-10 saat ve 18 santigrat derecede 16 saat cinsel olgunlasma
stireci gegirirler. Bu siire i¢inde toplanan disi sinekler bakiredir. Calismamizda
iglerindeki eriskinler tamamen bosaltilmis tiipler aksamdan 18 santigrat derece

sicakligindaki odaya birakildi. Ertesi sabah 18 saatin sonunda tiiplerde ¢ikmis olan disi
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sinekler bagka tiiplere aktarildi. Erkekler de morga atilarak uzaklastirildi. Bos tiipler
oda sicakliginda beklemeye birakildi. Aksam 8 saatin sonunda yeni ¢ikmis disiler
toplandi, erkekler de uzaklastirildi. Tiipler erkesi giin toplanmak iizere 18 santigrat

derece soguk odaya birakildi.

Ustteki yontemin kullanilamadigi durumlarda gorsel olarak ayirmma gidildi.
Herhangi bir zamanda tiiplerin iginde birikmis olan sinekler CO2 anestezisi altinda
stereo mikroskop ile gozlendi. Ince bir firca yardimi ile bakire sineklerin karin
bolgesinde bulunan koyu bir leke olan mekonyum isareti arandi. Bu isareti tasiyan disi

sinekler bagka tiiplere aktarildi. Kalan sinekler morga atild1.

Tiipler i¢inde yirmiserli olarak toplanmis bakire sinekler kullanilmadan 6nce
en az 3 giin bekletilerek tiiplerde larva olup olmadigina bakildi. Larva gozlenen tiipler,

icindeki en az bir sinegin bakire olmadig: diisiiniilerek ¢ope atildi.

Sekil 8. Bakire sinek goriintiisil.
Oklar mekonyum izini gostermektedir. (78) numarali referanstan modifiye edilerek kullanilmisgtir.

3.6.3. Anestezi islemi

Sineklerle calisilirken tiipten tiipe aktarma, bakire sineklerin toplanmasi ve
caprazlanmasi Sirasinda sineklerin ugup kagmamasi i¢in anesteziye ihtiya¢ duyuldu.
Anestezi i¢in ¢alismamizda iki ayri yontem kullanildi. Karbondioksit anestezisi

giinliik sinek bakimi, yeni tiiplere aktarimi1 ve bakire sinek toplanmasi gibi islemler
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sirasinda kullanildi. Sinekler CO> tabancasi ile tlipiin duvari ve siingeri arasindan bir
miktar gaz pompalanarak bayiltildiktan sonra CO> pedine aktarildi. CO. pedindeki
diizenli CO2 ¢ikis1 sayesinde stereo mikroskop altinda anestezi devam ettirilerek

sineklerin cinsiyet ayirim1 saglandi.

Sekil 9. Kullanilan anestezi yontemleri.
A) Kullanilan stereo mikroskop ve CO2 pedi. B) Diseksiyon 6ncesi soguk anestezisi uygulanmasi.

Immunohistokimyasal goriintileme amaci1 ile yapilan diseksiyon islemi
oncesindeki anestezi ise soguk anestezisi yontemi ile saglandi. Diseke edilecek
sineklerin bulundugu tiip buz iginde birkag¢ dakika bekletildi. Hareketsiz kalan sinekler

buzun iizerine yerlestirilmis ve tizeri 6nceden silikon ile kaplanmis petri kabina alindi.

Bes dakikanin tizerinde CO2 maruziyetinin hareket kabiliyetini ve davranig

testlerini etkilemesi (79) sebebi ile tirmanma testi 6ncesinde anestezi kullanilmadi.
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3.6.4. Caprazlarin Kurulmasi

Caprazlanacak sinek hatlar1 ve hangi hattin disisinin kullanilacagina gore erkek
ve bakire disi sinekler énceden toplandi. En az 3 giinliik beklemeden sonra bakire
sineklerin tiiplerinde larva goriilmemesi teyit amagli kullanildi. Sinekler disi/erkek

orani 3/1 — 4/1 arasinda olacak sekilde karistirilarak yeni tiiplere aktarildi.

3.6.5. Sineklerin Teminasyonu

Kullanilmayacak olan sinekler “morg” denilen i¢i deterjanli su dolu cam

sigelere atilarak terminasyonlari saglandi.
3.7. MOTOR FONKSIYONUN DEGERLENDIRILMESi

Gruplarin motor fonksiyonlarinin degerlendirilmesi igin erigkin sineklerin

i¢cgiidiisel tirmanma davranislarindan yararlanildi.
3.7.1. Tirmanma Testi i¢cin Gruplarin Olusturulmasi

Hedef dokuda gen ekspresyonunun yapilabilmesi i¢in Drosophila melanogaster
tirti sineklerde siklikla kullanilan yontemlerden biri olan UAS-Gal4 ikili ekspresyon
sistemi kullanildi. Bu yontem ile ilgilenilen genin ekspresyonu farkli doku veya hiicre

tipine spesifik olarak saglanabilmektedir.

3.7.1.1. Pan-néronal COX knockdown grubu (PKD)

Pozitif kontrol grubunun olusturulmasi amaci ile tiim néronlarda COX enzim eksikligi
olusturulmasi icin UAS-CG9603-RNAI; UAS-Dcr-2 genotipindeki bakire sinekler ile
Elav®™*®-Gal4 genotipindeki erkek sinekler gaprazlandi. Elavc!®-Gal4 / + ; UAS-
CG9603-RNAI / +; UAS-Dcr-2 / + genotipinde sinekler elde edildi.
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Sekil 10. Pan-néronal COX knockdown grubunun olusturulmast.
Genler homozigot olarak taginmaktadir, basitlestirmek i¢in tek kromozom olarak sematize edilmistir.
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3.7.1.2. TH knockdown grubu (THKD)

Sadece Dopaminerjik noronlarda COX enzim eksikliginin olusturulmasi amaci ile
daha oOnceden toplanan UAS-CG9603-RNAi; UAS-Dcr-2 genotipindeki bakire
sinekler ile Elav*®-Gal4 genotipindeki erkek sinekler ¢aprazlandi. UAS-CG9603-
RNAI / TH-Gal4; UAS-Dcr-2 / + genotipinde sinekler elde edildi.

F1

Cox7a -RNAi

Sekil 11. TH knockdown grubunun olusturulmasi.
Genler homozigot olarak taginmaktadir, basitlestirmek igin tek kromozom olarak sematize edilmistir.

3.7.1.3. TH kontrol grubu (THKon)

TH-Gal4 i¢in kontrol grubu olusturulmasi amaci ile daha 6nceden toplanan UAS-Dcr-
2 genotipindeki bakire sinekler ile TH-Gal4 genotipindeki erkek sinekler ¢aprazlandi.
TH-Gal4 / +; UAS-Dcr-2 / + genotipinde sinekler elde edildi.
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Sekil 12. TH kontrol grubunun olusturulmast.
Genler homozigot olarak taginmaktadir, basitlestirmek igin tek kromozom olarak sematize edilmistir.

3.7.1.4. DDC knockdown grubu (DDCKD)

Dopaminerjik ve serotonerjik néronlarda COX enzim eksikligi olusturulmasi amaci ile
UAS-CG9603-RNAI; UAS-Dcr-2 genotipindeki bakire sinekler ile DDC-Gal4
genotipindeki erkek sinekler ¢aprazlandi. UAS-CG9603-RNAIi / DDC-Gal4 ; UAS-

Dcr-2 / + genotipinde sinekler elde edildi.
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Sekil 13. DDC knockdown grubunun olusturulmasi.
Genler homozigot olarak tasinmaktadir, basitlestirmek igin tek kromozom olarak sematize edilmistir.

3.7.1.5. DDC kontrol grubu (DDCKon)

DDC-Gal4 i¢in kontrol grubu olusturulmasi amaci ile UAS-Dcr-2 genotipindeki
bakire sinekler ile DDC-Gal4 genotipindeki erkek sinekler ¢aprazlandi. DDC-Gal4 /
+; UAS-Dcr-2 / + genotipinde sinekler elde edildi.
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Sekil 14. DDC kontrol grubunun olusturulmast.
Genler homozigot olarak taginmaktadir, basitlestirmek i¢in tek kromozom olarak sematize edilmistir.

3.7.1.6. TRH knockdown grubu (TRHKD)

Sadece serotonerjik néronlarda COX enzim eksikligi olusturulmasi amact ile UAS-
CG9603-RNAI; UAS-Dcr-2  genotipindeki  bakire sinekler ile TRH-Gal4
genotipindeki erkek sinekler ¢aprazlandi. UAS-CG9603-RNAIi / TRH-Gal4 ; UAS-
Dcr-2 / + genotipinde sinekler elde edildi.
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Sekil 15. TRH knockdown grubunun olusturulmasi.
Genler homozigot olarak tasinmaktadir, basitlestirmek i¢in tek kromozom olarak sematize edilmistir.
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3.7.1.7. TRH kontrol grubu (TRHKon)

TRH-Gal4 igin kontrol grubunu olusturulmas: amaci ile UAS-Dcr-2 genotipindeki
bakire sinekler ile TRH-Gal4 genotipindeki erkek sinekler ¢aprazlandi. TRH-Gal4 / +;
UAS-Dcr-2 / + genotipinde sinekler elde edildi.
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Sekil 16. TRH kontrol grubunun olusturulmasi.
Genler homozigot olarak taginmaktadir, basitlestirmek i¢in tek kromozom olarak sematize edilmistir.

3.7.2. Tirmanma Deneyi

Tirmanma Deneyi i¢in Negatif Geotaksis Assay’in bir varyasyonu olan Rapid

iterative negative geotaxis (RING) assay yontemi kullanild: (80,81). Kullanilan

yontem asagida maddeler halinde yazildi.

10.

11.
12.

13.

Caprazlanmis sinekler ¢iftlesmeleri i¢in oda sicakliginda 2 giin bekletildi.
Sinekler yeni birer tiipe aktarildi ve 25 °C inkiibatérde 24 saat bekletildi.

Bu son islem 2 defa daha yapilarak eriskin sinekler uzaklastirildi ve yumurta
igeren toplamda 3’er adet tiip elde edildi.

Sinekler ¢ikana kadar tiipler 25 santigrat derece inkiibatorde tutuldu.

Tiiplerden ¢ikan bakire sinekler 3 giin boyunca toplanarak yeni tiiplere aktarildi
ve 25 santigrat derece inkiibatorde tutuldu.

Deneyden 3 giin 6nce toplanan bu bakire sinekler yeni tiiplere 10’arli gruplar
halinde aktarildi. Bu asamadan sonra bir daha CO2 anestezisi kullanilmadi.
Deney giinii her bir tiip igindeki sinekler birer 50ml Falkon tiiplere aktarildi.
Ayn1 genotipteki sinekler beraberce oOnii agik, arkasina milimetre kagidi
kaplanmis karton kutuya yan yana ve dik bir bigimde yerlestirildi.

Burada 1 dakika aligma siiresi tanindi.

Tiipler ayn1 anda karton kutu araciligi ile yere vuruldu ve tiipteki sineklerin dibe
diismeleri saglandi.

Vurma islemi 30 saniye aralarla toplam 3 defa olacak sekilde tekrarlandi.

Bu esnada 1 metrelik mesafeden Canon Ixus 170 kamera ile goriintii kayit altina
alind1.

Deney bittikten sonra sinekler morga atild1.
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14. Goriintiilerin analizi GOM Media Player uygulamasi araciligi ile yavas ¢ekimde
izlenerek yapildi.
15. Her bir tiip i¢in 10 saniye i¢inde 6 cm tirmanabilen sinekler sayildi ve kaydedildi.

16. Aynu tiiplerin skorlarinin ortalamasi alinarak tirmanma indeksi hesaplandi.

Sekil 17. Tirmanma deneyi igin kullandigimiz platform.

Deneyin sonuglari box plot grafigi ile gosterilmistir. Bu gosterimde orta hatlar
medyanlart gosterir. Kutu sinirlari, R yazilimi tarafindan belirlenen 25. ve 75.
persentilleri gosterir. Biyiklar, persentiller arasi araligin 1,5 kat1 kadar uzundur (Tukey

metodu).
3.8. OMUR UZUNLUKLARININ BELIiRLENMESI

UAS-Gal4 ikili sistemi yardimi ile yapilan caprazlar sonucu 5 grup

olusturuldu. Gruplarin yasam siireleri dmiir deneyi (lifespan assay) ile belirlendi.

3.8.1. Gruplarin Olusturulmasi
3.8.1.1. Negatif kontrol grubu olusturulmast:

UAS-CG9603-RNAI; UAS-Dcr-2  genotipindeki  bakire sinekler ile w8
genotipindeki erkek sinekler ¢aprazlandi. UAS-CG9603-RNA.i / + ; UAS-Dcr-2 / +

genotipinde sinekler elde edildi.
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3.8.1.2. Pan-noronal COX Knockdown Grubu (PKD)

Pozitif kontrol grubu olusturulmast igin UAS-CG9603-RNAI; UAS-Dcr-2
genotipindeki bakire sinekler ile Elav®'®-Gal4 genotipindeki erkek sinekler
caprazlandi. Elav®'®-Gal4 / + ; UAS-CG9603-RNAI / + ; UAS-Dcr-2 / + genotipinde
sinekler elde edildi.

3.8.1.3. TH Knockdown grubu (THKD):

Sadece Dopaminerjik noronlarinda COX enzimi susturulmus deney grubu
olusturulmasi igin UAS-CG9603-RNAI; UAS-Dcr-2 genotipindeki bakire sinekler ile
TH-Gal4 genotipindeki erkek sinekler ¢aprazlandi. UAS-CG9603-RNAI / TH-Gal4;
UAS-Dcr-2 / + genotipinde sinekler elde edildi.

3.8.1.4. DDC Knockdown grubu (DDCKD)

Dopaminerjik ve Serotonerjik néronlarinda COX enzimi susturulmus deney grubunun
olusturulmasi i¢in UAS-CG9603-RNAI; UAS-Dcr-2 genotipindeki bakire sinekler ile
TH-Gal4 genotipindeki erkek sinekler ¢aprazlandi. UAS-CG9603-RNAIi / DDC-Gal4
; UAS-Dcr-2 / + genotipinde sinekler elde edildi.

3.8.1.5. TRH Knockdown grubu (TRHKD)

Sadece serotonerjik noronlarda COX enzimi susturulmus deney grubunun
olusturulmasi amaci ile UAS-CG9603-RNAi; UAS-Dcr-2 genotipindeki bakire
sinekler ile TRH-Gal4 genotipindeki erkek sinekler ¢aprazlandi. UAS-CG9603-RNAI
/| TRH-Gal4 ; UAS-Dcr-2 / + genotipinde sinekler elde edildi.

3.8.2. Omiir Deneyi

Gruplarin yasam Omiirleri Lifespan Assay yontemi ile belirlendi. Yontem

asagida 6zetlendi.

1. Caprazlanan sinekler oda 1sisinda 2 giin bekletildi.
2. Iki giiniin ardindan sinekler yeni tiiplere aktarilarak 25 °C sicaklikta 24 saat

bekletildi. Bosalan tiip 25 santigrat derecede muhafaza edildi.
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3. ki numarali islem 2 kere daha tekrarlanarak toplamda 3 tiip yumurta toplanilmus
oldu.

4. Caprazlanmis eriskin sinekler morga atildi.

5. Inkiibasyonun ardindan pupalardan ¢ikan disi sinekler, her bir tiip i¢in 20 sinek ve
her bir grup i¢in 5 tiip olacak sekilde yeni tiipler i¢ine aktarildu.

6. Bundan sonra yaklasik 2 ay boyunca, her pazartesi carsamba ve cuma, Sineklerin
tiipleri degistirildi.

7. Tip degisimi sirasinda her bir tiip i¢gindeki 6lii sinekler sayilarak kayit altina
alind1.

8. Zamanla degisen sinek miktari ve 6lenlerin sayis1 grafige dokiildi.

3.9. PUPAL OLUM ORANLARININ BELIRLENMESI

3.9.1. Gruplarin Olusturulmasi

3.9.1.1.Negatif kontrol grubu olusturulmasi

UAS-CG9603-RNAi; UAS-Dcr-2  genotipindeki  bakire sinekler ile w8
genotipindeki erkek sinekler ¢aprazlandi. UAS-CG9603-RNAI / + ; UAS-Dcr-2 / +
genotipinde sinekler elde edildi.

3.9.1.2. TH Knockdown grubu (THKD)

Sadece Dopaminerjik néronlarinda COX enzimi susturulmus deney grubu
olusturulmasi icin UAS-CG9603-RNAI; UAS-Dcr-2 genotipindeki bakire sinekler ile
TH-Gal4 genotipindeki erkek sinekler ¢caprazlandi. UAS-CG9603-RNAI / TH-Gal4;
UAS-Dcr-2 / + genotipinde sinekler elde edildi.

3.9.1.3. DDC Knockdown grubu (DDCKD)

Dopaminerjik ve Serotonerjik néronlarinda COX enzimi susturulmus deney grubunun
olusturulmasi i¢in UAS-CG9603-RNAI; UAS-Dcr-2 genotipindeki bakire sinekler ile
TH-Gal4 genotipindeki erkek sinekler ¢aprazlandi. UAS-CG9603-RNAi / DDC-Gal4
; UAS-Dcr-2 / + genotipinde sinekler elde edildi.
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3.9.1.4. TRH Knockdown grubu (TRHKD)

Sadece serotonerjik noéronlarda COX enzimi susturulmus deney grubunun
olusturulmasi amaci ile UAS-CG9603-RNAI; UAS-Dcr-2 genotipindeki bakire
sinekler ile TRH-Gal4 genotipindeki erkek sinekler caprazlandi. UAS-CG9603-RNAI
/| TRH-Gal4 ; UAS-Dcr-2 / + genotipinde sinekler elde edildi.

3.9.2. Pupa Oliim Deneyi

Gruplardaki pupa 6liim oranlarinin belirlenmesi Pupal Lethality Assay yontemi ile

belirlendi. Yontem asagida 6zetlendi.

1. Caprazlanan sinekler oda 1sisinda 2 giin bekletildi.

2. Iki giiniin ardindan sinekler yeni tiiplere aktarilarak 25 °C sicaklikta 24 saat
bekletildi. Bosalan tiip 25 santigrat derecede muhafaza edildi.

3. Iki numarali islem 2 kere daha tekrarlanarak toplamda 3 tiip yumurta
toplanilmis oldu.

4. Capraz yapilmis eriskin sinekler morga atild1.

5. Deney boyunca tiiplerdeki toplam pupa sayis1 ve pupadan ¢ikan sinek sayisi
giinliik olarak sayildi ve erigkin sinekler tiipten uzaklastirildi.

6. Bastaki pupa sayisi ile ¢ikan sinek sayisit oranlanarak pupalarin erigkinlige

donme yiizdesi hesaplandi.

Deneyin sonuglar1 box plot grafigi ile gosterilmistir. Bu gosterimde orta hatlar
medyanlar1 gosterir. Kutu smurlari, R yazilimi tarafindan belirlenen 25. ve 75.
persentilleri gosterir. Biyiklar, persentiller arasi araligin 1,5 kat1 kadar uzundur (Tukey

metodu).

3.10. IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEMLER

Kullanilan sinek hatlarinin ve olusturulan ¢aprazlarin istenilen ndron gruplarinda etkili

oldugunu smamak i¢in immiinohistokimyasal yontemlerden faydalanildi.
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3.10.1. Gruplarin Olusturulmasi
3.10.1.1. Dopaminerjik néron c¢ekirdeklerinde GFP
ekspresyonu (TH>Stinger)

UAS-Stinger genotipindeki bakire disi sinekler ile TH-Gal4 genotipindeki erkek
sinekler ¢aprazlandi. TH-Gal4 / UAS-Stinger genotipinde sinekler elde edildi.

3.10.1.2. Dopaminerjik  ve  Serotonerjik  noron

¢ekirdeklerinde GFP ekspresyonu (DDC>Stinger)

UAS-Stinger genotipindeki bakire disi sinekler ile DDC-Gal4 genotipindeki erkek
sinekler gaprazlandi. Ddc-Gal4 / UAS-Stinger genotipinde sinekler elde edildi.

3.10.1.3. Serotonerjik noron ¢ekirdeklerinde GFP
ekspresyonu (TRH>Stinger)

UAS-Stinger genotipindeki bakire disi sinekler ile TRH-Gal4 genotipindeki erkek
sinekler ¢aprazlandi. TRH-Gal4 / UAS-Stinger genotipinde sinekler elde edildi.

3.10.2. Beyin Diseksiyonu

Caprazlanan sineklerin beyinleri fiksasyon ve boyama islemleri i¢in asagidaki

yonteme gore diseke edildi.

1. Sineklerin bulundugu tiip bir siire buzun iistiinde bekletilerek sineklerin anestezisi
saglandi.

2. Hareketsiz kalan sinekler daha dnce buzun {istiine yerlestirilmis, ici silikon kaph
petri kabina aktarildi.

3. l¢i daha 6nceden silikon kaplanmis kuyucuklari olan altili well plate’in bir gdziine
%70’lik Alkol ¢ozeltisi iki goziine de daha 6nceden hazirlanmis HL 3.1 ¢ozeltisi
eklenerek stereo mikroskopun altina yerlestirildi.

4. Islem oncesi bilenerek uglari iyice inceltilmis forsepsler yardimi ile sinek govde
karin bolgesi arasindan tutularak alkol c¢ozeltisine daldirildi. Bu sayede sinegin
cevresindeki hidrofobik tabaka ve kirlerden arindirildi.

5. Sinek hemolenf ¢ozeltisine aktarilarak proboscis ile gozii arasindan tutularak kafa

govdeden ayrildi.
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6. Once kutikula tabakas1 ve proboscis sonra da trakea dikkatlice beyinden sryrildi.

7. Buislemler istenilen sayida beyin elde edilene kadar uygulandi.

Sekil 18. Beyin diseksiyonu asamalar1 ve beyin dokusu.
A-B-C-D) Diseksiyon asamalari. E) Disseke edilmis sinek beyni ve trakea yapilari. (82) numaral
referanstan modifiye edilerek kullanilmigtir.

3.10.3. Cikarilan Beyinlerin Fiksasyonu

1. Diseke edilmis biitiin haldeki (whole-mount) Drosophila beyinleri fiksasyonu igin
ince uclu bir pipet yardimiyla 2ml’lik Eppendorf tiipiine aktarildi.

2. Tip iizerinde bir miktar hava boslugu kalacak sekilde %4 paraformaldehit ile
dolduruldu.

3. 20 dakika boyunca +4 C derecede bir rotator araciligi ile donmesi saglandi.

4. Tiipteki sivi, mikroskop altinda bir pipet araciligi ile uzaklastirildi. Uzerine
%0,1’lik Triton X-100 PBS c¢ozeltisi eklenerek tekrar 20 dakika +4 derecede
rotator araciligi ile fiksatifin yitkanmasi saglandi.

5. Son madde toplamda 3 defa yikama yapilacak sekilde tekrarlandi.

3.10.4. Boyama islemi

1. Fiksasyonu tamamlanmis beyinler 5% bovine serum albiimin (BSA) — PBSTX
karigimi ile 20 dakika karistirildi.

2. 5% BSA —PBSTx karisimi1 iginde Tavsan anti-TH (1:200) ve Fare anti-GFP clone
1G9 (1:200) primer antikorlar1 eklenerek 2 gece +4 derecede antikorlarin hedef

proteinlerine tutunmasi saglandi
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3. Vialdeki sivi, mikroskop altinda bir pipet aracihi@ ile uzaklastirildi. Uzerine
%0,1’lik Triton X-100 PBS ¢ozeltisi eklenerek tekrar 20 dakika +4 derecede
rotator araciligi ile donmesi saglandi.

4. Son madde toplamda 3 defa yikama yapilacak sekilde tekrarland.

5. Beyinler, 5% BSA — PBSTx karisimi i¢inde Alexa 568 keci anti-tavsan (1:500)
ve Alexa 488 kegi anti-fare (1:500) sekonder antikorlari ile karanlikta, +4 santigrat
derecede 2 gece rotatorda déonmeye birakildi. Bu floresan antikorlarin primer
antikorlara tutunmasi ile hedef molekiiller isaretlendi.

6. Ardindan PBSTx ile 3x20 dakika, karanlikta yikama iglemi yapildi.

3.10.5. Dokularin Lama Yiiklenmesi

1. Beyinler %80 gliserol ve ultrapure su i¢eren mounting soliisyonu kullanilarak
lamlara aktarildi.
2. Lamel ¢ift tarafli bant yardimu ile hafif ytikseltildi.

3. Lamelin kenarlar tirnak cilas1 ile mithiirlendi.

3.10.6. Goriintii Analizi ve Hiicre Sayim

Goriintiiler Zeiss LSM 700 model Lazer Taramali Konfokal Mikroskop ve
Plan-Apochromat 10x/0.45 objektif araciligi ile elde edilmistir, goriintii kaydi Zen

yazilimi araciligr ile yapilmistir.

Optik kesitler ImageJ yazilimi araciligi ile analiz edilmistir. Analiz sirasinda
sadece GFP, sadece anti-TH antikor ve ikisi beraber boyanan néron niikleuslar
sayilarak not edilmis, her gruptan en az 70 ndron sayillmistir. Bulgular kisminda
paylastigimiz goriintiiler optik kesitlerin ist iiste bindirilmesi (maximum intensity

projection) ile olusturulmustur.

3.11. ISTATISTIK YONTEMLER

Veriler SPSS 24.0 (IBM SPSS Statistics 24 software) paket programiyla
analiz edilmistir. Siirekli degiskenler ortalama =+ standart hata, ortanca (minimum ve

maksimum degerler) ve kategorik degiskenler say1 ve ylizde olarak ifade edilmistir.
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Bagimsiz grup farkliliklarin karsilastirilmasinda Tek Yonlii Varyans Analizi
kullanilmistir.  Gruplar arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmasi
durumunda Post Hoc test olarak LSD testi ile ikili grup farkliliklari
incelenmistir. Kategorik degiskenler arasindaki farkliliklar ise Ki-kare analizi ile
incelenmistir. Sagkalim analizlerinde, Kaplan Meier egrileri kullanilarak bagimsiz
gruplarin sagkalim farkliliklari i¢in Log-rank yontemi kullanilmistir. Tiim analizlerde

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR
4.1. HAREKET BOZUKLUKLARININ BELIRLENMESI
Yapilan tirmanma deneyi sonucunda pozitif kontrol grubu sonuglar1 diger

gruplara gore anlamli derecede diisik bulunmustur (p<0,001). Gruplarin kendi

kontrolleri ile arasinda ise anlamli bir fark saptanamamuistir (Sekil 19).
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Sekil 19. Gruplarin hareket kabiliyetlerinin tirmanma deneyi ile degerlendirilmesi.

PKD: Pan-néronal knockdown grubu (n=5), THKD: TH Knockdown grubu (n=14), THKon: TH
Kontrol grubu (n=14), DDCKD: DDC Knockdown grubu (n=15), DDCKon: DDC Kontrol grubu
(n=13), TRHKD: TRH Knockdown grubu (n=15), TRHKon: TRH Kontrol grubu (n=13). *: p<0,001

diger gruplardan fark; —: gruplar arasinda anlaml fark yok.

4.2. OMUR UZUNLUKLARININ BELIiRLENMESI

Deney gruplar1 eriskin sineklerinin  6miir uzunluklarindaki farkliligin
arastirtlmasi i¢in lifespan assay deneyi uygulanmistir. Her bir grup i¢in 5 tiip iginde

20’ser sinek olacak sekilde toplamda 100 disi sinek kullanilmigtir. Canli sayisindaki
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degisim Kaplan-Meier egrisi ile gizdirilmistir (sekil 20). Her bir ¢izgisel gosterim
deney gruplarindaki sinek sayilarinin zamana bagli olarak degisimini gdstermektedir.

Gruplar arasindaki fark log-rank testi ile Olglilmiis ve anlamli bir fark oldugu

gorilmistir (p<0,0001).
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Sekil 20. Gruplardaki canli oraninin zamana bagli degisiminin Kaplan-Meier egrileri ile gosterilmesi.
X ekseni deneyin baslangicindan itibaren gegen giin sayisini, Y ekseni ise yasayan sinek oranini kesir
olarak gostermektedir. PKD: Pan-néronal knockdown grubu, THKD: TH Knockdown grubu, DDCKD:
DDC Knockdown grubu, TRHKD: TRH Knockdown grubu.

Pan-néronal COX enzim eksikligi olusturulmus PKD grubunda yasam
stiresinin diger gruplara gére anlamli bir bigimde kisa oldugu goriilmiistiir (p<0,0001).
Sadece dopaminerjik néronlarda COX enzim eksikligi olusturulmus THKD grubu

PKD grubuna gore anlamli derecede uzun yasamis fakat diger gruplara gore anlaml

derecede kisa omiir uzunlugu gostermistir (Tablo 5).
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Dopaminerjik ve serotonerjik néronlarinda COX enzim eksikligi olusturulmus
DDCKD grubu ile sadece serotonerjik noéronlarinda COX enzim eksikligi
olusturulmus TRHKD grubu PKD ve THKD grubuna gore anlamli derecede uzun

yasamis, kontrol grubundan anlamli bir farklari bulunamamistir (Tablo 5).

Tablo 5. Omiir uzunluklarimnin ortalama, ortanca degerleri, standart hatalar1 ve giiven
aralig1 degerleri

Gruplar Ortalama+  95% GA  Ortanca =+ 95% GA Maximum

SH SH Omiir

Kontrol 42,49+ 2,11 38,36 — 52 +£0,988 50,06 — 66
46,62 53,94

PKD * 20,22 + 1,27 17,73 — 16 +1,75 12,56 — 50
22,71 19,44

THKD *,#  4292+0,89 41,17 — 46 £ 0,61 44,82 — 62
44 67 47,19

TRHKD %9 | 4742 +0,96 45,54 — 48 +£0,61 46,81 — 68
49,30 49,20

DDCKD #9 | 49,08 + 1,02 47,08 — 50 £0,58 48,87 — 68
51,08 51,13

PKD: Pan-néronal knockdown grubu, THKD: TH Knockdown grubu, DDCKD: DDC Knockdown
grubu, TRHKD: TRH Knockdown grubu. N=100. *: p<0.001 diizeyinde kontrol grubundan fark, #:
p<0.001 diizeyinde PKD grubundan fark, 6: p<0.001 diizeyinde THKD grubundan fark.

4.3. PUPAL OLUM ORANLARININ BELIRLENMESI

COX enzim eksikliginin pupal dénemdeki hayatta kalma oranlarma etkisi
pupal lethality assay yontemi ile belirlendi. Sonuglar kontrol gruplar ile

karsilagtirilarak anlamlilik degerlendirildi. Deney gruplarinin hi¢birinde kontrole gore
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anlamli bir fark gozlenmedi (Sekil 21).
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Sekil 21. Gruplarin hayatta kalim oranlari.

X ekseni deney gruplarini, Y ekseni pupadan erigkinlige geg¢is oranimi yiizde olarak gosterir. Kontrol
(n=10), THKD: TH Knockdown grubu (n=8), DDCKD: DDC Knockdown grubu (n=10), TRHKD:
TRH Knockdown grubu (n=8).

4.4, IMMUNOHISTOKIMYA BULGULARI

Deneylerde kullanilan  driver sinek hatlar1 UAS-Stinger sineklerle
caprazlanarak, sirasi ile TH-Gal4, DDC-Gal4 ve TRH-Gal4 ekspresyonu yapan sinir
hiicrelerinin niikleuslarinda GFP ekspresyonu saglandi. Bu ekspresyonun olusturacagi
floresan 151ma, GFP primer ve sekonder antikorlar1 yardimi ile gii¢lendirildi. Anti-TH
antikoru tirozin hidroksilaz enzimi ifade eden sinir hiicrelerinin boyanmasi igin
kullanildi. GFP expresyonu olan niikleuslar yesil renk ile, dopamin sentezinde gérev
yapan tirozin hidroksilaz enzimi ise mor renk ile gosterilmistir. Kolokalizasyonun

oldugu hiicreler birlestirilmis goriintiilerde (merge) beyaza yakin goriilmektedir.

Birlestirilmis goriintiide néron niikleuslar1 sadece GFP boyanan veya beraber
boyananlar (kolokalize) olacak sekilde smiflandirilarak sayilmis, kolokalizasyon

oranlart bulunmustur. TH>Stinger grubunda kolokalizasyon oran1 %91,4 (sekil 22),
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DDC>Stinger grubunda %65,6 (sekil 23), TRH>Stinger grubunda %16,8 (sekil 24)

olarak bulunmustur.

L E———
100 pym

Sekil 22. TH>Stinger sineklerde floresan goriintiileme.

TH>Stinger sineklerde anti-TH ve anti-GFP antikor ile immiinfloresan boyamas1 yapilan tam beyin
dokusunun konfokal mikroskopi goriintiisii. Goriintii optik kesitlerin (st {iste bindirilmesi ile
olusturulmustur. Alttaki gériintiiler kolokalizasyonlar1 daha yakindan gostermektedir.

Sekil 23. DDC>Stinger sineklerde floresan goriintiileme.
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DDC>Stinger sineklerde anti-TH ve anti-GFP antikor ile immiinfloresan boyamasi yapilan tam beyin
dokusunun konfokal mikroskopi goriintlisii. Goriintii optik kesitlerin iist {iste bindirilmesi ile
olusturulmustur.

Anti-GFP

Sekil 24. TRH>Stinger sineklerde floresan goriintiileme.

TRH>Stinger sineklerde anti-TH ve anti-GFP antikor ile immiinfloresan boyamasi yapilan tam beyin
dokusunun konfokal mikroskopi goriintiisii. Gorintii optik kesitlerin st {iste bindirilmesi ile
olusturulmustur.

4.4.1. Kolokalizasyon Oranlarinin Degerlendirilmesi

Kolokalizasyon oranlar1 bulunmus gruplarin, iki ylizde arasindaki anlamlilik testi ile

aralarindaki anlamlilik degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki fark anlamlidir.

60



100
90
80
70
60
50
40
30

Kolokalizasyon Yiizdesi (%)

20

*

TH>Stinger DDC>Stinger TRH>Stinger

10

Sekil 25. Gruplarin anti-TH antikoru ile kolokalizasyon oranlart (%).
*: TH TRH>Stinger grubuna gore anlaml fark, #: DDC>Stinger grubuna gore anlamli fark.
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TARTISMA

Mitokondriyal disfonksiyonlarin, norodejeneratif hastaliklardan
kardiyovaskiiler bozukluklara, kanserden obeziteye kadar pek ¢ok hastalikla iliskili
olabilecegi gosterilmistir (83). Daha 6nceden oldukga nadir goriilen bir grup bozukluk
olarak nitelendirilen mitokondriyal bozukluklarin, yeni epidemiyolojik ¢alismalarin
yardimi ile sanildigindan ¢ok daha sik (en az 1/5000) oldugu bulunmustur (18,34).
Bireysel mitokondriyal mutasyon orani daha da siktir. Elliott ve arkadaslar1 2008
yilinda yaptiklart bir ¢alismada en az 200 saglikli insanin 1’inde patolojik mtDNA

mutasyonu gozlemlemistir (84).

Mitokondrinin primer hastaliklarinin yan1 sira, Parkinson Hastaligi, Alzheimer
Hastalig1 ve Otizm Spektrum Bozukluklar1 gibi sik goriilen ndrolojik rahatsizliklarin
mitokondriyal bozukluklarla iliskili olabilecegi gosterilmistir (3,4,85). Metabolizmada
cok merkezi bir rol iistlenen ve enerji liretiminden kalsiyum homeostazisine kadar pek
¢ok gorevi bulunan mitokondrinin, pek ¢ok hastalik ile iliskisinin fark edilmesi,

mitokondriyal hastaliklar1 daha iyi anlamamiz gerektigini gostermektedir.

Norodejenerasyon bir hastaliga veya yaslanmaya bagli olarak sinir hiicrelerinin
yapt veya fonksiyonlarinda bozulmaya bagl ilerleyici ndéron kaybi olarak
tanimlanabilir. Epidemiyolojik arastirmalar 1s18inda artan yas ile ndrodejeneratif
hastaliklar arasindaki iliski iyi bilinmektedir. Giinlimiiziin yaslanan toplumunda
norolojik hastaliklar1 anlamanin 6nemi gilin gegtikce artmaktadir. Alzheimer,
Parkinson ve Motor Noron hastalig1 gibi ndrodejeneratif hastaliklar ile mitokondriyal
hastaliklara bagli norodejenerasyon farkl klinik tablolar olustursalar da patogenezde
bazt  benzerlikler = mevcuttur.  Mitokondriyal  hastaliklarin =~ olusturdugu
ndrodejenerasyonun ve buna bagli gelisen hareket bozukluklarinin daha iyi anlasilmasi

diger norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisine 11k tutabilir.

COX enzimi (kompleks IV) eksikligi, insanda ETZ fonksiyon bozuklugu
olusturan en sik sebeplerden biridir ve mutasyonlar1 myopati, MELAS,
ensefalomyopati ve motor noéron hastaligi  benzeri ¢esitli fenotiplerle
iliskilendirilmistir (6). 13 farkli altbirimden olusan yapisi ve birlesme siireci ile
oldukg¢a komplekstir (29). ETZ’nin son enzimi ve elektronlarin son duragidir.

Sitokrom C molekiiliindeki elektronlart molekiiler oksijene aktarir. Burada olusan
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mutasyonlar kompleksler iizerinden akan elektronlarin son duragi olan oksijen ile
birlesememesine sebep olur. ETZ birbiri ile devamlilik i¢ceren enzimler biitliniidiir ve
bir enzim kompleksindeki fonksiyon bozuklugu diger kompleksleri de etkileyerek
ETZ iizerindeki elektron akisini durmasina ve membranlar arasi bosluga proton
pompalanmasinin sekteye ugramasina neden olur. Sonug olarak ATP {iretimi durur,
hiicre enerji ihtiyacini karsilayamaz hale gelir. Hiicreyi fonksiyon bozukluguna veya
oliime gotiiren diger bir sebep de hiicre iginde oksidatif stresin artmasi olacaktir.
Ciinkii mitokondriyal disfonksiyon sonucu molekiiler oksijene aktarilamayan
elektronlar matrikse gelerek reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasina sebep olur. Artan
oksidatif stres hem hiicre i¢i metabolizmay1 bozar hem de mDNA iizerine genotoksik

etki gostererek yeni mitokondiyal disfonksiyonlara sebep olabilir (33).

Mitokondriyal bozukluklarin klinik semptomlar olusturabilecegi iizerine ilk
kanit 1962 yilinda Lutf ve arkadaslari tarafindan hipermetabolizm bulgulart ile
seyreden bir kadin hastada ortaya atilmistir (86). O giinden bu yana mitokondriyal
bozukluklar ve olas1 tedavileri iizerine ¢alisma yapmak i¢in arastirmacilar hayvan
modelleri kullanmiglardir. Fare modellerinin bazi kisitlart olmast arastirmacilar
alternatif modeller arayigina itmistir. Bir model olarak Drosophila mitokondriyal
fonksiyon bozukluklar1 da dahil olmak tizere pek ¢ok hastalik i¢in uygun bir model
sunar. Ozellikle Gal4-UAS ikili sistemi ve RNA interferans yonteminin gelismesi ile
giiclii bir alternatif model haline gelmis ve ¢ok sayida mitokondriyal hastalik modeli
olusturulmustur (87). Oksidatif fosforilasyon komplekslerinin bilesimi, mtDNA'nin
genel yapisi ve gen igerigi ve temel sistemlerinin enerji metabolizmasi, insanlara

benzerdir (12).

Drosophila COX enziminin niikleer DNA’da kodlanan altbirimleri cogunlukla,
tek kopya genler olarak kodlanir. Fakat iki 6nemli istisna, testise spesifik bir isoformu
(CG10396) ve yaygin olarak eksprese edilen ikinci bir isoformu (CG10664) bulunan
COX4 ve yine testise spesifik bir isoformu (CG18193), daha ¢ok kaslarda ifade edilen
bir isoformu (CG34172) ve hemen her yerde ifadesi olan iigiincii bir isoformu
(CG9603) olan COX7a altbirimleridir. CG9603 beyindeki COX7a ifadesinin

%99’undan sorumludur.
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Onceki calismalarda tiim niikleer DNA kaynakli COX mutasyonlarmnin letal
olmast kompleks IV’in nDNA mutasyonlarimin hayatla bagdasmadigin
diistindiirmekteyken Liu ve ark. drosophila’da COX6a altbirimi mutasyonunun (levy
mutasyonu) mitokondriyal ensefalopati benzeri progresif norodejenerasyon ve

kisalmis Omiir ile seyrettigini gostermistir (88).

Kemppainen ve ark. COX7a altbiriminin CG9603 isoformunun RNAI
yontemi ile susturulmasi sonucu néronlardan kaynaklanan bir hareket bozuklugu tespit
etmislerdir (12). Andjelkovic ve ark. yaptiklari ¢alismada noronal Cox7a (isomer

CG9603) eksikliginde olusan hareket bozuklugunu teyit eden ikinci ¢aligma olmustur.

Insanda Substantia nigra pars compacta’da bulunan dopaminerjik néronlarin
kaybinin Parkinson Hastalig1 ile iligkili oldugu iyi bilinmektedir (89). Drosophila
beyinde goreceli olarak az sayida dopaminerjik néron vardir (~130) fakat bu néron
gruplarinin, motivasyon, 0diil mekanizmasi, bagimlilik, 6grenme ve bellek
fonksiyonlar1 gibi pek ¢cok fonksiyonda rolii oldugu bulunmustur. Bu fonksiyonlarin

en Onemlilerinden birisi istemli hareketin kontroludiir.

Tim bu bilgiler 1s51¢inda bizim hipotezimiz tim beyindeki COX enzim
eksikliginde gelisen hareket bozuklugunun altinda yatan temel mekanizmanin
dopaminerjik noéronlarda olusan fonksiyon bozuklugu olabilecegiydi. Hipotezimizi
simnamak i¢in sadece dopaminerjik néronlarinda COX enzimi susturulmus transgenik
sinekler olusturarak gruplarin tirmanma testi ile hareket becerilerini degerlendirmeyi
planladik. Bunun yaninda olusturdugumuz enzim eksikliginin 6miir uzunluguna ve

pupal 6liim oranlarina etkisini inceledik.

Gruplar olusturmak igin Drosophila melanogaster tiiriinde yillardir basar ile
kullanilan bir yontem olan GAL4-UAS ikili sistemini kullandik. Bu yontemde
kullanilan Gal4 sinek hatlar1 gen ifadesinin hiicre tipi spesifik olarak yapilmasini
sagladi. TH-Gal4 sinek hattinda GAL4 geni, tirozin hidroksilaz geninin promoter’inin
hemen Oniinde yer aldig1 icin sadece bu promoter’in aktif oldugu hiicreler olan
dopaminerjik néronlarda gen ifadesi sagladi. Drosophila’da dopaminerjik néronlarda
gen ifadesi gergeklestirebilecek diger driver sinek hatti olan DDC-Gal4 sinek hattini
da ¢alismamizda kullandik. DDC-Gal4 sinek hatti dopa dekarboksilaz enziminin

promoter’1 araciligi ile bu enzimi iireten hiicreler olan hem dopaminerjik hem de
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serotonerjik noronlarda Gal4 ifadesini sagladi. DDC-Gal4 hatti araciligt ile
gerceklesecek gen ifadesinin etkilerinin serotonerjik noronlar iizerinden de
goriilebilmesi sebebi ile calismamizda sadece serotonerjik néronlarda GAL4 ifadesi
saglayan TRH-GAL4 sinek hattim1 da kullandik. Boylece sadece serotonerjik

ndronlarda gelisen COX eksikliginin hareket {izerine olan etkisini de incelemis olduk.

Sineklerde tirmanma hareketi (negatif geotaksis), bir tlipiin dibi yere
vurulduktan sonra sinegin tiipiin duvarinda tirmanarak gerceklestirdigi i¢giidiisel bir
kacis tepkisidir. Negatif geotaksis, sineklerin mekanik olarak uyarilmasiyla ortaya
cikar. Geleneksel eriskin tirmanma deneyi (negatif geotaksis), denemeler arasindaki
sapma orani daha yiiksek ve daha zaman alic1 bir deneydir. Gargano ve ark. tarafindan
gelistirilen RING testi, lokomotor ve tirmanma davraniglarini 6lgmek igin
tekrarlanabilir, hassas ve yiiksek verimli bir yaklagim sunarak diger protokollere gore
pek ¢ok avantaja sahiptir (80). RING yontemi, ¢ok sayida hayvan kullanilarak, birgok
grubu, ayni anda test edilebilir. Bu yiiksek verim RING ydntemini tarama deneyleri
icin daha elverigli kilar. Bu yontem sineklerin dijital goriintiilenmesine dayanir,

oldukga az ekipman ve alan gerektirir (81).

Gorgano ve ark. gelistirdikleri yontemde tiip basina 25 sinek kullanarak deneyi
gergeklestirmisler ve bir dijital kamera araciligi ile 30 cm uzaktan kayit almiglar. Ayala
ve arkadaslari ise tiipler iginde 10’ar sinek olacak sekilde 1 metre uzaktan kayit alarak
metodu biraz degistirerek kullanmislar. Biz de ¢alismamizda hareket bozuklugunu

degerlendirirken RING yontemi Ayala ve ark. kullandig1 bigimde kullandik.

Tirmanma deneyi sonucglarimiz, pozitif kontrol grubu olarak kullanilan Pan-
noronal COX knockdown grubu tirmanma testi sonuglart diger gruplara gére anlaml
diigiiktii (p<0,001). Hem serotonerjik hem de dopaminerjik noronlarda gen ifadesini
saglayan DDC-Gal4 aracili DDC knockdown grubu (DDCKD) sadece dopaminerjik
noronlarda gen ifadesi saglayan Th-gal4 aracili TH knockdown grubu ile sadece
serotonerjik ndronlarda gen ifadesi saglayan Trh-gal4 aracili TRH knockdown grubu

kontrol gruplarina gore anlamli bir fark gostermedi.
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Kemppainen ve ark. Gal4-UAS yontemi ile ilk defa COX enzim eksikligini
sadece noronlar {izerinde olusturarak, ndron spesifik enzim eksikligi olusturulmus
sineklerin pupal donemde 6lmedigini ve hizli ilerleyen lokomotor bozukluk ve nobet
egilimi gosteren bir fenotip gelistirdigini gostermisler. Elav-Gal4 pupal donemde
gelismekte olan torasik kaslarda da bir miktar aktiftir. Bu durum Elav-Gal4
kullanilarak olusturulan fenotiplerin yorumlanmasint bir miktar zorlastirir. Elav-
GAL4 aracili Cox4, Cox5b veya Cox6a gen susturmasinin yarattigi zayiflik,
hareketsizlik ve lokomotor islev bozuklugu, kaslara 6zgli bir driver olan Gl14
tarafindan tretilen etkilere benzerdir. Fakat kas dokusunda Cox7a ekspresyonu
CG34172 izomeri seklinde ifade edildiginden, Kemppainen ve ark. kas dokusu
spesifik bir driver olan G14 kullanilarak CG9603 susturulmasi bir etki ortaya
cikarmamustir. Bu da Elav-GAL4 aracili ndronal Cox7a (isomer CG9603) eksikliginde
ortaya cikan lokomotor islev bozuklugunun tamamen ndéral kaynakli oldugunu
diistindiirmektedir. Andjelkovic ve ark. yaptigi ¢alisma noronal Cox7a (isomer
CG9603) eksikliginde olusan hareket bozuklugunu teyit eden ikinci ¢aligma olmustur
(11). Bizim yaptigimiz tirmanma testinde bu grup pozitif kontrol grubu olarak
kullanilmis ve sonucunda literatiire uygun sekilde hareket bozuklugu olustugu

gorilmiistiir.

Pan-néronal COX7a knockdown sonucu olusan hareket bozuklugunun
dopaminerjik ve serotonerjik noronlarda olusturulan knockdown sineklerde
goriilmemesi, altta yatan patolojinin baska ndéron gruplart lizerinden etki ediyor
olabilecegini diisiindlirmiistiir. Bilgimiz kadariyla daha O©nce hicbir ¢alisma
dopaminerjik ve serotonerjik ndron gruplarinda COX?7a altbirimi eksikligi olusturarak
hareket bozukluklarin1 degerlendirmemistir. Bu caligma bu anlamda literatiirdeki ilk

katkidir.

Daha 6nce yapilan ¢alismalar yaygin COX enzim eksikliginin sineklerde pupal
donemde letal olabilecegini gostermistir (10-12,90). Biz de ¢alismamizda
dopaminerjik ve serotonerjik ndronlarinda COX enzim eksikligi olusturulmus
sineklerin pupal gelisimlerinin etkilenip etkilenmedigini sinamak istedik. Sonugcta
COX enzim eksikligi olusturulmus TKKD (sadece dopaminerjik), DDCKD

(dopaminerjik ve serotonerjik) ve TRHKD (sadece serotonerjik) gruplarinin pupal
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donemden erigkine doneme gecis oranlart ile kontrol grubu arasinda ve kendi

aralarinda anlamli bir fark goriilmemistir.

Fernandez-Ayala ve ark. Drosophila iizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada,
kompleks IV'iin COX 6c¢ altbirimini kodlayan “siklope” geninin yoklugu durumunda
olusan COX enzimi eksikliginin letal oldugunu bildirmislerdir (10).

Kemppainen ve ark. olusturmus olduklart COX6c¢ knockdown sineklerde
Cox6c RNA seviyesinin yaklasik %80 oraninda eksikligi sonucu, yavru sineklerin
yaklagik dortte {iclinlin 6ldiiglinii gérmiislerdir. Ayrica pupadan ¢ikmay1 basarabilen
sinekler bunu ancak 3 giinliik bir gecikmeyle gergeklestirmislerdir. COX enziminin
tamamen yoklugu ise erken gelisimsel evrede letal bulunmustur. Diger bir
deneylerinde, Drosophila genelinde gen ifadesi saglayan da-GAL4 aracili RNAi
yontemi ile COX4, COX5a ve COX6D altbirimlerinin susturulmasi sonucu erken larva
déneminde (L1/L2) 6ldiikleri bulunmustur. Ayni sekilde COX7a altbiriminin CG9603
isoformunun RNA1 yontemi ve da-Gal4 yardimi ile yaygin olarak susturulmasi pupal
donemde letal bulunmustur. Kas dokusunda spesifik olarak COX 5b knockdown

olusturulmus sineklerde de pupal letalite gdzlenmistir (12).

Zordan ve arkadaslarinin yaptigi calismada, COX birlesme faktorlerinden
Surfl geni susturulmasinin Actin5C-Gal4 aracili yaygin ifadesini larval ve pupal
donemde letal bulunmus. Elav-Gal4 aracili néron spesifik knockdown grubunda bu
etki goriilmemistir (90). Kemppainen ve ark. yaptiklari ¢alismada COX4, COX5b ve
COXo6b altbirimlerinin 5 farkli néron spesifik GAL4 (Elav-GAL4, Nrv2-Gal4, Ok371-
Gal4, DDC-Gal4 ve C161-GAL4) aracili ekspresyonu sonucunda pupal letalite

gozlemlenmemistir (12).

Bizim bulgularimiz literatiirdeki néron spesifik COX eksikliginin pupal letalite
olusturmadig1 yoniindeki bilgi ile uyumlu olmakla birlikte daha 6nce dopaminerjik ve
serotonerjik néronlarda COX7a altbiriminin eksikliginin pupal 6liim oranlarina etkisi

literatiirde bulunmadigindan, bu anlamdaki ilk ¢aligmadir.

Mitokondriler oksidatif fosforilasyonun merkezi olmasi yani sira hiicre iginde
reaktif oksijen tlirlerinin temel olusum kaynagi olarak kabul edilmektedir. COX

inhibisyonunun, Drosophila dahil bir¢ok deney hayvaninda serbest radikal iiretimini
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arttirdigr gosterilmistir (91-93). Yiiksek serbest radikal seviyeleri, apoptoz veya
nekroz yoluyla hiicre dliimiine neden olabilir (94,95). Omiir uzunlugu ve yaslanmanin

mitokondri fonksiyonlari ile iligkisi iyi bilinmektedir (96).

Suthammarak ve ark. Caenorhabditis elegans tiirii nematodlarda COX 4 ve
COX5a geni homologlarint RNAi1 yontemi ile susturmuslar ve dmiir uzunluklarinin

anlamli olarak kisaldigini gézlemlemislerdir (97).

Liu ve ark. Drosophila’da COX6a altbirimi mutasyonunun (levy mutasyonu)
Omiir uzunluguna etkisini incelemisler. 29 derece sicakliktaki ortamda mutant grubun
ortanca yasam siiresi 8 gilin kontrol grubunun ortanca yasam stiresi 28 giin olarak
bulmuslar. Ayni deneyi 21 derece sicaklikta da gerceklestirmisler ve bu degerleri sirasi

ile 51 giin ve 100 giin olarak bulmuslar (88).

Kemppainen ve arkadaslart COX4, COX5b ve COX6b eksikligini sadece
ndronlarda olusturarak sineklerin 6émiir uzunluklarin1 azaldigin1 gozlemlemisgler. 29
derece sicakliktaki ortamda COX 5b eksik sineklerin ortalama yasam omriinii 8 giin

olarak bulmuslardir (12).

Biz de gruplarimizin émiir uzunluklarini karsilagtirmak ve olusturulan enzim
eksikliklerinin yasam siiresine olan etkilerini incelemeyi amacladik. Yaptigimiz
calismada gruplarin Omiir uzunluklari; (ortalama, ortanca ve maksimum Omiir)
Kontrol [43,52,66], PKD [20,16,50], THKD [42,46,62], TRHKD [47,48,68], DDCKD
[49,50,68] seklinde bulunmustur. Gruplar arasindaki fark log-rank testi ile

degerlendirilmis ve anlamli fark oldugu goriilmiistiir.

Pan-néronal COX enzim eksikligi olusturulmus PKD grubunda yasam
stiresinin diger gruplara gore anlamli bir bigimde kisa oldugu goriilmiistiir (p<0.001).
Bu sonug literatiirde COX enzim eksikliginin dmiir siirelerini kisalttigi bilgisi ile
uyumludur fakat COX7a altbirimi eksikligi ile olusturulmus COX enzim eksikliginin

etkilerinin goriilmesi agisindan bilgimiz dahilinde literatiirdeki ilk ¢aligsmadir.

Sadece dopaminerjik néronlarda COX enzim eksikligi olusturulmus THKD
grubu kontrol grubuna ve PKD harici gruplara gore anlamli derecede kisa omiir

uzunlugu gostermistir (p<0.001). Bu sonug¢ dopaminerjik néronlarda olusturulan COX
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eksikliginin etkilerinin pupal donemde ve geng sineklerde goriilmese de yasa bagh

olarak ortaya ¢ikarak dmrii kisaltiyor olabilecegini diisiindiirmektedir.

Dopaminerjik ve serotonerjik néronlarinda COX enzim eksikligi olusturulmus
DDCKD grubu ile sadece serotonerjik noronlarinda COX enzim eksikligi
olusturulmus TRHKD grubunun yasam siirelerinde kontrol grubundan anlamli bir
farklar1 bulunamamistir. Bu sonu¢ pan-néronal COX eksikliginde Omiirde olusan

kisalmanin serotonerjik néronlardan kaynaklanmadigina isaret etmektedir.

Mitokondriyal fonksiyon bozukluklar1 insanlarda genellikle patolojik ve hatta
oldiriictdiir fakat sasirtict bir sekilde, bazi organizmalarda mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu yasamin uzamasina neden olabilir. ETC'nin enzimlerinin ve enzimlerin
birlesmesi igin gerekli yardimci faktorlerin pek ¢ogunun hasari Caenorhabditis

elegans 6mriinii uzatabilmektedir (98).

Zordan ve ark. yaptiklart deneyde Elav—GAL4 aracili néronal Surfl
eksikliginde sineklerin 6miir uzunluklarinda kontrol gruplarina gére anlamli derecede
artma oldugunu gostermislerdir. Bu sonu¢ mitokondriyal fonksiyon bozukluklarinin

yasam siiresini kisaltabilecegi gibi uzatabilecegini de diisiindiirmektedir.

Deneyimiz sonucunda THKD grubunda goriilen etkinin DDCKD grubunda
goriilmemesi, serotonerjik noronlarda olusturulan COX eksikliginin, sadece
dopaminerjik néronlardaki COX eksikligine bagli ortaya ¢ikan fenotipin olugsmasinda

engelleyici bir faktor oynuyor olabilir.

Son olarak, ¢alismamizin immunfloresan goriintiileme kisminda, Gal4 sinek
hatlarinin istedigimiz ndron gruplarinda gen ifadesini sagladigin1 sinamak igin
kullandigimiz GAL4 hatlar ile hiicre niikleuslarinda GFP ifadesi saglayacak UAS-
Stinger hatlar1 ¢aprazlanmistir. Capraz sonucu elde edilen sineklerin beyinleri diseke
edilerek anti-TH antikor ve anti- GFP antikor ile isaretlenerek sekonder antikorlar
yardim ile ikili immun boyanmistir. Tim beyin goriintileri konfokal mikroskopi
yardimu ile kesitsel olarak elde edilmistir. Gruplarin GFP boyanmis niikleuslar1 ve

Anti-TH antikoru ile olan kolokalizasyonlari manuel olarak degerlendirilmistir.
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TH>Stinger grubu TH-Gal4 aracili dopaminerjik ndronlardaki gen ifadesini

dogrular bir bicimde anti-TH antikor ile yliksek oranda kolokalizasyon gostermistir

(%91,4).

DDC>Stinger grubu DDC-Gal4 aracili dopaminerjik ve serotonerjik
noronlardaki gen ifadesini dogrular bir bicimde anti-TH antikor ile biiyiikk oranda
kolokalizasyon gostermekle birlikte (%65,6) dopaminerjik néronlara spesifik olmadig

icin oran TH-Gal4>UAS-Stinger grubundan anlamli derecede diisiik bulunmustur.

TRH>Stinger grubu TRH-Gal4 aracili serotonerjik noronlardaki gen ifadesi
Ozelligi sebebi ile anti-TH antikor ile kolokalizasyon beklenmemekteydi. Bu
beklentiyi dogrular bicimde bu oran (%16,8) diger gruplardan anlamli bigimde diisiik

gozlenmistir.

Ikili immun boyama ve konfokal mikroskopi ile elde ettigimiz sonuglar
kullandigimiz sinek hatlarinin bekledigimiz bi¢imde dopaminerjik ve serotonerjik

noronlarda gen ifadesinin saglandigini teyit etmistir.

Sonug olarak ¢alismamiz tiim ndronlarda olusturulan COX enzim eksikligine
bagli olusan hareket bozuklugunun dopaminerjik ndronlar ve serotonerjik ndronlar
araciligr ile olusmadigini gostermistir. Bunun yaninda dopaminerjik ve serotonerjik
noronlarda olusturulan COX enzim eksikliginin pupal dénem o6liim oranlarini
etkilemedigi gosterilmistir. Noronlarda olusturulan COX enzim eksikliginin 6miir
uzunluklarina etkilerini incelenmis pan-néronal enzim eksikliginde gézlenen anlamh
kisalmanin  serotonerjik ndronlardan kaynaklanmadigi  gosterilmistir.  Fakat
dopaminerjik noéronlardaki enzim eksikligi ileri yaslarda kendini gosteren bir

kisalmaya sebep oluyor olabilir.

Hem bir mitokondriyal hastalik modeli hem de bir nérodejenerasyon modeli
olarak degerlendirilebilecek olan pan-néronal COX eksikliginde ortaya c¢ikan
fenotipin altinda yatan temel yolaklarin 6grenilmesi hem temel bilim agisindan hem
de insanlarda goriilen noérodejenerasyon ile ilerleyen hastaliklarda altta yatan bir
yolagin aydinlatilmasi agisindan 6nem arz etmektedir. Bizim ¢alismamiz bu siiregte
rol sahibi olabilecek dopaminerjik noronlarin bu enzim eksikligine direncli

olabilecegini diislindiirmistiir. Goriilen fenotip bagka ndronlar gruplart iizerinden
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olusuyor olabilir. Bunu anlamak icin benzeri ¢aligmalar ile diger ndron gruplarinin
etkilerinin incelenmesi gerekmektedir. Pan-néronal COX enzim eksikliginde goriilen
motor bozuklugun hangi molekiiler mekanizmalar ve noronal yolaklar araciligi ile

olustugunun anlasilmasi i¢in ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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SONUC VE ONERILER

Noronlarda olusturulan COX enzimi eksikliginde ortaya ¢ikan hareket bozuklugunun
altinda yatan temel néron grubunun dopaminerjik noronlar olup olmadigin1 ve bu

enzim eksikliklerinin 6miir uzunluguna etkisini arastirdigimiz bu ¢alismada:

Arastirmamiz pan-néronal COX7a eksikliginin hareket bozuklugu olusturdugunu

literatiire uyumlu olarak teyit etmistir.

Dopaminerjik ve serotonerjik ndronlarda olusturulan COX enzim eksikliginin hareket

bozuklugu olusturmadigi belirlenmistir. Bu bulgu literatiire ilk katkidir.

Dopaminerjik ve serotonerjik noronlarda olusturulan COX enzim eksikliginin pupal
Oliim oranlarinda artisa sebep olmadigi goriilmiis, kontrol grubu ile arasinda anlaml

bir fark bulunamamustir.

Pan-noronal COX enzim eksikligi olusturulan grup (PKD) diger gruplara gore anlamli

sekilde kisa yasam Omriine sahip oldugu gorilmistiir.

Sineklerin Omiir uzunluklarin1 Sl¢tiigimiiz deneyde TH-Gal4 aracili dopaminerjik
noronlarinda COX enzim eksikligi olusturulmus grup (THKD), PKD grubundan uzun,

kontrol grubu ve diger deney gruplardan anlamli olarak daha kisa yasamistir.

Kullandigimiz Gal4 sinek hatlarinin UAS-Gal4 yontemi ile noron niikleuslarinda GFP
ifadesi saglanmis ve anti-TH antikor ile kolokalize olma oranlar1 degerlendirilmis,
RNA interferans yontemi ile gergeklestirdigimiz COX7a geni susturulmasinda néron

gruplarinin belirleyicisi olan Gal4 hatlar bu sayede teyit edilmistir.

Noronlarda olusturulan COX enzimi eksikliginde ortaya ¢ikan hareket bozuklugunun
altinda yatan temel ndron grubu veya gruplarmin aydinlatilmasi igin basta
glutamaterjik noronlar olmak iizere diger ndron gruplart da taranmali, bu néronlarda
gerceklesen patofizyolojik siireglerin anlasilmasi i¢in daha ileri caligmalarin yapilmasi

gerekmektedir.
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