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1. Giris

963°te Sydney Brenner, Tibbi Arastirma Konseyi’nin Molekiiler Biyoloji
1 Laboratuvart (LMB) baskani Max Perutz’a, “molekiiler biyolojinin klasik

sorunlarinin ya ¢oziildiigi ya da 6niimiizdeki on yil iginde ¢oziilecegi”
konusundaki endiselerini detaylandiran bir mektup géndermistir. Bu mektubunda
molekiiler biyolojinin geleceginin, “6zellikle gelisim ve sinir sistemi” olmak
izere diger alanlara yayilmasina dayandigini 6ne siirmiistiir (Sydney Brenner,
2002; Reeve, 1988). Ayrica, prokaryotik genetigin basitligini ve giiciinii
goz oniinde bulundurarak, bir nematod (yuvarlak solucan), Caenorhabditis
briggsae’nin bu sorunlarin tistesinden gelmek i¢in ideal bir sistem olacagini
Onermistir. Daha sonra, ¢abalarinin odak noktasi olarak nematod Caenorhabditis
elegans (C. elegans) yetistirmeyi denemistir, ¢linkii C. elegans susu Brenner’m
laboratuvarindaki C. briggsae izolatindan daha iyi bitytime 6zelligi sergilemistir
(Félix, 2008). Bugiin C. elegans, son 5 yilda her y1l yayinlanan 8000’ iin iizerinde
C. elegans arastirma makalesi ile diinya ¢apinda ¢ok sayida laboratuvarda aktif
olarak incelenmektedir.

C. elegans, diinya ¢capinda bulunan kiiciik, serbest yasayan bir nematoddur.
Yumurtadan yeni ¢ikan larvalar 0,25 milimetre, erginler ise 1 milimetre

73



74 & 4 FEN VE MATEMATIK BILIMLERINDE GUN_CEL ARASTIRMALAR

boyundadir. Kiigiik boyutlari, hayvanlarin genellikle 100X’e kadar bilylitmeye
izin veren diseksiyon mikroskoplart veya 1000X’e kadar biiyiitmeye izin
veren bilesik mikroskoplarla gézlemlendigi anlamina gelmektedir. Diseksiyon
mikroskobu, solucanlari hareket ederken, yemek yerken, gelisirken, ¢iftlesirken
ve yumurta birakirken petri kaplarindaki (Sekil 1, A ve B) solucanlari
gozlemlemek i¢in kullanilmaktadir. Bir bilesik veya konfokal mikroskop,
cok daha iyi ¢oziiniirliikte gdzlem yapilmasina izin vermektedir (Sekil 1C),
arastirmacilarin hiicre gelisimi ve islevi ile ilgili sorular1 tek hiicreli ¢oziintirliikte
ele alan deneyler yapmalarina izin vermektedir. C. elegans seffaf oldugundan,
tek tek hiicreler ve hiicre alt1 ayrintilar igin diferansiyel girisim kontrasti (DIC)
mikroskopi kullanilarak kolayca gorsellestirilebilmektedir (Sekil 1C). Proteinleri
veya hiicre altt bélmelerini etiketlemek i¢in floresan proteinler kullanilarak
geligsmis ayrintilar elde edilebilmektedir (Sekil 1D). Floresan proteinler ayrica
gelisimsel siiregleri incelemek, hiicre gelisimini ve islevini etkileyen mutantlari
taramak, hiicreleri izole etmek ve in vivo protein etkilesimlerini karakterize
etmek i¢in de kullanilabilmektedir (Chalfie, Tu, Euskirchen, Ward, & Prasher,
1994) (Boulin, Etchberger, & Hobert, 2006; Feinberg ve ark., 2008).

Sekil 1. C. elegans model organizmasi. (A) Diseksiyon mikroskop ile petri kabi
goriintiisii. (B) C. elegans, diseksiyon mikroskobuyla elde edilen goriintiisii.
(C) Yetiskin bir hermafrodit bilesik mikroskopta elde edilen goriintiisii. (D)
GFP (Green fluorescent protein- yesil floresan protein) ile etiketlenmis sinir
sistemini gosteren floresan goriintiisii (Corsi, Wightman, & Chalfie, 2015).
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2. C. elegans’in biiyiimesi ve bakimi

C. elegans, siklikla bir toprak nematodu olarak yanlig karakterize edilmesine
ragmen, bol miktarda bakteriyel besin kaynagi igeren ciirliyen bitkisel
maddelerden en kolay sekilde izole edilebilmektedirler (Barriére & Félix, 2014).
Laboratuvarda hayvanlar normal olarak Escherichia coli-OP50 bakterisi igeren
agar petrileri tizerinde biiyiitiilmektedir. Hayvanlar bakterileri tiikettikten sonra
yag kaynaklarin1 kullanmaktadirlar. Yiyecek olmadan, genc larva asamasindaki
hayvanlarin gelisimi durdurulur. Bu duraganlia girmenin bir sonucu olarak,
hayvanlar en az bir ay hayatta kalabilir ve stok olarak stirekli beslenmeye ihtiyag
duymazlar. Saglikli, biiyiiyen hayvanlara ihtiya¢ duyuldugunda, eski petrilerdeki
agarin bir pargasi bakteri iceren yeni bir petriye aktarilabilirler. Hayvanlar yeni
bakterilere geger ve gelisimlerine devam etmektedirler.

Digerbazi6zellikler, C. elegans stoklarmim bakimmive deneysel kullanimlarini
biiyiik 6l¢iide kolaylastirmaktadir. Birincisi, C. elegans kendi kendine d6llenebilen
bir hermafrodit oldugundan, tek bir hayvan bir petride yerlesebilmektedir.
Ikincisi, hayvan popiilasyonlar yillarca dondurulabilir ve gerektiginde yeniden
canlandirilabilmektedir. Ugiinciisii, hayvanin kiigiik boyutu, birgogunun kiigiik
bir alanda yetistirilebilecegi anlamia gelmektedir. Dérdiinciisii, hayvanlar 12°C
ila 25°C arasinda degisen sicakliklarda yetistirilebilmektedir. Farkli sicakliklarda
bitytime, hayvan geligim hizini kontrol etmeyi miimkiin kilmaktadir ve sicakliga
duyarli mutantlarin izolasyonu ve kullanimma yardimci olmaktadir. Hayvanlar
kisir hale geldigi icin 25°C’nin {izerinde siirekli biiylime miimkiin degildir.
Hayvanlar ¢ok sicak odalarda (sicaklik kontrollii inkiibatorler yerine) tutulursa iist
sicaklik sinir1 sorun olabilmektedir. Besincisi, hayvanlar yumurtadan yeni ¢ikmis
larvalart izole ederek veya hamile yetiskinlere ¢amasir suyu (embriyolar hari¢ her
seyi oldiirerek dekontamine etmektedir) ve agartma tedavisine direncli yumurtalari
izole ederek senkronize edilebilmektedir. Altincisi, biyokimyasal cgalismalari
kolaylastirmak i¢cin hayvanlar sivi ortamda toplu olarak biiyiitiilebilmektedir.
COPAS Biosorter gibi “solucan ayiklayicilar” da istenen ozelliklere sahip biiyiik
miktarlardaki bireysel solucanlari hizli bir sekilde se¢gmek i¢in kullanilabilmektedir.
Son olarak, bu hayvanla ¢alismak i¢in iyi bir diseksiyon mikroskobu ve bir bilesik
mikroskobun &tesinde 6zellikle pahali ekipmanlara ihtiyag yoktur. Genel olarak,
hayvanlar ucuz ve bakimi kolay olmaktadir (Corsi ve ark., 2015).

3. C. elegans’in cinsiyet formlar: ve nemi

Yabani tip C. elegans’m kendi kendine ddllenebilen hermafroditler ve erkekler
olmak tizere iki cinsel formu vardir (Sekil 2). Hermafroditlerin gonadi, 6nce
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L4 asamasinda spermatekada depolanan haploid amoeboid sperm iireten bir
ovotestis olusturur ve daha sonra yetiskinlige dogru germ hatti kaderi degistirir ve
cok daha biiyiik oositler {iretir. Esasen hermafroditler, gonadlari oosit tiretmeden
once gegici olarak sperm diireten disilerdir. Hermafroditler, depolanan sperm
tarafindan dollenen 300°e kadar kendi soyunu iiretebilmektedir. Erkeklerle
ciftlesirlerse, hermafroditler ~1000 yavru iiretebilirler, bu da hermafrodit
tarafindan iiretilen spermin kendi kendine déllenmede sinirlayici bir faktor
oldugunu gostermektedir. Her iki cinsiyet de bes otozomal kromozom igin
diploiddir. Cinsiyetler, hermafroditlerin iki X kromozomuna sahip olmasi ve
erkeklerin tek bir X kromozomuna sahip olmasi (C. elegans’m Y kromozomu
olmamasi) ve erkeklerin genotipinin XO olarak adlandirilmast bakimindan
farklilik gostermektedir. Cinsiyet, X ila otozom (X:A) orani ile belirlenmektedir
(Zarkower, 2006). Kendi kendine déllenme yoluyla iiretilen yavrularin ¢ogu
hermafrodittir; X kromozomunun nadir mayotik ayrilmamasi nedeniyle, neslin
sadece %0,1-0,2si erkektir (Corsi ve ark., 2015).
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Sekil 2. Eriskin C. elegans hermafrodit (iistte) ve erkekte (altta) temel anatomi.
Hayvanlarm gri kisimlari ilgili gonadlarini gosterir. Hermafrodit gonad, ventral
tarafin ortasindaki vulvada acilan iki refleksli koldan olusurken, erkekte
kuyruktaki kloakta acilan sadece bir kol bulunur (Hansen & Pilgrim, 1999).

Kendi kendini dolleyen hermafroditler, genetik analiz i¢in ¢esitli avantajlar
saglamaktadir. ilk olarak, kendi kendine dollenme, tek bir hayvan tiim bir
popiilasyonu olusturabileceginden, stoklar1 korumayi kolaylastirir. Ikincisi,
Sydney Brenner’in (1974) yazdig1 gibi, “hayvanlar homozigotluga yonlendirilir”,
yani hermafrodit popiilasyonlari heterozigot kaybetme egilimindedir (giinkii
hermafroditler diger hermafroditlerle ¢iftlesemez) (S. Brenner, 1974). Bunedenle,
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mutajenize edilen suslar esasen izogeniktir. Uciinciisii, kendi kendilesme, standart
Mendel ayristirma kurallarina uymaktadir, bu nedenle ¢ekinik bir 6zellik i¢in
heterozigot olan bir ebeveyn, standart 1:2:1 ayrigma modelini iiretecektir, yle
ki, neslin %25°1 mutant alel icin homozigot olacak ve otozomal ¢ekinik 6zellik
gosterecektir. Boylece, kendi kendilesme, bu tiir mutantlar1 bulmak i¢in gereken
cabay1 biiyiik 6l¢iide azaltmaktadir. Dordiinciisii, ¢iftlesme yetenegini bozan
noromiiskiiler kusurlari olan mutantlar laboratuvarda bakimi saglanabilmektedir.
Aslinda, hermafroditin grup olarak oldiiriildiigiinde hayvanlarin dauer larva
haline gelmesine neden olan 302 sinir hiicresinden sadece on biri (sekiz ADF,
ASG, ASI ve ASJ noronlari) (Bargmann & Horvitz, 1991), iki CAN hiicresi
(Forrester & Garriga, 1997) ve farenksin M4 néronu (Avery & Horvitz, 1989)
iireme eriskin asamasina gelisimi desteklemek i¢in gerekli oldugu bilinmektedir.
Besincisi, ciddi sekilde kusurlu mutantlarin bile yasayabilirligi ve kendi kendini
dolleme yetenekleri, degistirici (arttirici ve baskilayict) mutasyonlar i¢in kolay
taramalara izin vermektedir. Bu tiir taramalar son derece yararli ve bilgilendirici
olmustur. Ornegin, lin-12 mutantlari vulva gelisiminde kusurludur ve LIN-12/
Notch sinyal yolunun bilegenleri hem baskilayict hem de giiclendirici olarak
tanimlanmistir (Greenwald & Kovall, 2013).

Farkligenetik bilesimlere sahip hayvanlar olusturmak ve genleri haritalamak
icin gerekli olan genetik materyalin degis tokusuna izin verdiklerinden dolay1
C. elegans erkekleri de 6nemlidir. Ger¢ekten de hayvan, hermafrodit spermi
kullanmadan once erkek (dis ¢apraz) sperm kullanarak nadir erkeklerin genetik
katkisindan yararlanmak i¢in evrimlesmistir. Bu nedenle, eger erkekler ¢iftlesme
yetenegine sahipse, ¢capraz dol hakimdir (Ward & Carrel, 1979).

4. C. elegans’in yasam dongiisii

C. elegans embriyogenezi 20°C’de yaklasik 16 saat siirmektedir (sonraki
zamanlarin timii de 20°’de gelisim icindir) (Sekil 3). Dollenmeden sonra
neredeyse gegirimsiz bir yumurta kabugu yapilir ve embriyonun anneden
tamamen bagimsiz olarak gelismesini saglar. Bununla birlikte, embriyolar
genellikle, yumurtlandiklar1 24 hiicre asamasma kadar hermafrodit icinde
tutulur. Hermafrodit embriyo 558 ¢ekirdekle yumurtadan ¢ikar (bazi ¢ekirdekler
cok cekirdekli sinsityadadir, bu nedenle hiicre sayisi daha diisiiktiir) ve ilk
asama (L 1) larva olusur. Hayvanlar dort larva evresi (L1-L4) boyunca yemeye
ve gelismeye bagslar. .1 asamasi ~16 saat uzunlugundadir; diger asamalar ~12
saat uzunlugundadir. Her asama, yeni bir kiitikiilin (dis kollajen tabakasi)
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yapildig1 letargus ad1 verilen uyku benzeri bir hareketsizlik donemi ile sona erer
(Raizen ve ark., 2008). Lethargus, eski kiitikiiliin dokiilmesiyle sona erer. L4 tily
dokiimiinden yaklasik 12 saat sonra, yetiskin hermafroditler, kendi iirettikleri
tim spermlerini kullanana kadar 2-3 giinliik bir siire boyunca yeni nesiller
iiretmeye baslarlar; sperm tiikkenmis hermafrodit bir erkekle ¢iftlesirse ek soy
iiretilebilmektedir. Ureme doneminden sonra, hermafroditler yaslanmadan
6lmeden Once birkag hafta daha yasayabilirler (Corsi ve ark., 2015).

Bakteriler tiikkendiginde ve hayvanlar kalabalik oldugunda, L.2 larvalar
alternatif bir yasam dongiisiinii aktive etmektedir (Hu, 2007) ve “dauer” larva
adi verilen alternatif bir L3 larva asamasina doniisiirler. Almanca’da “dauer”,
“kalic1” anlamina gelmektedir; sinyal aslinda L1 hayvanlar tarafindan alinir
ve islenir, ancak sonuglar1 “L.2d” asamasi olarak adlandirilan asamaya kadar
goriilmemektedir (Golden & Riddle, 1984). Dauer larva kitikiilii hayvani
tamamen g¢evreler ve agzi tikayarak hayvanin beslenmesini engellemektedir
ve boylece gelisimi durdurmaktadir. Dauer kiitikiilii kimyasallara karsi
gelismis bir dirence sahiptir, bu nedenle dauer’e gevresel streslere ve kostik
ajanlara karsit daha fazla koruma saglamaktadir. Dauer larvalari aylarca
hayatta kalabilir ve vahsi dogada en sik karsilasilan dagilma seklidir. Dauer
larvalar1 bakteri igeren petrilere aktarildiklarinda agiz tikaglarini dokerler, tity
dokerler ve biraz farkli L4 larvalari olarak gelisimlerini stirdiiriirler (Corsi ve
ark., 2015).
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Sekil 3: C. elegans yasam dongiisii 20 “C’de (Elgeti, 2010).
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5. Neden C. elegans’1 secmeliyiz?

Genetik ¢alismalar i¢in gii¢lii bir sistem olmasinin yant sira, C. elegans 6karyotik
biyoloji i¢in bir model olarak birgok dogal avantaja sahiptir. Bu ozellikler
arasinda kiigiik boyutu, biiyiik kulugka boyutu, yetistirme kolayligi, diisiik
bakim masrafi, uzun vadeli dondurarak saklama, hizli {iretim siiresi, seffaflik,
degismez hiicre sayisi ve gelisimi ve besleme RNAi kullanarak gen aktivitesini
azaltma yetenegi yer almaktadir. Genellikle bahsedilmese de, C. elegans’m
bir bagka olumlu 6zelligi de organizmalarin insanlara karsi oldukg¢a iyi huylu
olmasidir. Aslinda viicut 1s1sinda gelisemedikleri i¢in insanlarda da gelisemezler.
Bazi nematodlar, 6rnegin Ascaris suum, zayiflatici bir alerjik reaksiyona neden
olur ve havalandirmali kabinlerde incelenmelidir (Kennedy, 2013).

C. elegans’1 kullanan hiicre ve gelisim biyolojisi ¢alismalarina, hayvanin
seffaflig1 biiyiik 6l¢iide yardimer olur; bu, aragtirmacilarin, mutasyonlar veya
degistirilmis ortamlar nedeniyle gelisme ve degisiklikleri, tim baglam iginde
tek bir tanimlanmis hiicre diizeyinde incelemesine olanak tanimaktadir. Boylece
bircok biyolojik problem heterojen dokulardaki ¢ok sayida hiicre yerine tek
hiicre diizeyinde “minyatiir” olarak incelenebilmektedir. Seffaflik ayrica canli
hayvanlarda floresan protein raportorleri kullanan ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur.
Floresan proteinler, canli hiicrelerdeki hiicreleri ve proteinleri etiketleyerek,
genetik ekranlarin ¢esitli hiicresel siireglerde kusurlu mutantlart tanimlamasini
saglamaktadir. Ayrica, hiicre-hiicre ve sinaptik temaslarin haritalanmasi, farkli
hiicrelerde tamamlayict GFP fragmanlari eksprese edilerek gergeklestirilebilir
(GRASP) (Feinberg ve ark., 2008). Seffaflik ayrica, bireysel noronlarin
aktivitesini degistiren optogenetik araglarin ozellikle C. elegans’ta etkili
oldugu anlammna gelmektedir (Husson, Gottschalk, & Leifer, 2013). Tiim bu
deneylerde, hayvanin konumu ve ¢evresi iizerinde daha fazla kontrol, ayni anda
gen diizenlemesinin floresan okumasini veya mikroskopi ile elektrofizyolojik
aktiviteyi izlerken cesitli bilesiklerin veya diger ajanlarin uygulanmasina izin
veren 6zel tasarlanmig kanallara ayr1 solucanlarin monte edildigi mikroakiskan
cihazlarla gergeklestirilebilmektedir (Lockery, 2007; San-Miguel & Lu, 2013).

6. Anti-kanser ilac kesif arastirmalarinda C. elegans

C. elegans, ayrintili genom analizleri sonucunda genom dizisi ¢ikartilmig ve
cok sayidaki calismalarda kullanimi neticesinde gen/protein ifadesi bulunmusg
olup buna bagli olarak model organizma statiisiine erisen nematod (solucan)
olarak tanimlanmaktadir. C. elegans germ hatti gelisimi, Wnt, Notch ve Ras
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dahil olmak iizere korunmus harici sinyal yollarinin yani sira gen ekspresyon
diizenleyicileri ve hiicre dongiisii diizenleyicileri dahil olmak {iizere igsel
diizenleyiciler tarafindan siki bir sekilde diizenlenmektedir (Sekil 4) (Kimble
& Crittenden, 2007). Bu sinyal yollarinin anormal kontrolii, somatik distal ug
hiicrelerin (germline kok hiicre nisi olarak islev goren DTC’ler) ve germline kok
hiicrelerinin yani sira ekstra DTC olusumu, kontrolsiiz germ hatti proliferasyonu
ve anormal germ hiicre kaderi spesifikasyonunun kaybina neden olabilir ve hepsi
kisirlik ve germline tiimorleri ile iliskilidir (Kobet ve ark., 2014). Bu nedenle, C.
elegans germ hattinin bu 6zellikleri onu, onkojenik sinyal yollarini hedefleyen
ilaglarin fenotip tabanli yiiksek verimli taramasi ve terapotik hedeflerin
belirlenmesi i¢in ¢ok uygun bir organizma haline getirmektedir.

A Wild-type (N2) hermaphradite

meiotic
diplotene

sperm

orc  mitosis € A .
Lo
embryo : i;.f
Sekil 4. C. elegans ve korunmus sinyal yollari. (A) DAPI (4°,6-diamidino-
2-fenilindol) ile boyanmis yetiskin bir yabanil tip (N2) hermafrodit.
Hermafroditin iki gonadal tiipii vardir. (B) DAPI ile boyanmis yetiskin
hermafrodit germ hatti. Distal ugta, DTC adi verilen somatik gonadal hiicre
(noktal kirmizi daire), germ hatt1 kok hiicre bakimi i¢in gerekli olan bir germ
hatt1 kok hiicre nisi gorevi goriir. DTC kaderi, en azindan kismen, erken larva
asamasinda (L1) Wnt/B-katenin sinyallemesi ile belirlenir. Distal mitotik
bolgede (noktali sar1 ¢izgiler), GLP-1/Notch sinyali, germline kok hiicrenin
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kendi kendini yenilemesini saglar ve progenitor hiicrelerin mitotik hiicre
dongiisiinii destekler. Mitotik hiicreler mayotik hiicre dongiistine girdikten
sonra, Ras-ERK MAPK sinyali mayotik germ hiicre ilerlemesini (noktal yesil
cizgiler), pakiten ¢ikisini (noktali sar1 ¢izgiler), oosit olgunlasmasini (noktalt
pembe ¢izgiler; daire, oosit ¢ekirdekleri) ve spermi (noktali mavi ¢izgiler)
kader belirtimi. (C) Yetiskin bir C. elegans hermafrodit gonadinin semasi.
Somatik DTC, distal ugta bulunur. Germ hatt1 kok hiicreleri de dahil olmak
tizere germ hattinin distal ucundaki hiicreler mitotik olarak boliiniir (sar1).
Hiicreler proksimal olarak hareket ettik¢e mayoza (yesil) girerler ve sperm
(mavi) veya oositlere (pembe) farklilasirlar (Kobet ve ark., 2014).

DTC, germ hatti kok hiicre bakimi i¢in gerekli olan germ hatti kok hiicre nisi
olarak islev gormektedir (Kimble & Crittenden, 2007). Erken larva gelisimi
sirasinda, DTC baslangigta somatik gonadal progenitr (SGP) hiicrenin asimetrik
hiicre boliinmesinden kaynaklanir ve bu boliim, bir yavru DTC potansiyelini
ve baska bir DTC olmayan potansiyeli gostermektedir (Byrd, Knobel, Affeldt,
Crittenden, & Kimble, 2014; Kimble & Crittenden, 2007). Hermafroditlerde,
DTC potansiyeli, DTC’yi olusturmak iizere terminal olarak farklilasmak i¢in
bir kez daha asimetrik olarak boliintir. DTC kaderi, farkli Wnt/p-katenin sinyal
yollartyla belirlenir. Oncii hiicrelerin, Z1 ve Z4’iin asimetrik boliinmesini
diizenleyen yol, Frizzled reseptorleri (LIN-17 ve MOM-5), Disheveled
proteinleri (DSH-2 ve MIG-5), B-katenin (SYS-1) ve TCF transkripsiyon
faktorinii (POP-1) icerir (Byrd ve ark., 2014; Kimble & Crittenden, 2007). Bu
yolun anormal diizenlenmesi, ya DTC kaderinin kaybiyla ya da simetrik béliinme
ile fazladan DTC’lerin iiretilmesiyle sonuglanmaktadir. Onemli olarak, POP-1/
TCF ve SYS-1/B-katenin, DTC potansiyellerinde ceh-22’nin (memelilerde
Nkx2.5 homologu) transkripsiyonunu dogrudan aktive eder (Lam ve digerleri,
2006). CEH-22/Nkx2.5, DTC spesifikasyonu icin gereklidir (Lam, Chesney, &
Kimble, 2006). Bu nedenle, Wnt/B-katenin sinyali ve dogrudan hedefleri (6rn.,
CEH-22), C. elegans gonadlarinda DTC kaderinin belirlenmesinde 6nemli bir
rol oynar. Bu nedenle, zayif veya hi¢c Wnt sinyali, DTC kaybina ve sonug olarak
kismen veya tamamen steril olmasina neden olan germ hatt1 kok hiicrelerinin
olusmamasina neden olmaktadir (Kobet ve ark., 2014).

Normalde, yabanil tip hermafroditlerin iki DTC’si bulunmaktadir (Byrd &
Kimble, 2009). Bununla birlikte, POP-1, SYS-1 veya CEH-22nin kaybi, DTC
kaderini ortadan kaldirir ve ektopik SYS-1 veya CEH-22, ekstra DTC’ler iiretir
ve yeni germ hatti kdk hiicre popiilasyonlar1 olusturmaktadir (Byrd ve ark.,
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2014; Kimble & Crittenden, 2007). Ozellikle, ceh-22 mutantlarinin yaklasik
%4051 her iki DTC»yi tiretemez ve tamamen sterildir. Bunlarin %40’inda iki
DTC’den biri eksik ve kismen sterildir ve %20’si iki DTC {iretir ve fertildir
(Lam ve ark., 2006). Sasirtict bir sekilde, ceh-22 geninin ektopik ifadesi ekstra
DTC’ler iiretir (Lam ve ark., 2006). Bu nedenle, ceh-22 (q632) fonksiyon kayb1
mutanti, Wnt/pB-katenin sinyal yolunu inhibe edebilen veya aktive edebilen
ilaglar1 tanmimlamak i¢in ¢ekici bir alel olmustur (Kobet ve ark., 2014). Bir
ilac Wnt/B-katenin’i dogrudan veya dolayl olarak inhibe ederse, DTC kaybini
artiracak ve ceh-22 mutantlarinin steril fenotipini iiretecektir. Buna karsilik, eger
ilag Wnt/p-katenin sinyalini aktive ederse, ceh-22 mutantlarmin dogurganligmi
koruyacak ve iki veya daha fazla DTC ile sonuglanacaktir. Ayrica, ilag, Wnt/
B-katenin sinyalinin inhibitoriinii dogrudan veya dolayli olarak baskilarsa,
Wnt/B-katenin sinyalini aktive edebilir ve ceh-22 mutantlarinin dogurganhigimi
koruyabilecektir (Kobet ve ark., 2014). DTC kaderi de en azindan kismen hiicre
dongiisii diizenleyicileri tarafindan diizenlenmektedir. Tilmann ve Kimble daha
once DTC kaderi spesifikasyonu i¢in Cyclin D nin gerekli oldugunu bildirmistir
(Tilmann & Kimble, 2005). Ayrica, hiicre dongiisii diizenleyicilerinin, DTC
kaderini belirlemek i¢in Wnt/B-katenin sinyallemesi ile birlikte calistigi da
ortaya konmustur (Lee, Cha, Mamillapalli, Kwon, & Koo, 2014). Bu nedenle,
tanimlanan ilaglarin hiicre dongiisii diizenleyicilerini ve/veya Wnt/B-katenin
sinyallemesini hedefleyebilmesi olasiligin1 ortaya koymaktadir. Spesifiklik,
Wnt/B-katenin mutantlarinda veya hiicre dongiisii mutantlarinda kimyasal
genetik ile incelenebilmektedir (Kobet ve ark., 2014). Bu nedenle, Wnt/B-
katenin sinyallemesi i¢in ¢esitli C. elegans mutantlari, kolon kanseri gibi Wnt/
B-katenin sinyallemesiyle iliskili insan hastaliklarin1 potansiyel olarak tedavi
edebilen ilaglar1 belirlemek i¢in bilyiik bir firsat saglayacag diistiniilmektedir
(Kobet ve ark., 2014).

C. elegans’taki bir diger 6nemli sinyal yolu ise temel bilesenleri yiiksek
oranda korunmus olan Notch sinyal yoludur. C. elegans, gelisim sirasinda
hiicre-hiicre etkilesimine aracilik eden GLP-1 ve LIN-12 olmak iizere iki
Notch reseptoriine sahiptir (Greenwald, 2005). Spesifik olarak, C. elegans germ
hattindaki GLP-1/Notch sinyali, germ hatti kok hiicre bakimi1 ve devam eden
mitotik boliinme i¢in kritiktir (Kimble & Crittenden, 2007). C. elegans somatik
hiicrelerindeki LIN-12/Notch sinyali, erken larva evreleri sirasinda vulva hiicre
kaderini belirlemektedir (Greenwald, 2005). LAG-2 (GLP-1/Notch ligandi)
DTC’lerde ifade edildiginde (Henderson, Gao, Lambie, & Kimble, 1994) ve
GLP-1/Notch reseptorii ile etkilesime girdiginde, GLP-1/Notch reseptoriiniin
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proteolitik boliinmesi takip etmektedir. GLP-1/Notch hiicre i¢i alan1 (NICD)
daha sonra zardan ¢ekirdege dogru yer degistirmektedir. Cekirdekte, NICD,
hedef genlerin ekspresyonunu aktive etmek icin LAG-1/CSL DNA baglayici
protein ve LAG-3/SEL-8/Mastermind transkripsiyon ko-aktivatorii ile tigiinciil
bir kompleks olugturur: fbf-2 (PUF RNA baglayici protein ) (Lamont, Crittenden,
Bernstein, Wickens, & Kimble, 2004) ve lip-1 (MAPK fosfataz) (Berset, Hoier,
Battu, Canevascini, & Hajnal, 2001; Lee, Hook, Lamont, Wickens, & Kimble,
2006), Ist-1 (Nanos benzeri ¢inko parmak alani igeren protein) (Kershner, Shin,
Hansen, & Kimble, 2014; Yoo, Bais, & Greenwald, 2004) ve sygl-1 (Noval
protein) (Kershner ve ark., 2014). Onemli olarak, FBF-2 ve LIP-1, C. elegans
germ hattindaki mayoz boliinmeyi tesvik eden diizenleyicileri (6rnegin, GLD-1,
GLD-2, GLD-3 ve MPK-1) inhibe edtmektedir (Kimble & Crittenden, 2007;
Lee ve ark., 2006; Yoo ve ark., 2004). Bu nedenle, germ hattinda GLP-1/Notch
sinyalinin kaybi, erken mayoz girisi sirasinda ciddi bir proliferasyon kusuruna
neden olmaktadir. Bu da germline kok hiicre bakimi ve sterilitesi olmamasina
sebep olur (Austin & Kimble, 1987). Bu sinyallemenin yapisal aktivasyonu
ise proliferasyonu tesvik etmektedir ve germ hatt1 kok hiicreleri ve progenitor
hiicrelerinin yan1 sira mayoz boliinmeye girisi inhibe ederek germ hatti tiimorleri
ve kisirlik ile sonuglanmaktadir (Berry, Westlund, & Schedl, 1997). Bu nedenle,
GLP-1/Notch sinyallemesinin anormal regiilasyonu, germ hatt1 kok hiicrelerinin
kaybina veya belirli bir hiicre tipinin asir1 ¢ogalmasina neden olarak steriliteye
neden olabilmektedir (Kobet ve ark., 2014).

Bir diger onemli sinyal yolu olan Ras-ERK MAPK sinyal yollari, tiim
Okaryotlarda ¢ogalma, farklilasma, hiicre kaderi spesifikasyonu, homeostaz
ve hayatta kalma dahil olmak tizere birgok hiicresel siireci yonetmektedir. C.
elegans germ hattindaki Ras-ERK MAPK sinyal yollari Sundaram tarafindan
iyi tanimlanmistir (Sundaram, 2006). Ozellikle, gekirdek sinyal yollar1 ve
bilesenleri carpici bir sekilde korunmustur (Sundaram, 2006; Whelan, Hollis,
Cha, Asch, & Lee, 2012). Kisaca, iki farkli RTK, LET-23 (bir EGFR homologu)
ve EGL-15 (bir FGFR homologu), LET-60"1 (bir Ras homologu) ve LIN-
45’ten (bir Raf homologu), MEK2(bir MEK homologu) ve MPK-1’den (bir
ERK homologu) olusan akis asagi kademesini uyarmaktadir. Bu C. elegans
Ras-ERK MAPK sinyali, mayotik dongii ilerlemesi, oosit aktivasyonu, sperm
kaderi spesifikasyonu, spermatogenez, fizyolojik apoptoz, akson rehberligi ve
vulva gelisimi dahil olmak {izere ¢oklu gelisim olaylarini kontrol etmektedir
(Lee ve ark., 2006; Lee, Ohmachi, ve ark., 2007; Morgan, Lee, & Kimble,
2010; Sundaram, 2006). Aktive MPK-1/ERK, germline kok hiicre bolgesinde



84 & ¢ FEN VE MATEMATIK BILIMLERINDE GUNCEL ARASTIRMALAR

fazladan iki agagi regiilasyon moduna tabidir: FBF-1/-2 (PUF RNA baglayici
protein ailesinin tiyeleri) proteinleri, mpk-1/ERK mRNA’y1 baskilamak i¢in
transkripsiyon sonrasi hareket eder ve LIP-1, MPK-1/ERK aktivitesini inhibe
etmek icin post-translasyonel olarak hareket eder (Lee, Hook, ve ark., 2007).
Bu diizenleme insan embriyonik kok hiicrelerinde de korunur (Lee, Hook, ve
ark., 2007; Whelan ve ark., 2012). Bu nedenle, MAPK/ERK’nin hem PUF
baskist hem de MKP (MAPK fosfataz) inhibisyonu tarafindan ikili negatif
diizenlenmesi, hem kok hiicre bakimini hem de muhtemelen tiimor ilerlemesini
etkileyen korunmus bir mekanizma olabilmektedir (Whelan ve ark., 2012). C.
elegans germ hattinda, C. elegans Ras-ERK MAPK sinyalinin inhibitérleri
olarak ek diizenleyiciler de tanimlanmistir: LARP-1 (La ile ilgili protein) ve
Insiilin sinyali, oogenez sirasinda Ras-ERK MAPK sinyalini inhibe etmektedir
(Lopez ve ark., 2013; Nykamp, Lee, & Kimble, 2008). PUF-8 (PUF protein
ailesinin bir iiyesi), germ hatti kok hiicre bolgesinde let-60/Ras mRNA
ekspresyonunu baskilar (Vaid, Ariz, Chaturbedi, Kumar, & Subramaniam,
2013). Germ hatt1 merkezi kinaz (GCK1) ayrica Ras-ERK MAPK sinyalini
inhibe ederek apoptozu baskilamaktadir (Schouest ve ark., 2009). Bu nedenle,
Ras-ERK MAPK sinyali, kinazlar, fosfatazlar veya RNA diizenleyicileri
dahil olmak iizere gesitli diizenleyiciler tarafindan pozitif veya negatif olarak
diizenlenmaktedir.

7.  Sonug¢

C. elegans’1tiirler arasinda genetik uygunluk ve hiicresel siire¢lerin korunmasini
iceren genetik arastirmalar i¢in ¢ok yonlii hedef haline getiren kiiciik boyutu,
kisa tiretim siiresi ve fazla sayida yavru iiretme yetenegi gibi ozellikleri C.
elegans’1 tim organizma tabanli yiiksek verimli tarama i¢in mitkemmel bir aday
yapmaktadir. Bu amag i¢in C. elegans kullanmanin baslica avantajlart sunlardir:
1) in vitro veya tek hiicreli modellerde kolayca ¢ogaltilamayan karmasik insan
hastaliklarini modelleme yetenegi, 2) ilag etkinligini ve absorpsiyonunu,
dagilimimi, metabolizmasini, atilimmi ayni anda degerlendirme yetenegi veyailag
kesif hattinin ilk asamalarindaki toksisite 6zellikleri, 3) genis bir puanlanabilir
fenotip repertuari, 4) bir organizmanin tamaminda var olan ¢ok hiicreli ve
cok organli sistem karmasikligi, ila¢ tanimlama sansini artirmakta ve sonugta
insanlar gibi daha karmasik ¢ok hiicreli organizmalarda daha etkili olabilme
ihtimali ve 5) zamanla kanitlanmis genetik araglarin ve genomik kaynaklarin
(6rn., RNAI besleme kitaplig1) mevcudiyeti, ila¢c hedefi tanimlamasini ortaya
koymaktadir.
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C. elegans’in sayisiz insan hastaliginin molekiiler ve hiicresel yonlerini
aragtirmak i¢in faydali bir model organizma oldugu kanitlanmistir. Daha yakin
zamanlarda, arastirmacilar bu organizmanin ila¢ kesfi i¢in bir ara¢ olarak
kullanimint aragtirmiglardir. Buna goére, C. elegans, antimikrobiyal ilaglarin
(Ewbank & Zugasti, 2011; Squiban & Kurz, 2011), antifungal ilaglarin
(Anastassopoulou, Fuchs, & Mylonakis, 2011) ve Alzheimer hastaligi ilaglarinin
(Lublin & Link, 2013) kesiflerinde kullanilmistir. Bu nedenle, C. elegans, yeni
hastalik veya hedefe 6zel ilaglarin kesfi ve canli bir hayvanda yeni tanimlanan
veya bilinen ilaglarin (veya kiigiik molekiillerin) etki mekanizmasinin
incelenmesi i¢in muazzam sekilde umut vaat etmektedir.
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