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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

ASPARTAM ve SWI6 ILISKISININ Schizosaccharomyces pombe’DE
INCELENMESI

Beste BAYRAK

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Danisman : Dog¢. Dr. Bedia PALABIYIK

Aspartam (APM) diinya ¢apinda 1981°den beri ilaglar da dahil olmak iizere bir¢ok iiriinde
yaygin olarak kullanilan ve besin degeri olmayan birinci kusak bir yapay tatlandiricidir. Her ne
kadar FDA tarafindan onayli bir madde olsa da yapilan medikal ¢alismalarda lenfoma ve
16semiye sebep oldugu tespit edilmistir. Molekiiler ¢aligmalarda ise TP53 tiimor baskilayict
geninin ve c-Myc ve Ha-ras onkogenlerinin ekspresyonlarinda artis yarattigi; metabolize
edilmesi sonucu olusturacagi formaldehitin DNA-DNA ve DNA-protein kovalent
baglantilarina, kardes kromatid degisimine yol acabilecegi kanitlanmistir. Bulunan bu sonuglar
ile aspartamin kanserojenik etkileri teyit edilmistir.

Calismada, bu etkileri ortaya ¢ikaran molekiiler mekanizmalarin hiicre isleyisi memelilere
benzeyen ancak daha basit yapili bir model organizma olan Schizosaccharomyces pombe’de
incelenmesi amaglanmis, inceleme i¢in insan HP1 ailesi ortologu olan swi6 geni segilmistir.
Swi6 telomer, sentromer ve eslesme tipi lokuslarinda heterokromatin yapinin diizenlenmesini
saglayan bir proteindir. Ote yandan, HP1 proteininin ise gesitli kanser tiplerinde gen anlatimimin
diistiigii belirlenmistir. Histon etkilesimi ile kromatin yeniden diizenleme, Cdc18 etkilesimi ile
hiicre dongiisii, kohezin etkilesimi ile mitoz gibi siireclerle iliskili olmas1 Swi6’nin da kanser
veya apoptoz yolaginda rol {istlenebilmesini olasi hale getirmektedir.
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Aspartamin kanserojenik etkilerinin Swi6 ile iliskili olup olmadigi hipotezini test etmek igin S.
pombe parental ve swi64 irklari; hiicre canliligy, hiicre igi oksidasyon, glukoz tiikketimi, nukleus
DAPI boyama ve ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) gibi analizlere tabii
tutuldu. Buna gore 1 mg/mL APM’nin her iki 1k i¢in de canlilik ile glukoz tiiketimine etki
etmedigi ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusumuna yol agmadigi belirlendi. Mikroskopik
incelemeler sonucu ise APM’nin nuklear fragmentasyonu tetiklemezken hiicre boyutunu
arttirdig1 saptandi. Ayrica swi6A irki parentali ile kiyaslandiginda iireme ile glukozu tiikketme
hizinin yavas oldugu, hiicre i¢i ROT bulundurdugu ve hiicre boyutunun uzun oldugu tespit
edildi. Hiicre boyutu farkliligt APM ile Swi6 arasindaki istatistiki iliski analizinde de anlamli
bulundu. GZ-PZR verilerine gore ise parentalde swi6 anlatiminin diistiigii ve APM etkisine
bagl olarak parental ile swi6A arasinda fbpl, hxk2, tupll, sodl ve cttl genleri i¢in anlamli bir
fark oldugu saptandi.

Bulgular bir araya getirildiginde, S. pombe parental irkin stres yolagini aktiflestirerek APM
etkisine adapte oldugu ve swi6A4 nin anlamli bir yanit olusturmadig: goriildii. Boylece APM ile
Swi6 arasinda bir iliski oldugu ve APM’nin etkisini Swi6 tizerinden gerceklestirebilecegi
onerildi. Fakat bu etkiler swi64 irkinin fenotipi ile karsilastirildiginda zayif kaldigindan
aspartamin kanser olusumunda yeterli bir ajan olmadig1 anlasildi.

Haziran 2019, 74 sayfa.

Anahtar kelimeler: Aspartam, Swi6, kanser, stres yaniti, Schizosaccharomyces pombe
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN ASPARTAME
AND SWI6 IN Schizosaccharomyces pombe

Beste BAYRAK

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Bedia PALABIYIK

Aspartame (APM) is a non-nutritive first generation artificial sweetener used widely in many
products including pharmaceuticals since 1981. Although it is a substance that is approved by
FDA, previous medical studies have shown that it induces lymphomas and leukaemias.
Molecular studies have found that it alters the expression of tumor suppressor gene TP53 and
oncogenes c-Myc and Ha-ras; the formaldehyde it metabolizes to, forms DNA-DNA and DNA-
protein crosslinks and sister chromatid exchanges. With these results, it has been confirmed that
aspartame is a carcinogenic substance.

In this research, our aim is to reveal molecular mechanisms of such effects in a simpler model
organism Schizosaccharomyces pombe which has similar cellular processes with mammals. For
the evaluation, human HP1 (heterochromatin protein 1) family ortholog of swi6 is selected.
Swib6 is a telomere, centromere, and mating-type locus binding protein for the regulation of
heterochromatin structure. On the other hand, it has been found that HP1 gene expression
decreases in several cancer types. Since Swi6 interacts with cell cycle through Cdc18, mitosis
through cohesin, and chromatin remodeling through histones, it is possible that Swi6 also plays
a key role in cancer or apoptosis.
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To verify if the carcinogenic effects of APM is related to Swi6; S. pombe parental and swi64
strains were analyzed with cell viability, intracellular oxidation, glucose consumption, nucleus
DAPI staining and real time polimerase chain reaction (QRT-PCR) methods. According to the
results, 1 mg/mL APM did not affect viability or glucose consumption and did not cause
reactive oxygen species (ROS) production for both strains. But microscopic examinations
showed that while APM did not induce nuclear fragmentation, cell size of the parental strain
was increased. Additionally, when swi64 was compared with parental strain, slower rate of
growth and glucose consumption, presence of intracellular ROS and cell size elongation were
detected. Cell size difference was also found significant in the statistical interaction analysis of
Swi6 and APM. Furthermore, gRT-PCR data showed a decrease in the expression of swi6 in
parental and expression differences between parental and swi64 in fopl, hxk2, tup11, sod1 and
cttl genes were found significant, depending on the effect of APM.

Taken together, it has been seen that S. pombe parental strain has adapted to APM effects by
activating the stress response pathway and swi64 did not present a meaningful response. Thus,
we proposed that there is a relationship between APM and Swi6, and that APM may be carrying
out its effects through Swi6. Nevertheless, it is understood that aspartame is not an efficient
agent for carcinogenesis, since its effects are weak when compared with swi64 phenotype.
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1. GIRIS

Aspartam (L-fenilalanin N-L-a-aspartil-1-metil ester) diinya ¢apinda yaygin olarak 1981’den
beri kullanilan yapay bir tatlandiricidir. FDA tarafindan genel amagli tatlandirict olarak
siniflandirilan aspartam 100°den fazla tlilkede kullanim i¢in onaylanmistir ve 6000’den fazla
yiyecek ve igecekte bulunur (Soffritti ve dig., 2014). Bundan dolay1 aspartam igeren iiriinlerin
ayni anda tiikketimiyle doz asimina ugranmamasi i¢in giinliik alim degerine belirli kisitlamalar
getirilmistir. Gilinliik 6nerilen maksimum tiiketim degeri Avrupa’da 40 mg/kg, ABD’de 50
mg/kg’dir (Butchko ve dig., 2002; Magnuson ve dig., 2007).

Yapilan baz1 medikal ve molekiiler calismalar aspartam tiiketimi maksimum dozun altinda olsa
dahi kanser fenotipinin gozlendigini tespit ederken, bazi g¢alismalar ise anlamli bir etki
saptayamamistir (Shephard ve dig, 1991; Gebara ve dig., 2003; Gombos ve dig, 2007,
Schernhammer ve dig., 2012). Bu tez calismasi aspartamin kanserojen oldugunu teyit eden
calismalar1 referans alarak fakat etki saptamayan diger caligmalar da g6z Oniinde

bulundurularak gerceklestirilmistir.

Kromatin, transkripsiyon faktorleri ile sinyal yolaklarinin, gen aktivitesini ve hiicresel
fenotipleri degistirdigi temel aragtir (Margueron ve Reinberg, 2010; Allis ve Jenuwein, 2016).
Icsel ve digsal sinyallere bagl olarak herhangi bir lokustaki diizenleyici veya baskilayici
aktiviteyi gii¢lendirmek tizere belirli konformasyonlar olusturmak i¢in yeniden organize olur
(Esteller, 2008; Feinberg ve dig., 2016). Kromatin organizasyonunu bozan genetik, metabolik
ve ¢evresel uyaricilar; hiicrenin durumunu ve yanitim1 degistirerek bireyleri bir dizi hastaliga
yatkin hale getirir. Kanser tipik olarak genetik bir hastalik olarak kabul edilmekle birlikte,
kromatinin epigenetik diizenlenmesindeki bozukluklar; tiimdriin olusmasi, giiclenmesi ve

ilerlemesinde 6nemli rol oynar (Suva ve dig., 2013).

Yapilan g¢alismalar sonucu heterokromatin diizenlemesinde rol oynayan insan HP1 ailesi
proteinlerinin ¢esitli kanser tiplerinde anlatiminin diistiigli saptanmistir (Kirshmann ve dig.,
2000; Pomeroy ve dig., 2002; Wasenius ve dig., 2003; Lukasova ve dig., 2005; Popova ve dig.,
2006; Ruginis ve dig., 2006; Maloney ve dig., 2007). Buna ek olarak, bu protein ailesinin
anlatimini artirict birtakim miidahalelerde bulunuldugunda ise timdér olusumunun geriledigi

belirlenmistir (Kirshmann ve dig., 2000; Lukasova ve dig., 2005; Ruginis ve dig., 2006;



Maloney ve dig., 2007). HP1’in S. pombe deki ortologu Swi6; sentromer, telomer ve eslesme
tipi lokusunda H3K9me histon modifikasyonuna dayali olarak heterokromatin
diizenlenmesinden sorumlu bir proteindir (Cam ve dig., 2005). Hiicrede sentromer ve telomer
gibi kromozom yasamini koruyan iki 6nemli bolgenin stabilitesinden sorumlu olmasi, Swi6’nin

S. pombe’de kanser arastirmalari i¢in degerlendirilmesinin uygun oldugunu disiindiirmektedir.

Bu sebeple model organizma olarak S. pombe’nin kullanildigi bu tez ¢alismasinin amaci, hem
aspartamin kanserojenik etkilerini arastirmaya hem de bu etkilerde Swi6’nin bir rolii olup
olmadiginin sorgulanmasina yoneliktir. Elde edilen bulgularin daha iyi yorumlanabilmesi i¢in

enerji metabolizmasi ve stres yanitt mekanizmalarina ait genler de kullanilmastir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ASPARTAM
2.1.1. Aspartamin Diinii ve Bugiinii

Sentetik tatlandiric1 aspartam, farmasotik firmast G.D. Searle’da calisan kimyager James
Schlatter tarafindan 1965°te kesfedilmistir. Siikrozdan 200 kat daha tathi oldugunun kesfiyle,
tatlandirict olarak kullanimi i¢in firma tarafindan FDA onayina sunulmustur. Yapilan
toksikoloji ¢aligmalar1 sonucunda FDA ilk ADI degerini 20 mg/kg olarak belirlese de; Kanada
Saglik Koruma Subesi (1979), JECFA (1980) ve SCF (1985) tarafindan belirlenen ve
Avrupa’da halen gecerli olan 40 mg/kg ADI degerinden sonra 50 mg/kg degerinin kullanimina
1983°te ABD de izin vermistir (Butchko ve dig., 2002; Magnuson ve dig., 2007). Aspartam
FDA’dan ilk onaymmi 1981°de alarak; sakiz, kahvalti gevrekleri, gidalarin kuru bazlar
(icecekler, hazir kahve ve gay, jelatin, puding, dolgu ve siisleme maddeleri, ve siit lirtinleri) gibi
bazi iriinlerde ve belli kosullar altinda tatlandiric1 olarak kullanilmaya baslamistir. Gazl
icecekler ve gazli iceceklerin surup bazlarinda da kullanimi i¢in gelen onay ise 1983’°te
olmustur. 1996 onayindan sonra da “genel amagh tatlandiric1” olarak piyasada kullanimina izin
verilmistir!. Aspartamm Avrupa’da kullanim1 ise 1994°te Avrupa Parlementosu ve Konseyi

tarafindan onaylanmistir (Soffritti ve dig., 2014).

1970’¢ kadar tatlandiricilarin temel kullanima; ilag tadinin iyilestirilmesi ve diyabetik hastalar
icin tretilen triinlerde seker yerine kullanilmasi seklindedir (Talbot ve dig., 1978). Fakat o
zamandan bugiine muazzam bir endiistri gelismistir ve tatlandiricilarin diyet, diisiik kalorili ve
“light” gibi etiketlerle piyasaya siiriilerek genis kitlelere pazarlanmasi s6z konusu olmustur.
Aspartam; bugiinkii global iiretimi yi1lda 15500 tonu bulmakla birlikte, 500’1 ilag olmak iizere
>6000 iirtinde ve >90 iilkede kullanimiyla bir market lideri haline gelmistir (Soffritti ve dig.,
2014) ve diinya ¢apinda 200 milyondan fazla insan tarafindan tiiketimi gerceklestirilmektedir?.

https://iwww.fda.gov/food/food-additives-petitions/additional-information-about-high-intensity-sweeteners-
permitted-use-food-united-states [Ziyaret Tarihi: 12.08.2018]
2 https://aspartame.org/ [Ziyaret Tarihi: 12.08.2018]



2.1.2. Aspartamin Kimyasal Yapisi ve Metabolizmasi

Aspartam, L-aspartik asit ve L-fenilalaninden olusan bir dipeptidin metil esteridir (Sekil 2.1).
Maddenin a ve B olmak iizere iki farkli kimyasal formu vardir, fakat sadece o formu tathdir
(Kirkland ve Gatehouse, 2015). Kemirgenlerin ve insanlarin gastrointestinal yolunda 4 farkli

yapiya indirgenir: aspartik asit, fenilalanin, metanol ve diketopiperazin (Ranney ve dig., 1976).

Diketopiperazin, aspartam yapisindaki metil grubunun ayrilmasi sonucu dipeptidin siklik bir
yap1 olusturmak tizere N- ve C-terminalinin birlesmesiyle meydana gelmektedir (Borthwick,
2012). Bu madde ayn1 zamanda 30°C’nin iizerindeki sicakliklarda par¢alanma iiriinii olarak da
olusabilmektedir. (Kirkland ve Gatehouse, 2015). Reno ve Bowles (1972) bu iiriiniin en az 500

mg/mL’de dahi kromozom kiriklarina yol agtigini belirlemistir.

0 OCH,4
N

H
OH NH, o)

Sekil 2.1: Aspartamin kimyasal yapisi (Budavari, 1989).

Metanol, aspartamin yapisinda bulunan metil ester bagmin ince bagirsagin iist kisminda
pankreatik kimotripsin ile hidrolize edilmesi sonucu agiga ¢ikmaktadir ve bagirsak tarafindan
hemen emilmektedir (Monte, 1984). Dokularda alkol dehidrogenaz tarafindan oksidasyonu
gerceklesen metanol formaldehite doniismektedir. Bu doniisiim sonucunda, yar1 6mrii 90 saniye
olan agir1 reaktif bir ara tiriin, format, agiga ¢ikmis olur (Liesivuori ve Savolainen, 1991). Bu
reaktif ara iirtinlin DNA {izerindeki etkilerini arastirmak tizere aspartamdaki formaldehit
olusturan karbon atomu C ile isaretlenmis ve aspartam kokenli formaldehitin DNA-protein
kovalent baglarini olugturmada rol oynadig tespit edilmistir (Gombos ve dig., 2007). Metanolii
her ne kadar meyve gibi dogal kaynaklardan da tiiketiyor olsak, maddenin kimyasal yapisi



geregi bu yapmin monomerlerini viicudun dogal kaynaklarda oldugu gibi algilamasi olasi
gorinmemektedir. Bunu dogrular nitelikte, bitkisel iirlinlerden alinan metanol pektine bagh
oldugundan sindirim sisteminden herhangi bir zarara yol agmadan gegerken (Siragusa ve dig.,
1988) aspartam yapisinda bulunan metil ester bagi zayif oldugundan hemen pargalanip serbest
metanol olusumuna yol agmaktadir. Bu durum her ne kadar madde Onerilen doz siirlari
icerisinde alinsa da, biyokimyasal yapisinin goéz ardi edilemeyecek etkilerini ortaya

koymaktadir.

Fenilalanin ve aspartik asit dipeptidi ise diger peptidlerin hidrolizi ile ayni bi¢imde
gerceklestirilir. Olusan serbest aminositlerden aspartik asidin herhangi bir olumsuz etkisi
gozlenmezken, fenilketoniiri hastaligina sahip bireylerde fenilalanin hidroksilaz enzimi
bulunmadigindan kanda ve beyinde fenilalanin birikimi sonucu toksik etki yaratabilme

olanagina ragmen aspartamin bir sorun yaratmadigi tespit edilmistir (Trefz ve dig., 1994).

2.1.3. Aspartamin Genotoksik ve Kanserojenik Bulgular:

Aspartamin genotoksik ve kanserojenik etkileri bircok model organizmada incelenmistir.
Bakterilerde genotoksik etkilerin incelenmesi {izerine: Molinary (1978) Salmonella
typhimurium TA98, TA100, TA153, TA1538 irklarinda 5000 pg/petri’ye kadar aspartam
konsantrasyonu sonrasi uyguladigi Ames testinde herhangi toksik bir bulguya ulasamamustir.
Fakat S. typhimurium TA98, TA100, TA102, TA104 wklar1 nitroze edilmis aspartamla
muamele edildiginde TA102 disinda diger irklarin mutajenik aktivitelerinin arttig1 tespit
edilmistir (Shephard ve dig., 1991; Shephard ve dig., 1993). Ancak aspartamin deneyde
gerceklestirilen nitrozasyon orani insanda in vivo gergeklesecek kadar olmadigindan,
aspartamin kayda deger bir zarar1 olmadigimi belirtmislerdir. Escherichia coli K12 uvrB irkinda
0.5-2 mM fenilalanin konsantrasyonlari i¢in gergeklestirilen mutajenite testinde baz degisimi
mutasyonlar1 saptanmustir (Sargentini ve Smith, 1986) ancak daha 6nce Shephard ve dig. ayni
sonucu S. typhimurium’da negatif olarak belirttikleri i¢in bakterilerde aspartamin etkileri
tartigilabilir hal almigtir. Mayalardaki genotoksik etkiler i¢in Aspergillus nidulans diploid
UT448/UT196 irklarinda mitotik rekombinasyon oranlari incelenmistir. Aspartamin 100-12000
ug/ml serilerinde 6 giin inkiibasyonu sonucu 800 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda mitotik

segregantlarin ve mitotik rekombinasyonun arttigin1 gézlemlemislerdir (Gebara ve dig., 2003).



Hayvan modellerinde genotoksik etkiler: Albino si¢anlarda ve dollerinde kromozomal kiriklar
ve DNA fragmentasyonu tespit edilmistir (Abd Elfatah ve dig., 2012). Swiss albino farelerinde
kromozomal kiriklar, mikronukleus olusumu ve sperm morfolojisinde degisim gozlenmistir
(Kamath ve dig., 2010). Swiss albino farelerinde Comet testi pozitif bulunmustur
(Bandyopadhyay ve dig., 2008). Aspartam metabolitlerinin buzag: timiis DNA’sina baglandigi
tespit edilmistir (Kashanian ve dig., 2013). Kanserojenik calismalar ise soyledir: Sprague-
Dawley sicanlarinda; iki cinsiyette de lenfoma ve 16semi, sadece disilerde renal pelvis ve
tireterde gegici hiicre karsinomu, sadece erkeklerde periferik sinirlerin malignant
schwannomasi tespit edilmistir (Soffritti ve dig., 2006). CBA/CA farelerinde 40-2500 mg/kg
APM dozlar1 sonucu TPS53, c-Myc ve Ha-ras genlerinin ekspresyonlarinda degisim

gozlenmistir (Gombos ve dig., 2007).

Insanlarda yapilan calismalarda: Insan lenfositlerinde doza bagl kromozom kiriklari,
mikronuklei, replikasyon indeksi ve mitotik indeks olusumu gozlenmistir (Renciizogullar1 ve
dig., 2004). Epidemiyolojik calismalarda: beyin tiimérii (Olney ve dig., 1996); idrar yolu
timori (Andreatta ve dig., 2008); erkeklerde Non-Hodgkin lenfoma, ¢oklu myeloma ve 16semi
olusturdugu tespit edilmistir (Schernhammer ve dig., 2012). HeLa hiicre hattinda yapilan bir
caligma; aspartamin TP53, BAX ve BCL2 gibi apoptotik genlerin mRNA ekspresyonunda artisa
sebep oldugu bulunmustur (Pandurangan ve dig., 2015).

2.2. SWI6
2.2.1. Gen ve Protein Yapisi

Fisyon mayasindan memelilere kadar korunmus olan ve insan HP1 ortologu olan swi6 geni; S.
pombe’nin 5.58 Mb’lik 1. kromozomunun 1.704.073-1.702.406 baz giftleri arasinda yer alir,
1.668 baz ¢iftinden olusur ve %GC degeri 36,03 tiir. Sentromer ve telomer bélgelerine olan
uzakligindan dolay1 kolay calisilabilen bir gendir. Protein olarak toplamda 328 aminoasitten
olusur ve 37.29 kDa’luk bir kiitleye sahiptir. Tiim HP1 proteinlerinde oldugu gibi CD (“chromo

domain”) ile CSD (“chromo-shadow domain”) alt birimlerinden ve bu iki alt birimi birbirine

3 https://www.pombase.org/gene/SPAC664.01c [Ziyaret Tarihi: 15.08.2018]



baglayan “hinge” bolgesinden olusur (Eissenberg ve Elgin, 2000; Wang ve dig., 2000) (Sekil
2.2).

2.2.2. Islevi

Swib, telomer, sentromer ve eslesme lokusunda heterokromatin olusumunu ve diizenlenmesini
saglayan bir proteindir (Cam ve dig., 2005). Transkripsiyonel sessizlesmeyi saglayan bu
proteinin kromatine baglanmasini H3K9 metilasyonu saglar ve CD alt birimi tarafindan
gerceklestirilir (Wang ve dig., 2000; Dialynas ve dig., 2008). Histon proteininin bu metilasyon
tipi beklenildigi gibi telomer, sentromer ve eslesme lokusunda yaygindir (Nakayama ve dig.,
2001). Hiicre dongiisiiniin S evresinde H3S10 fosforilasyonu sebebiyle perisentromerik
bolgeden ayrilir ve fazin sonuna dogru tekrar baglanir. Boylece perisentromerik bolgeden
transkripsiyona kap1 aralanmis olur (Chen ve dig., 2008; Kloc ve dig., 2008). ilging bir sekilde,
perisentromerik dizilerden gergeklestirilen bu transkripsiyon sonucu olusan ncRNA’lar
replikasyon sonrast heterokromatin proteinlerini bolgeye geri tasiyip sessizlesmenin
korunmasini saglarlar. (Holoch ve Moazed, 2015) Diger HP1 ailesi proteinleri gibi hiicre i¢inde
tistlendigi bu gérevden 6tiirti Swi6 transkripsiyon kontroliinde kilit bir noktadadir (Cheutin ve
dig., 2014).

A V22M 165E W174A
o] Hinge [T |

75 119 179 191

Sekil 2.2: Swi6 proteininin “ribbon” diyagrami (Wang ve dig., 2000).



Kromatine baglanmasinin yani sira birgok proteinle de iliskilidir (Motamedi ve dig., 2008)
(Sekil 2.3) ve hem bu etkilesimi hem de dimerizasyonu i¢in CSD alt birimini kullanir (Wang
ve dig., 2000). Hiicre dongiisiinde sentromer replikasyonu igin cdc18 ile (Li ve dig., 2011) ve
mitozda kohezin ile (Nonaka ve dig., 2001) etkilesmektedir. Bu sebeple Swi6 yoklugunda;
yanlis kromozom dagilimi ve anafaz kopriisii olusumu gelismektedir (Ekwall ve dig., 1995;
Pidoux ve dig., 2000).
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Sekil 2.3: Swi6’nin diger proteinlerle etkilesimi (Motamedi ve dig., 2008).

2.3. KANSER EPIGENETIGI

Cok hiicreli canlilarda organizmanin sahip oldugu tiim hiicreler bireyin iyiligi i¢in birbirleri ile
uyumlu ¢aligmaya programlidirlar. Hiicre disi sinyaller yardimiyla gereken zamanlarda
boliinen, farklilasan veya dlen bu hiicreler cevresel streslere maruz kalarak ya da spontan bir
bicimde mutasyona ugrayabilirler. Her kosulda olmasa da olumsuz etki gosterebilen bu
mutasyonlar, olustugu hiicreye selektif avantaj kazandirarak topluluktaki uyumu bozma

potansiyeli tasirlar. Boylelikle kanser, bir hiicrenin bulundugu organizmada isbirligi yapmak



yerine kendi basina ¢ogalarak bir mutant klonu olusturmasiyla tanimlanan genetik bir hastaliktir

(Albert ve dig., 1994).

Tipik bir kanser hiicresinin genomu zaman igerisinde biriken bir¢ok mutasyon ve epigenetik
degisim igerir. Fakat molekiiler diizeyde yapilan yogun ¢aligmalar sonucu kanser olusumunda
kritik 6neme sahip olan iki grup gen kesfedilmistir. Hiicre dongiisiinii denetleyen ve DNA
tamirini saglayan timor baskilayici genler (Levine, 1993) ile transkripsiyon faktorii, biiyiime
faktorii ve hiicre i¢i sinyal iletimi gibi gorevleri iistlenen proto-onkogenler (Garrett, 1986).
Kanser olusumu, tiimor baskilayict genlerde meydana gelen islev kaybi mutasyonlari ve proto-

onkogenlerde meydana gelen islev kazanimi mutasyonlar1 sonucu tetiklenir.

Epigenetik, gen fonksiyonlarndaki DNA dizi varyasyonlarina dayanmayan kalitsal
degisimlerin incelenmesidir (Goldberg ve dig., 2007). Genom projelerinin tamamlanmasinin
ardindan elde edilen gen organizasyonu ile bilgiler, bu genlerin anlatimlarinin nasil
diizenlendigi ile ilgili yeni sorular1 beraberinde getirmis ve epigenetik kavramini
canlandirmistir. Bu diizenlenmede kalitsal bilgi tastyan DNA’nin histon proteinleri ile birlikte
olusturdugu 3 boyutlu kromatin yapist temel bir rol oynamaktadir. Yiiksek derecede
yogunlagmis olan kromatin, heterokromatin olarak adlandirilir ve gogunlukla aktif olmayan
genler igerir. Buna karsilik, 6kromatin daha gevsek bir yapiya sahiptir ve aktif genleri icerir.
Kromatin yapisi; DNA metilasyonu, niikleozom konumlamasi ve histon modifikasyonu ile

dinamik olarak diizenlenir (Benneth ve Licht, 2017).

Kornberg ve Thomas (1974), DNA'nin bir histon oktamer ¢ekirdegi etrafina sarilmig yaklasik
147 b¢ DNA ve bir bagka 20 bg etrafina sarilmis bir “linker”” histondan olusan niikleozom igine
paketlendigini kesfetmistir. Daha sonraki ¢aligmalar, histon proteinlerinin C- ve N-terminal
kuyruklarinin niikleozom ¢ekirdek yapisinin  disina uzandigini ve post-translasyonel
modifikasyona erisilebilir oldugunu ortaya koymustur (Richmond ve dig., 1984; Luger ve dig.,
1997). Uzun yillar boyunca histonlarin gen anlatimini etkileyebilecegi one siiriilmiistiir, ancak
histon modifikasyonlarinin asil onemi, Allis ve arkadaslarinin histon asetilasyonunun gen
anlatim mekanizmalarinin diizenlenmesi i¢in 6nemli oldugunu gdsterdiginde anlasilmistir
(Brownell ve dig., 1996). Arastirmalar asetilasyon, metilasyon, ubikitinasyon veya
fosforilasyon gibi bir¢cok post-translasyonel modifikasyon ¢esidini ortaya koymustur. Histon
modifikasyonlari, iki ana mekanizma ile kromatin yeniden diizenlenmesine yol agmaktadir. 11k

olarak asetilasyon veya fosforilasyon gibi modifikasyonlar, kromatin erisilebilirligini arttirmak
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igin lizinlerin pozitif yiikiinii nétralize etmekte ve DNA ile histonlar arasindaki ayrismay1
saglamaktadir (Steger ve Workman, 1996; Luger ve Richmond, 1998). ikinci olarak histon
modifikasyonlari, histon modifiye edici diger enzimlerin veya kromatin mimarisi ile gen
anlatimint diizenleyen spesifik kromatin faktorlerinin baglanma bolgeleri olarak gorev

yapmaktadir.

DNA metilasyonu genellikle bir guaninden (CpG) once gelen sitozin bazinda meydana
gelmektedir. CpG diniikleotitlerinin ¢ogu, gen promotorlerinin yaklasik %70'inde
transkripsiyon baslangi¢ bolgelerinin yakininda bulunan ve "CpG adalar1" olarak adlandirilan
CpG bakimindan zengin DNA boélgelerinde yogunlagmistir (Saxanov ve dig., 2006). CpG
adalarmin  hipermetilasyonu ilgili genin susturulmasina, transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasini 6nleyerek ve baskilayict histon modifiye eden enzimlerle etkilesime giren metil-
CpG baglanan proteinlerin toplanmasini saglayarak yol agmaktadir (Herman ve Baylin, 2003;
Rodriguez ve dig., 2010). Bu nedenle, DNA metilasyonu kromatin mimarisini ve gen anlatimini

diizenlemede 6nemli bir rol oynamaktadir.

Yeni nesil sekanslama sayesinde, epigenetik diizenleme yolaklarini etkileyen gen mutasyonlari,
amplifikasyonlari, delesyonlari ve yeniden diizenlenmelerinin kanserli hiicrelerde siklikla
bulundugu tespit edilmistir (Lawrence ve dig., 2014). DNA metilasyonunda veya histon
modifikasyon oriintiilerinde degisime yol agan epigenetik diizenleyicilerdeki mutasyonlar,
kromatin yapisinin ve normal gen anlattiminin bozulmasina neden olabilmektedir. Bir
promotorde meydana gelen DNA hipermetilasyonu ve/veya baskilayici  histon
modifikasyonlari, gen anlatimini susturarak tiimor baskilayici genlerdeki fonksiyon kaybi
mutasyonlarinin fenotipini kopyalayabilir. Tersine, DNA metilasyonu veya aktive edici
modifikasyonlarin kayb1 gen ekspresyonunu, onkogenik kromozomal translokasyonlar veya

gen amplifikasyonu sonrasinda gozlendigi gibi 6nemli 6l¢iide arttirabilir.

Genetik degisimlerin aksine, epigenetik degisiklikler geri doniistimliidiir. Bu dogal plastisite
nedeniyle anormal epigenetik mekanizmalarin malign transformasyonda nasil gelistigini
desifre etmek, kanser tedavisinde bu mekanizmalarin nasil hedeflenebilecegi konusunda yeni

bilgiler verebilir.
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2.3.1. HP1 Ailesi Proteinlerinin Kanserle Iliskisi

Gen ekspresyonlarindaki degisimler kanser olusumu ve ilerlemesine eslik ederler. Bu
degisimlerin kaynagi hem genetik hem de epigenetik olabilir. Cogu transkripsiyon faktorii, gen-
spesifik degildir ve bir faktordeki hasar birgok hedef genin ekspresyonunu degistirebilir. Bir
kromatin katlanma proteini veya histon modifiye eden enzimde meydana gelen hasarlar ise
birgok genomik bolgenin kromatin durumunu degistirerek yiizlerce genin ekspresyon seviyesini
ayni anda degistirebilir. HP1 ailesi proteinlerinin genomdaki yaygin dagilimi ve
transkripsiyondaki rolii goz onilinde bulundurulursa, bu proteinlerin kanser ile olan iligkisi

sasirtict degildir.

Su an icin hicbir insan hastaligt HP1 proteinlerini kodlayan genlerde meydana gelen
mutasyonlarla iligkili degildir. Ancak ekspresyonlarindaki azalma bir¢ok kanser tipi igin
bildirilmigtir (Kirshmann ve dig., 2000; Pomeroy ve dig., 2002; Wasenius ve dig., 2003;
Lukasova ve dig., 2005; Popova ve dig., 2006; Ruginis ve dig., 2006; Maloney ve dig., 2007)
(Tablo 2.1). Bu bulguyla tutarli olarak, artan HP1 ekspresyonunun da metastaz baskilayici
(Kirshmann ve dig., 2000; Lukasova ve dig., 2005; Ruginis ve dig., 2006) anti-kanser oldugu
(Maloney ve dig., 2007) tespit edilmistir.

Tablo 2.1: HP1 proteinlerinin ekspresyonlarindaki degisim sonucu olusturduklar1 kanser tipleri.

Kanser HP1 Ekspresyon
o ) Doku/Hiicre Tipi/Hiicre Soyu Referans
tipi protein degisimi
) Embriyonik beyin tiimérlerinin ¢oklu
Beyin Hsa Azalma o Pomeroy, 2002
tipleri
MDA-MB-231 ve MCF7 meme ]
Meme Hsa Azalma Kirshmann, 2000
kanseri hiicre soylar1
HCT116 kolon kanseri soyu o
Kolon Hsa Azalma ] Ruginis, 2006
Caco-2 be Ht-29 kolon kanseri soylari
Hsa, Lukasova, 2005
Losemi Azalma Periferik kan 16kositleri
HspB, Hsy Popova, 2006
Ovaryum Hsy Azalma A2780 ovaryum kanseri hiicre soyu Maloney, 2007
Papiller ) o ) )
Hsa Azalma Papiller tiroid karsinom dokusu Wasenius, 2003

tiroid
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2.4. Schizosaccharomyces pombe

1893’te Paul Lindner tarafindan dar1 birasindan izole edilen Schizosaccharomyces pombe,
alkolik fermentasyondan sorumlu bir mayadir. Dogu Afrika’dan ithal gelen birada kesfedildigi
icin Swahili dilinde bira anlamina gelen “pombe” ad1 verilmistir (Lindner, 1893). S. pombe,
Ascomycota subesinden tek hiicreli bir mantar tiiridiir ve icerigi 74-82% glukan ile 9-14%
galaktomannandan olusan ve ¢evresel etkenlere karsi mekanik gii¢ saglayan bir hiicre duvari
ile ¢evrilidir (Bush ve dig., 1974). Apikal uzama sonucu ortadan ikiye boliinerek ¢cogaldigindan
fisyon mayasi da denilmektedir. S. pombe’nin hiicre dongiisii, gelismis Okaryotlarla ayn1 sekilde
interfaz (G1, S ve G2) ve mitoz evrelerinden olugmaktadir (Russell ve Nurse, 1986).
Karyokinezin ardindan baslayan G1 evresi olduk¢a kisa siirmektedir ve dongiiniin yaklasik
%10’luk bolimiinii kapsar. Sitokinezin ardindan DNA sentezinin gerceklestigi S evresi gelir.
Bu evreyi takip eden G2, dongliniin en uzun evresidir (%70) (Nurse ve dig., 1976). Dongliniin
son evresi olan mitoz, ¢ok hiicreli organizmalarin mekanizmalarina benzer sekilde
gerceklesmektedir. Hiicre boyutu, hiicre dongiisiiniin hangi asamada oldugunu gésterir (Wixon,
2002). Silindirik ¢ubuk sekline sahip olan bu mayanmn eni 3-4 um ve boyu 7-14 pm
uzunlugundadir (Forsburg, 2005).

Hem haploid hem de diploid yasam dongiisiine sahip olan S. pombe hiicreleri ortadan boliinme
ile vejetatif liremenin yani sira eseyli olarak da ¢cogalmaktadirlar. Bu durumdan eslesme lokusu
olarak adlandirilan matl, mat2 ve mat3 genleri sorumludur (Kelly ve dig., 1988). Hiicrenin esey
tipini belirleyen mat1 lokusuna ait h* (975) ya da P, h™ (972) ya da M, ve h* (968) olmak iizere
3 adet allel bulunmaktadir. Mat2 ve mat3 dondr lokuslari da sirasiyla mat P ve mat M genlerini
kodlar. P ve M allelleri eslesme reaksiyonu i¢in belirleyicidir ve haploid hiicreler tek bir allel
bulundurdugunda heterotallik (h* veya h"), iki alleli beraber bulundurdugunda homotallik sus
(h*) adim almaktadir (Leupold, 1950). Bu durumda homotallik sus kiiltiiriinde bulunan
hiicreler, 4 askospor igeren bir zigotik askus olusturmak iizere eslesebilmektedirler. Normal
kosullarda haploid halde bulunan hiicreler eslesme sirasinda diploid hale gegerler. Organizma

iki formda da stabildir (Gutz ve Doe, 1973).

S. pombe, Genom projesi kapsaminda genom dizilemesi gergeklestirilen 6. organizmadir ve
2002’de tamamlanmistir (Wood ve dig., 2002). Toplam genom boyutu 13.8 Mb olmakla
beraber, genom organizasyonu [ (5.7 Mb), II (4.6 Mb), I1I (3.5 Mb) olacak sekilde 3 kromozoma
dagilmistir ve mitokondriyal genomu 19.43 kb’dir (Robinow ve dig., 1997). Organizmanin
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genomu 5118 protein kodlayan gen ve 28 psddogen icermektedir (Lock ve dig., 2018). Genlerin
%43°1 intron igermektedir ve ortalama intron uzunlugu 81 niikleotittir. In silico analizler
sonucu, insanda kanserle iligkili oldugu 6ne siiriilmiis bazi genler dahil, S. pombe ile bitki ve
hayvan tiirleri arasinda yiiksek derecede korunmus genlerin bulundugu tespit edilmistir

(McDowall ve dig., 2015).

Fisyon mayasinin genetik ¢alismalarda kullanilmaya baslamasi 1950°lere dayanmaktadir. Urs
Leupold onciiliigiinde baslanan bu kullanim, Paul Nurse ile hiicre dongiisii ¢alismalarini
beraberinde getirmistir. Gen manipiilasyonunda homolog rekombinasyon veriminin yiiksek
olmasi nedeniyle de heterolog protein iiretimi ¢alismalarinda kullanim1 yayginlagsmistir (Idiris
ve dig., 2006). Uretiminin basit ve ucuz olmasmnin yan sira Escherichia coli ve Saccharomyces
cerevisiae’ya nazaran gelismis Okaryotlarla mRNA islenmesi, post-translasyonel
modifikasyonlar, hiicre dongiisii dliizenlenmesi, besin algilama yolaklar1 gibi benzer molekiiler,
genetik ve biyokimyasal oOzellikler tasimasi fisyon mayasmin mikro-memeli olarak
tanimlanmasina yol agmistir (Barnett, 2007). Bununla beraber PomBase verilerine gore, fisyon
mayasinin protein kodlayan genlerinin %69 unun insanda ortologu bulunmaktadir ve bunlarin
912’sinin insan hastaliklariyla iligkili oldugu tespit edilmistir (Lock ve dig., 2018). Boylece
giinlimiizde S. pombe, insan hastaliklarinin aydinlatilmasina yonelik model organizma olarak

kullanilmasinda yerini saglamlastirmistir.

2.5. S. pombe’DE CESITLI HUCRESEL SURECLER
2.5.1. Enerji Metabolizmasi

Hiicresel enerji metabolizmasi hiicre ¢ogalmasi, stres direnci ve yaslanma gibi biyolojik
stirecler icin temeldir. Besin algilamasi, biiylime ortamindaki mevcut kaynaklart kullanmak i¢in
metabolizmalarin1 diizenleyen prokaryotik ve Okaryotik mikroorganizmalarin hayatta
kalabilmesi icin kritiktir. Ayrica, hiicresel metabolik durumun epigenetik mekanizmalar
yoluyla gen anlatimini veya protein fonksiyonunu kontrol edebilmesi muhtemeldir: ATP, asetil-
CoA veya NAD/NADH gibi anahtar metabolitlerin seviyeleri, enerji metabolizmasi i¢in 6nemli
degerlerdir. Bu tiir metabolitler, genom diizenlenmesini ve protein aktivitelerini etkileyen
protein fosforilasyon, asetilasyon veya metilasyon seviyelerini degistirebilir (Wallace ve Fan,
2010; Huang ve dig., 2014; Chandel, 2015).
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Mayalar, siki bir sekilde kontrol edilen korunmus enerji metabolizma programlarini arastirmak
igin basit fakat verimli model organizmalardir. Fisyon mayasi, solunum veya fermentasyon
stiregleriyle ¢ogalabilir, ancak bu siireclerde kesin anaerobik kosullara ihtiya¢ duymaz (Heslot
ve dig., 1970). Solunum ve fermentasyon siirecleri arasindaki dengenin diizenlenmesi, biiyiik
Olctlide, gen anlatimini kontrol eden besin algilayan sinyal yolaklarinin araciligiyla (Molenaar
ve dig., 2009; Takeda ve dig., 2015) besin ulasilabilirligine baglhdir (Roux ve dig., 2009;
Wallace ve Fan, 2010). Glukozun varhiginda fisyon mayasi oksijen olsa bile esas olarak
fermentasyon yoluyla ¢ogalir (Crabtree etkisi), ancak karbon kaynagi olarak gliserol (Heslot ve
dig., 1970; Klein ve dig., 2013) veya galaktoz (Chiron ve dig., 2007) kullandiginda solunum
yoluyla ¢ogalmayi tercih eder. Fisyon mayasinda glukozun solunumu baskilamasina ragmen,
bu etki ¢ok gii¢lii degildir ve solunum bazal seviyede devam eder (Heslot ve dig., 1970). Diisiik

glukoz konsantrasyonlari ise solunumun artmasina neden olur (Zuin ve dig., 2008).

S. pombe'deki glukoz algilamasi, memeli sistemleriyle pek ¢ok 6zelligi paylasan cAMP sinyal
yolagiyla meydana gelir. Bu yolak, G-protein aracili transmembran reseptor protein Git3 ile
Gpa2Ga, Git5Gp ve Gitl 1Gy'den olusan bir heterotrimerik G-proteinini igerir (Isshiki ve dig.,
1992; Landry ve dig., 2000; Landry ve Hoffman, 2001). Glukoz sinyali bu modiil iizerinden
Gpa2'nin aktivasyonuna yol agar ve bu protein de adenilat siklaz1 (Cyrl) aktive eder. Bu enzim
dis uyaranlara yanit olarak ATP'nin cAMP'ye doniisiimiinii katalizler ve bu ikincil mesajct
molekiil dkaryotik hiicrelerde birgok sinyal yolaginda rol alir (Gilman, 1984; Levitzki 1988).
Bu sinyal yolaklarinda cAMP'nin rolii, bir ¢ift katalitik alt birim (Pkal) ile bir ¢ift diizenleyici
alt birimden (Cgsl) olusan PKA'y1 aktive etmektir. cAMP, PKA'nin diizenleyici alt birimlerini
baglar ve bunlarin katalitik alt birimlerinden ayrilmalarin1 ve bdylece aktive olup hedef
proteinleri fosforilleyebilmelerini saglar (Beebe ve Corbin, 1986; Edelman ve dig.,1987).
Bilinen bazi hedef proteinler fosforilasyon sebebiyle inaktif hale getirilen enzimler ve
transkripsiyonel aktivatorlerdir (Beebe ve Corbin, 1986; Roesler ve dig., 1988).

cAMP bagimli PKA yolaginin ortamdaki glukoz varligini belirlemesinin ardindan hiicre i¢ine
glukoz alimi ve glikoliz igin gerekli olan genlerin anlatimi, sirasiyla, heksoz tasiyicilari ve
heksokinazlar (Hxk2), indiikklenir (Rolland ve dig., 2001). Buna karsilik, solunum (Cox4),
glukoneogenez (Fbpl) ve alternatif karbon kaynaklarimin kullanimi (siikroz, fruktoz) gibi
stireclerde rol oynayan proteinlerin gen anlatimi baskilanir (Hoffman ve Winston 1991).

Fbp1’in anlatim1 hem aktif Pkal’in transkripsiyon faktorii olan Rst2 aktivitesini fosforile edip
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negatif olarak diizenlemesiyle (Higuchi ve dig., 2002), hem de genel baskilayict Tupll
sayesinde baskilanir (Asada, 2017).

Glikolizde iiretilen piruvat, fermentasyon sirasinda organik asitlere, gazlara veya etanole
doniistiiriiliir. Ortamdaki glukoz miktar1 az oldugunda alternatif olarak piruvat, Krebs veya
sitrik asit dongiisii olarak da adlandirilan mitokondriyal trikarboksilik asit (TCA) dongiisii
araciligiyla solunum ile metabolize edilebilir (Wallace ve Fan, 2010; Lunt ve van der Heiden,
2011). Bu siire¢ mitokondrinin i¢ zarinda bulunan elektron transport sistemi (ETS)
kompleksleri tarafindan gergeklestirilir. Komplekslerde sirali oksidorediiksiyon islemleriyle
tastyict molekiillerden (NADH ve diger TCA firiinleri) alinan elektronlar, kompleks IV (Cox4)
tarafindan son alic1 oksijen molekiiliine aktarilir ve bu aktarim siiresince membranlar arast
bolgeye proton pompalanip elektrokimyasal gradyan olusturulur. Olusan gradyan farki
yardimiyla protonlar i¢ zarda bulunan ATP sentaz kompleksinden gegerken ATP olusturulur.
ATP diretimiyle ilgili olarak, solunum fermentasyondan ¢ok daha verimlidir ve her glukoz

molekiilii bagina sadece 2 ATP molekiiliine kars1 36'ya kadar net kazang saglar.

2.5.2. Stres Yamit1

Tiim hiicreler, ¢evresindeki degisiklikleri algilar ve bu degisikliklere tepki verir. Ozellikle tek
hiicreli organizmalar; besin, pH, sicaklik ve dis ozmolarite dalgalanmalarinin yani sira UV
radyasyonu ve bir dizi potansiyel toksik ¢evre bilesigi ile de miicadele etmelidir. Bu ¢evresel
streslere uygun yanitlar, hiicrenin hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi igin indiiklenmelidir (Chen ve
dig., 2003). Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal yolaklarinin, okaryotik
hiicrelerin ¢evresel degisikliklere ve stres kosullarina karsi cevabinda anahtar bir rol
istlendigine dair kanitlar artmistir (Kim ve Choi, 2010). Aglik, ozmotik stres, oksidatif stres
ve 1s1 stresi gibi ¢evresel stres sinyalleri, stres ile aktive olan mitojenle aktive olan bir protein
kinaz (MAPK) yolagini aktive eder. MAPK kaskadlari; MAPK, MAPK kinaz (MAPKK) ve
MAPKK kinaz (MAPKKK) olarak ii¢ protein kinazdan olusan yiiksek oranda korunmus sinyal
iletim yolaklaridir. Bu S. pombe yolagi; Winl ve Wis4/Wik1/Wakl MAPKKK'lerden, Wisl
MAPKK ve Spcl/Styl MAPK'den olusur (Millar ve dig., 1995; Shiozaki ve Russell, 1995;
Degols ve dig., 1996; Shiozaki ve Russell, 1996; Stettler ve dig., 1996; Samejima ve dig., 1997;
Shiozaki ve dig., 1997; Samejima ve dig., 1998).
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Ozellikle, fisyon mayasinda bulunan bu ii¢c MAPK kaskadindan biri olan stresle aktive olan
protein kinaz (SAPK) yolagi, strese kars1 genel hiicresel tepkinin olusmasinda Kritik bir islev
gormektedir. Bu yolagin merkezi elemani, birgok stres kosuluna yanit olarak aktive edilen
MAPK Styl'dir (Pérez ve Cansado, 2010). SAPK yolaginin ana hedefi, stres sirasinda Sty ile
fosforile edilen transkripsiyon faktorleri Atfl ve Papl’dir. (Wilkinson ve dig., 1996).
Aktiflestirilmis Atfl, tirinleri adaptif hiicre yanitina katilan Cevresel Stres Temel Yanitinin
(CESR) bir pargasini olusturan bir grup genin anlatimini tesvik eder (Chen ve dig., 2003).
Ayrica, glukoneogenez i¢in 6nemli olan fruktoz-1,6-bifosfataz (Fbpl) enziminin gen anlatimi

da Atfl tarafindan kuvvetli bir sekilde indiiklenir.

Fisyon mayasinda stres sonucu indiiklenen mitokondriyel solunum nedeniyle ortaya ¢ikan
reaktif oksijen tiirlerinin indirgenmesi i¢in kritik rol oynayan siiperoksit dismutaz (Sod1) ve

katalaz (Ctt1) gibi genlerin de anlatim1 indiiklenir (Lee ve dig., 2002; Madrid ve dig., 2004).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ORGANIZMA VE BESIiYERLERI

Calisma i¢in Bioneer’den temin edilmis olan tiim genom mutant koleksiyonundan segilen

Schizosaccharomyces pombe EDD666 parental ve swi6A irklari kullanildi (Tablo 3.1).

Calisma boyunca S. pombe’nin irk segiminde, {iretiminde ve aspartam etkisinin saptanmasinda
kullanilan besiyerleri ve metabolitler Ek-A’da, elektroforetik analizlerde kullanilan tampon ve
cozeltiler ile aspartam stok soliisyonunun igerigi Ek-B’de verildi. Hazirlanan tiim besiyerleri ve

metabolitler 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edildi.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan S. pombe rklarinin genotipleri.

Irk Genotip
EDDG666 Parental h* ade6-M210 ura4-D18 leul-32
EDD666 swi6A h* ade6-M210 ura4-D18 leul-32 swi6::KANMX4

3.2. ORGANIZMANIN URETIMIi, GENOTIP TAYINI VE SAKLANMASI

S. pombe parental ve swi6A irklari, -80°C stoktan ¢ikarilarak 5 mL YEL besiyeri igeren cam
tiiplerde 30°C calkalamali etiivde canlandirildiktan sonra YEA petrilerine yayma ekimi
yapilarak tek koloni disiiriildi ve 3 giin boyunca 30°C etiivde inkiibe edildi. Olusan
kolonilerden irklarin genotip tayini, genetisin (200 mg/L) ve oksotrofi “marker”lar1 (adenin,
urasil, 16sin) iceren minimal besiyeri MMA’da gergeklestirildi. Segilen tek bir koloni egri YEA
besiyerine ekildikten sonra 3 giin boyunca 30°C etiivde inkiibasyona birakildi ve ¢alisma

boyunca kullanilmak iizere, her ay tazelenerek, 4°C’de saklandi.

Ayrica delesyonun istenilen gene ait oldugunun kontrolii, Tablo 3.2’de verilen bilesenler ile
Tablo 3.3’te verilen kosullar ve seleksiyon “marker”1r olan KANMX4 geni ile swi6 geninin

komsu bolgelerinden secilen dizilere uygun olarak sentez edilen primerler (Tablo 3.4)
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kullanilarak PZR teknigi ile yapildi. Uriinlerin kontrolii Béliim 3.9.1°de anlatildig1 gibi
gerceklestirildi ve “marker” olarak “GeneRuler 1 kb DNA Ladder” kullanildi (Sekil 3.1).

Tablo 2.2: Genotip tayini i¢in gerceklestirilen PZR tekniginin bilesenleri ve miktarlar.

Bilesen Miktar (uL)

dH.0 10.6

10x Buffer 4

MgCl; 1
DMSO 0.6
dNTP (2.5 mM) 1.6
Ileri primer 0.5
Geri primer 0.5

Kalip 1
Enzim 0.2

Tablo 3.3: Genotip tayini igin gergeklestirilen PZR tekniginin kosullar.

Reaksiyon Asamasi Dongii Sayis1 Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ Denatiirasyonu 1 98 30sn
Denatiirasyon 98 10 sn
Primer Baglanma 30 58 30sn
Uzama 72 1dk

Son Uzama 1 72 10 dk

Tablo 3.4: Calismada kullanilan S. pombe irklarinin genotip tayini igin kullanilan primerler.

Primer Dizi
KANMX4F 5> TGATTTTGATGACGAGCGTAAT 3’
KANMX4R 5’ CGTCTGTGAGGGGAGCGTTT 3’
Swi6UpF 5> GCGAGACTCGAACTCGCAACC 3’

Swi6DWR 5" TGGAACAGAAGAAACGGAGAAGGC 3’
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GeneRuler 1 kb DNA Ladder

bp ng/0.5pg %

10000 30 6
8000 30 6

6000 70 14

5000 30 6

4000 30 6

3500 30 6
3000 70 14
— 2500 25 5
2000 25 5
Bl—1500 25 5
—1000 60 12
—70 25 5
—500 25 5
—250 25 5

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Sekil 3.1: Elde edilen PZR firiinlerinin agaroz jel elektroforezinde kullanilan “DNA Ladder”.

3.3. ASPARTAM DOZUNUN BELIRLENMESI

YEL besiyerinde 30°C’de bir gece ¢alkalayici etiivde ¢ogaltilan hiicreler, Malassez laminda
(0.0025 mm?, Superior, Marienfield) sayilip (Denklem 3.1) farkli aspartam konsantrasyonlari
iceren (0.05, 0.25, 1, 2, 3 mg/mL) 1 mL’lik YEL’de 10° hiicre/mL baslatilarak 24 saat boyunca
tiretildikten sonra 10’ar katlik sulandirim serisi hazirlanip YEA besiyerinde her spota 5 pL

hiicre siispansiyonu koyulacak sekilde ekildi ve 3 giin 30°C’de inkiibe edildi.

Hiicre/mL = Ortalama hiicre sayist X Sulandirma faktérii x 105 (3.2)

34. ORGANIZMANIN ASPARTAM ICEREN BESIYERINDE UREME
SURECININ GOZLENMESI

YEL’de 30°C’de bir gece canlandirilan hiicreler, deneylerin gergeklestirilecegi hacim olan 20

mL YEL ve YEL+APM besiyerlerinde 10° hiicre/mL olacak sekilde ekildi ve 180 devir/dakika
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30°C’de calkalayici etiivde (Sartorius stedium, Certomat® IS) iiremeye birakildi (Tablo 3.5).
Kiiltiirlerden 34 saat boyunca her iki saatte bir 200 pL’lik drneklerin 96’11k mikroplakada ODgoo
degeri spektrofotometrik olarak Ol¢iildii (EON, Biotek Instruments Inc.). Elde edilen OD
degerlerinden, hiicre/mL standart grafigi yardimiyla hiicre sayisini belirten hiicre tireme grafigi
cizildi. Standart grafik olusturmak i¢in, hiicre/mL miktar1 bilinen sulandirim serisi hazirlandi

ve bu serinin absorbans1 600 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

Tablo 3.5: Caligma siiresince uygulanan kiiltiir dizayni.

Kiiltiir Besiyeri (20 mL) Kosul

Kontrol (P, S) YEL
30°C, 180 devir/dakika ¢alkalamali etiivde 24 saat inkiibasyon

Deney (PA, SA)  YEL+APM (1 mg/mL)

3.5. HUCRE CANLILIGI BELIiRLENMESi (“COLONY FORMING UNITS”
YONTEMI)

Aspartamin iireme iizerine inhibe edici konsantrasyonunu belirlemek i¢in YEL besiyerinde
30°C’de bir gece calkalamali etiivde ¢ogaltilan hiicreler, 10° hiicre/mL olacak sekilde kontrol
grubu YEL ve deney grubu YEL+APM besiyerine ekilip 24 saat boyunca iiretildi. 10* kat
sulandirim1 gergeklestirilen bu kiiltiirlerin YEA petrilerine yayma ekimi yapildi ve 3 giin
boyunca 30°C’de etiivde inkiibasyonu gerceklestirildi. Inkiibasyon siirecinden sonra
besiyerinde iiremis olan kolonilerin sayimi yapildi ve canlilik yiizdeleri hesaplandi (Denklem

3.2).

Aspartam uygulanmis kolonilerin sayist

% Canlilik = x 100 (3.2)

Kontrol kolonilerin sayist

3.6. GLUKOZ TUKETIM TESTI

Deney ve kontrol grubu kiiltiirlerinden 4 saat boyunca her 30 dakikada bir 500 pL 6rnek
alinarak 4700 xg’de 10 dakika santrifiij edildi (Thermo Scientific MicroCL 17 Microcentrifuge)
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ve {ist s1v1 yeni bir tiipe aktarildi. Glukoz tiiketimi testi, “Cayman Chemicals Colorimetric
Glucose Assay Kit” yonergelerine uygun olarak gergeklestirildi. Ilk once, kit tarafindan
saglanan “Glucose Standart” ile 8 farkli konsantrasyonda glukoz standardi hazirlandi ve bu
standartlarin 520 nm dalga boyunda absorbansi Sl¢iildii. Daha sonra bu absorbans degerleri

karsilik geldikleri glukoz konsantrasyonlari ile eslestirilerek standart grafik ¢ikarildu.

Deney ve kontrol 6rneklerinden 15 pL ve sulandirilmis “Assay Buffer’dan 85 uL replikalariyla
birlikte 96’1k mikroplaka kuyularma béliistiiriildii. Uzerine 100 pL glukoz oksidaz enzim
karisimi eklendi. Plaka kapag: kapatildi ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast drneklerin absorbans degeri spektrofotometre cihazinda 520 nm’de 6l¢tildii. Ardindan

standart grafikten yararlanilarak zamana bagl glukoz tiiketim grafigi cizildi.

3.7. MiKROSKOPIK INCELEME

Deney ve kontrol grubu kiiltiirlerinden alinan 1 mL 6rnegin hiicreleri distile su ile toplandi
(4700 xg, 10 dakika). Coktiiriilen hiicreler 1 ml soguk %70 etanol ile muamele edildi ve -
20°C’de 15 dakika bekletildi. Ardindan distile su ile yikanarak alkol uzaklastirildi. Tekrar 4700
xg’de 10 dakika santrifiij edilen hiicreler, 200 pL sogutulmus %70 etanolde siispanse edilerek
son konsantrasyon 1 pg/mL olacak sekilde DAPI eklendi ve 37°C’de 2 saat boyunca karanlikta
inkiibasyona birakildi. Alkol ile temizlenmis lam ve lamel ile hazirlanan preparatlarda 15 pL
maya kiiltiiri floresan mikroskobunda goriintiilendi (Olympus BX53 mikroskop, UNA floresan
filtre ve DP73 dijital kamera).

3.8. HUCRE ICI OKSIDASYON

Deney ve kontrol grubu kiiltiirlerinden alinan ve esit sayida hiicre i¢ceren 6rnekler 2400 xg’de 5
dakika boyunca ¢oktiiriildii ve 1 mL taze besiyerinde ¢ozdiirtildii. Boyanin ¢alkalamali etiivde
daha iyi emilmesi i¢in Ornekler mikrosantrifiij tiiplerden 24’liik mikroplakaya aktarilarak
tizerine 5.2 pL DCFH-DA (10 uM) eklendi ve 30°C’de 1 saat boyunca karanlikta inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonras1 érnekler yeniden mikrosantrifiij tiiplerine aktarild: ve 2400 xg’de

5 dakika boyunca ¢oktiiriliip edilip suyla yikandi. Ardindan 6rnekler 400 uL 1x PBS’te
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¢ozdiiriildii ve spektroflorometre (Biotek FLx800) cihazinda okunmasi i¢in opak siyah 96’lik
mikroplaka kuyularma 200 pL olacak sekilde replikalariyla birlikte dagitildi. Cihazda floresan
1stmanin 600 saniye araliklarla 16 kez kinetik okumasi, 485/20 eksitasyon ile 530/20 emisyon
dalga boyunda ve 37°C’de gerceklestirildi. Her 10° hiicreye denk gelen 1s1ma miktari
hesaplanarak floresan siddeti grafigi ¢izildi.

3.9. TOTAL RNA iZOLASYONU

Total RNA izolasyonu “Pure Link® RNA Mini Kit (Ambion by Life Technologies)” ile firma
yonergeleri optimize edilerek gerceklestirildi. Kontrol ve deney gruplarindan alinan 10 mL
ornek 4400 xg’de 10 dakika santrifiij edildi (Eppendorf 5810R Rotor F-34-6-38). Ust siv1 atild
ve pellet tizerine 500 pL lizis tamponu (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, %10
gliserol, 1 mM PMSF, 1 mM DTT), 5 uL B-merkaptoetanol ve 0.3 g asitle yikanmig cam boncuk
(0.45—-0.55mm) eklendi. Dismembratér cihazinda 1 dakika arayla 3 kere 5 dakikalik mekanik
homojenizasyon gergeklestirildi. Tiipler spinlenerek lizat yeni tiipe alindiktan sonra hiicre
kalmtilarii elimine etmek iizere 2600 xg’de 5 dakika santrifiij sonrasi iist siv1 alindi. Uzerine
1:1 oraninda %70’lik EtOH eklendi ve kolonlara alinarak 12000 xXg’de 1 dakika santrifiij edildi.
700 pL “Wash Buffer I” eklendi ve 12000 xg 1 dakika santrifuj edildi. 500 puL “Wash Buffer
I1” eklendi ve 12000 xg’de 1 dakika santrifuj edildi. Sonrasinda 12000 xg’de 2 dakika bos
santrifiij edildi. Kolon yeni bir mikrosantrifuj tiipiine alinip tizerine 60 pL “RNAse-free” dH20
eklendi ve 12000 xg’de 2 dakika santrifiij edildi. RNA’lar -80°C’de saklandi.

3.9.1. Kalitatif Analiz

Izolatin kontrolii agaroz jel elektroforezi ile gerceklestirildi. %1°lik jel hazirlamak igin, 0.4 g
agaroz tartildiktan sonra 40 mL 1xTAE ile karistirildi ve mikrodalga firinda ~1 dk eritildi.
Uygun miktarda sogutulduktan sonra tizerine 3 pL EtBr (0.5 pg/mL) eklendi. Jel karigim,
hazirlanan kasete dokiilerek polimerizasyona birakildi. Jel polimerize olduktan sonra kaset, i¢i
1XxTAE dolu olan elektroforez tankina yerlestirildi. Orneklerden 5 uL alinarak 1 pL 6x Yiikleme
Tamponu ile karistirildi ve jel kuyularina yiiklendi. Jel 70 V’ta 30 dakika boyunca yiiriitiildii
ve UV 1sikta gozlendi.



3.9.2. Kantitatif Analiz

RNA konsantrasyonu “NanoDrop 2000c¢” ile 6l¢iildii. i1k olarak drneklerin ¢dzdiiriilmiis oldugu

saf'su 1.5 pL hacimde dlgiilerek “blank™ olarak kullanildi. Daha sonra drnekler de ayni hacimde

sleiildi.

3.10. cDNA SENTEZIi

Elde edilen RNA’dan cDNA sentezi “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo
Fisher)” tarafindan saglanan yonergelere uygun olarak gerceklestirildi. Reaksiyon karigim
konsantrasyonu 2 pg olacak sekilde eklenen total RNA orneklerinin, kit tarafindan saglanan
“random primerler” ile cDNA sentezi yapildi. Ultra saf su kullanilarak karigimin son hacmi 20
ul’ye tamamlandi. “Bio-RAD T100 Thermal Cycler” cihazinda Tablo 3.6’da miktarlar ile
verilen karigim bilesenleri ve Tablo 3.7°de verilen reaksiyon asamalar1 ile RNA 6rneklerinden

cDNA sentezlendi. Sentezlenen cDNA’larin analizi agaroz jel elektroforezi ile gergeklestirildi
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(70V, 30 dakika). Ornekler -20°C’de saklandi.

Tablo 3.6: cDNA sentez bilesenleri.

2XRT mix P (uL) PA (uL) S (uL) SA (uL)
10x RT Buffer 2 2 2 2
25x dNTP Mix 0.8 0.8 0.8 0.8
10x RT Random Primer 2 2 2 2
MultiScribe Reverse Transkriptaz 1 1 1 1
RNA (2 ng) 2.36 3.35 1.3 3.32
dH.0 11.84 10.85 12.3 10.88
Toplam 20 20 20 20
Tablo 3.7: cDNA sentez kosullari.
1. Asama 2. Asama 3. Asama 4. Asama
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Zaman (dakika) 10 12 5 o0
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3.11. GERCEK ZAMANLI PZR iLE GEN ANLATIMI ANALIZI

Zincir reaksiyonu igin kullanilan ve ticari olarak sentezlenmis primerler; aspartam ve Swi6
iliskisinin incelenmesi igin secilen hedef genlere ve standart olarak segilen gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz 3 (gpd3) genine ait dizi bilgileri NCBI veri tabanindan elde edilerek Primer 3
programu ile tasarlandi (Tablo 3.8).

Tablo 3.8: GZ-PZR tekniginde kullanilan primerler ve dizileri.

Gen ad1 Primerin adi Primer dizileri
) swib (ileri) 5-TTTTTGGACTGGCTAAACCAT-3’
Swio swib (geri) 5’-GCCGAGAGGGGACTGATGTC-3’
b2 hxk2 (ileri) 5’-CAACAAGGACTTTGCCCAAT-3’
hxk2 (geri) 5"-AAGGTGTCGCTCTCCTTTGA-3’
fop1 fop1 (ileri) 5-GTATGGTGCTTCGGCTCATT-3’
fbp1 (geri) 5 -TTCATGTTTCGATGGGTCAA-3’
wpt1 tupl1 (ileri) 5- AAATCCTCAATTGCCTGGTG -3’
tupl11 (geri) 5- CCGAAGGAGTTGCTTTGGTA-3’
i1 atfl (ileri) 5’-ACCCCTACTGGAGCTGGATT-3’
atfl (geri) 5’-ACCATCCCTTGGGGTAAAAC-3’
coxd cox4 (ileri) 5’-AAGAGCAGCGGTCAGGAGTA-3’
cox4 (geri) 5-GCGTTGGCTAATTCTTGAGC-3’
ot cttl (ileri) 5’-ATCCTCAATCCGACCACTTG-3’
cttl (geri) 5'-AACGTCGGTAATTTCGTCCA-3’
sod1 (ileri) 5"-ATTGGCCGTACCATTGTCAT-3"
sodl sod1 (geri) 5’-GACACCACAAGCGTTACGTG-3”
eyrl cyrl (ileri) 5"-CCGCTATACTGCATGGGTTT-3"
cyrl (geri) 5'-TCGATACGCAAAGTCAGACG-3’
0nd3 gpd3 (ileri) 5'-GGTGACAACCACTCCTCCAT-3’
gpd3 (geri) 5'-TCAACAACACGGTGGGAGTA-3"

Reaksiyonda floresan boya igeren “Power SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher)” kit
kullanilarak mikrosantrifuj tiipiinde Tablo 3.9’da belirtilen bilesenler ile reaksiyon karigimi
hazirlandi. “LightCycler 480 Multiwell Plate” plakanin kuyularina her bir 6rnek igin bu
karisimdan 19 pL dagitildi ve sentezlenen cDNA o6rneklerinden kalip olarak 1 uL (100 ng)
eklendi. Dagitma isleminin ardindan “LightCycler 480 Multiwell Plate” plakanin iizeri
“LightCycler 480 Multiwell Sealing Foil” ile kapatild1 ve 1500 xg’de 1 dakika santrifiij edilip
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“Roche LightCycler 480” cihazina yerlestirildi. Reaksiyon Tablo 3.10’da belirtilen kosullar ile

gergeklestirildi. Kontrol grubu cDNA’lar1 gen anlatimi degisikliklerinin hesaplanabilmesi i¢in
1, 1/5, 1/25 ve 1/125 kat sulandirilip standart olarak kullanildi. Negatif kontrol (NTC) olarak

kalip icermeyen saf su kullanildi.

Tablo 3.9: GZ-PZR tekniginde kullanilan bilesenler ve miktarlar.

Bilesen Miktar (Her bir 6rnek i¢in) (uL) Son Konsantrasyon
SYBR Green Master Mix (2X) 10 1X
Ileri primer 0.5 50-300 nM
Geri primer 0.5 50-300 nM
Kalip 1 1-100 ng
dH.0 8 -

Tablo 3.10: GZ-PZR tekniginde kullanilan reaksiyon kosullari.

Reaksiyon Asamasi Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire
Bagslangig¢ 1 95 10 dk
Denatiirasyonu

Denatiirasyon 40 95 15sn
Primer Baglanma 57 1dk
Uzama 72 30sn
Erime Egrisi (Sicaklik, | 1 95 5sn
0.2°C. Veri toplama 65 1dk
modu stirekli) 97 00
Soguma 1 40 10 sn
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3.11.1. Verilerin Degerlendirilmesi

Esik ¢evrim (Ci) degerlerinin normalizasyonu Pfaffl esitligi (Denklem 3.3) kullanilarak
hesapland1 (Pfaffl, 2001). Esitlige gore gen anlatimindaki degisim (R), hedef gene ait gevrim

sayisinin, referans gene ait ¢evrim sayisina, reaksiyon verimine (E) bagli olarak, oranidir.

(Ehedef gen)ACthedef gen(kontrol—-deney)

(3.3)

- (Ereferans gen)ACtreferans gen(kontrol—deney)

3.12. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Aspartam ile Swi6 arasindaki iliskiyi test etmek tizere CFU, hiicre boyutu ve hiicre igi
oksidasyon deneylerinde iki yonlii varyans analizi (“Two-way ANOVA”), deney ile kontrol
gruplar arasindaki farki tespit etmek {izere tek yonlii varyans analizi (“One-way ANOVA?”)
kullanild1. 3 tekrarl olarak yapilan GZ-PZR tekniginin istatistiksel analizi de yine tek yonlii
varyans analizi (“One-way ANOVA”) ile ger¢eklestirildi. Gruplar arasi ortalama varyansinin,
grup i¢i dagilim varyansina oran1 P < 0.05 olarak hesaplandiginda veriler anlamli olarak kabul

edildi. Analizler “GraphPad Prism 6” yaziliminda gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. GENOTIP TAYINIi

S.pombe tiim genom kitapligindan saglanan S. pombe swi6A mutantinin genotip kontrolii, Swi6
genine ait komsu dizilerden ve KANMX4 geninin i¢inden segilen ileri ve geri primerlerle
gergeklestirilen polimeraz zincir reaksiyonu ile yapildi (Sekil 4.1; Sekil 4.2). Buna gore swi6
geninin Ust bolgesinden segilen bir ileri (SWi6UpF) ve KANMX4 geninin iginden segilen bir
geri primer (KANMXA4R) ile, swi6 geninin alt bolgesinden segilen bir geri (Swi6DownR) ve
KANMX4 geninin iginden segilen bir ileri primer (KANMXA4F) ile yapilan PZR sonucunda
swi6A 1rkindan her iki reaksiyonda da beklenen iiriin elde edilirken, parental irkta hi¢bir bant
elde edilemedi. swi6 gen bolgesinde swi6A’nin KANMX4 genini igerdigi ve parentalinin ise

icermedigi Sekil 4.3°de gdsterilmistir.

1. ve 2. kuyuda swi6A genomik DNA’sindan ¢ogaltilan ve swi6 genine ait sirasiyla iist ve alt
komsu dizilerin KANMX4 genine sinirda bulundugu bolgeleri iceren 972 be ve 1180 bg bantlar
gosterildi. Buna karsin ayn1 kosullarda gergeklestirilen ve kalip olarak parental irk DNA’sinin

kullanildigi 3. ve 4. kuyuda swi6 genine ait sirasiyla st ve alt komsu dizilere ait bantlar

cogaltilamadi.
Swi6UpF KANMXA4F
-725 +1 T+ 1430 +2009
Swi6 Ust ORF KAN ! Swi6 Alt ORF
—_— —
KANMX4R Swi6DownR

Sekil 4.1: swibA 1rkinin swi6 gen bolgesi gosteren sema.
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GCGAGACTCGAACTCGCAACCTTCTGATTACCATCATAAGAGTCAGACGCTCTAAACCGATTGAGCCACTCGGGAC
TTCGTTGACGACTTAAGTTATTCAGTGTAATATGTAGTGCAAAAAGAATCCTCATAAGAATATATATTTTGTTGTT
TGACGATGATTGCCTACGAAATTTAAAAGGTGGAATTGTTTTCTAGTTAAGATTGTTTATCAATCTTGAGAGACTC
AGCATTGCTTTAGAAAACAAATCAGCATGCCAACCGTAACAGCCAAATATCTTGTTACTCGCAGCATTACTTAAAA
TGTTAATTTTATTTCTAACGGTAATATTTGTTCAATATTTTCGTATTTCGCATTAAGTAAATCACTAGGAAATTGA
GATGCTTTTGAAATAATGATTATTACTGATAGTGATCTAAGCAAAATTAGGCGTCGTTAATCAACTTTTAGACAAC
GATTAATACAGTACTTCTATGCAATATTTTAATAAACGAACTCTATGTGATGCTAGCCATTCTGTACACCATGAAA
AGCAAGCCAAACATGTCTCGCTAAACGAGCAAACAACCTGTAAAGACCAACGCGAAATTGATGTTTAGTACTTTTT
AAAATATTCTGAAATCTCGTTTATTTTCATATTAAGACAAGTGAAAA (UPTAG) AGCTTGCCTCGTCCCCGCCGGG
TCACCCGGCCAGCGACATGGAGGCCCAGAATACCCTCCTTGACAGTCTTGACGTGCGCAGCTCAGGGGCATGATGT
GACTGTCGCCCGTACATTTAGCCCATACATCCCCATGTATAATCATTTGCATCCATACATTTTGATGGCCGCACGG
CGCGAAGCAAAAATTACGGCTCCTCGCTGCAGACCTGCGAGCAGGGAAACGCTCCCCTCACAGACGCGTTGAATTG
TCCCCACGCCGCGCCCCTGTAGAGAAATATAAAAGGTTAGGATTTGCCACTGAGGTTCTTCTTTCATATACTTCCT
TTTAAAATCTTGCTAGGATACAGTTCTCACATCACATCCGAACATAAACAACCATGGGTAAGGAAAAGACTCACGT
TTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAA
TCAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCG
TTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCA
TTTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGCAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAA
GAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTT
GTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGA
TGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAGCTTTTGCCA
TTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAG
GTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGA
GTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTT
CATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCAGTACTGACAATAAAAAGATTCTTGTTTTCAAGAACTTGTCATTTGT
ATAGTTTTTTTATATTGTAGTTGTTCTATTTTAATCAAATGTTAGCGTGATTTATATTTTTTTTCGCCTCGACATC
ATCTGCCCAGATGCGAAGTTAAGTGCGCAGAAAGTAATATCATGCGTCAATCGTATGTGAATGCTGGTCGCTATAC
TGCTGTCGATTCGATACTAACGCCGCCATCCAGTGTCGA (DOWNTAG) TTTTTTTGTGTTCCTTTAAAAAATTCTT
TTTCTTTTGTTTATAAATTAGATTTCGCTTTTTTCTGACGTTATTGCTTTTATCAAGTCCCGTGTCGTAGTATGAG
TTCTTGTTCTCTTACTCGAAAAATGCATCTAACATTATACTTATACAAATTTTTGTTAGGCGCTTAACATCACATT
CTAGTTTATGAACGCCTTTGTTTTCTTTCACATTGAATTGATTACGAGTGACTTGAGAAATGTAAAATACCTTTTG
TCGTTATGGTTTGACATTCTAAATAACCTAAGGTTTGACATTCTAGATAACCTAATTTCTTTAATTTTACCATTTA
TTAATTTAGCATGCACTGCTCTTCATGCATTCAAAATCGTGTCTAATAATAACGTAATTTTACTCGTTAAATAAAG
AATTTATGCATGCAAAATCGTTACTCATAAACCTCAGCAGATAAATTTGTTAACAAAAATGAGGGTGCATGAATAT
CTGCCTTCTCCGTTTCTTCTGTTCCA

Sekil 4.2: swibA 1rkinin KANMX4 igeren swi6 gen bolgesinin ve PZR’de kullanmak {izere segilen
primerlerin DNA dizisi.

be M 1 2 3 4

1500 —
1000 =—

Sekil 4.3: Genotip tayini igin gerceklestirilen PZR iirtinlerinin agaroz jel elektroforezi. (M) Marker, (1)
swi6A’da tist bolgeden Swi6UpF ve KANMXA4R ile ¢ogaltilan 972 bg’lik bant, (2) swi6A’da alt
bolgeden KANMX4F ve Swi6DownR ile ¢ogaltilan 1180 bg’lik bant, (3) Parental’de swi6 genine
ait iist bolge, (4) Parental’de swi6 genine ait alt bolge.
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4.2. ASPARTAMIN HUCRE CANLILIGINA ETKIiSi

Aspartamin hiicre canlilif1 iizerine etkisini anlamak ve c¢alisma boyunca uygulanacak uygun
dozu belirlemek tizere dncelikle 0.05, 0.25, 0.5, 1, 2 ve 3 mg/mL aspartam igeren besiyerinde
24 saat boyunca kiiltiire edilen S. pombe parental ve swi6A hiicrelerinin YEA besiyerine spot
ekimi yapildi. Sekil 4.4°de goriildiigii gibi hiicrelerin canlilifinda aspartama bagli anlamli bir

degisim goriilmedi.

mg/mL Parental SWI6A

[

Sekil 4.4: Farkli aspartam konsantrasyonlar1 uygulanmasi sonucu gergeklestirilen spot ekimler.

Bunun iizerine ¢alismanin siirdiiriilebilmesi adina aspartamin hiicre canlilig1 {izerinde %20
inhibe edici etkisi olan konsantrasyonu belirlemek i¢in Boliim 3.5°te anlatildig: gibi “Colony
Forming Units” yontemi uygulandi. Yonteme goére parental ve swi6A hiicrelerinin aspartam
iceren ve icermeyen kosullarda 24 saat iiretimi yapildiktan sonra YEA petrisine ekimi yapildi
ve Sekil 4.5’te verildigi gibi kolonilerin olusumu gézlendi. Yaklasik %80 canliligi saglayan 1

mg/mL aspartam konsantrasyonu segilerek deneylere devam edildi.
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Sekil 4.5: Aspartam uygulanmasi sonucu olusan koloniler. (A) Parental (B) Parental + APM (C) swi64
(D) swi64 + APM.

Buna gore, aspartamin parental hiicrelerinin canliligi {izerine etkisi %84.81 iken, swi6A
hiicrelerinin canlilig1 {izerine etkisi % 83.66 olarak yontemlerde verilen Denklem 3.2°ye gore
hesaplandi. Sonuglarin degerlendirildigi istatistik yazilimi “Graphpad Prism 6”da ¢ikarilan
grafige gore swi6A’nin parentale gore daha yavas tiredigi tespit edildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: CFU analizi, P (260+48.08), PA (220.5+12.02), S (411.73), SA (34.33+4.62), N=3.

Aspartam ile Swib6 arasindaki iliskiyi test etmek iizere “Two-way ANOVA” analizi yapildi ve
sonug¢ anlamli bulunamadi. Deney ve kontrol gruplari arasindaki koloni sayisi farkliligr “One-
way ANOVA?” ile analiz edildi ve farklilik P < 0.0001 (****) ile istatistiki olarak anlamli
bulundu. Ancak gruplar arasindaki standart sapmalar birbirine esit olmadigindan, bu
anlamliligin hangi gruplar arasinda oldugunu tespit etmek i¢in Holm-Sidak testi yapildi ve P
ile S arasinda P< 0.0001 (***) degerinde fark oldugu belirlendi.

4.3. ASPARTAMIN UREME SURECINE ETKIiSi

Aspartamim hem S. pombe hiicrelerinin {ireme hizlarina etkisini belirlemek hem de bu
kiiltiirlerin iireme profillerini ¢ikarmak igin S. pombe parental ve swi6A irklart 1 mg/mL
aspartam iceren ve icermeyen zengin besiyerinde 34 saat boyunca izlendi. Bu amacla her iki
saatte bir alinan 6rnekler Boliim 3.4’te belirtildigi gibi ODeoo’de 6l¢iildii ve standart grafikten
yararlanilarak kiiltiirin zamana bagli ireme egrisi ¢ikarildi. S. pombe’nin parental ve swi6A
irklarinda aspartam igeren zengin besiyerinin lireme profiline bir etkisinin bulunmadig Sekil
4.7°de goriilmektedir. Buna gore, kiiltiiriin mid-log evresi olan 24. saat her iki 1k igin de

analizleri gergeklestirilecegi saat olarak secilmistir.
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Hiicre Sayis1 (h/mL) (Milyon)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Saat
—@— SWibA SwWi6A + APM = Parental —a&— Parental + APM

Sekil 4.7: Hiicre iireme egrisi.

4.5. ASPARTAMIN GLUKOZ TUKETIMINE ETKISI

S. pombe parental ve swi6A irklarinda aspartamin glukoz tiiketimine bir etkisinin olup
olmadigini anlamak i¢in Boliim 3.6’da anlatildig1 bigimde glukoz tiiketimi l¢tildii. Sekil 4.8°de
gozlendigi gibi hem deney hem kontrol gruplarinda swi6A 1rkinin glukozu tiiketme hizinin
parentale gore diisiik oldugu gozlendi. Ayrica, aspartamin glukozu tiikketme hizi tizerine her iKi
irkta da bir etkisi olmadig: tespit edildi. P, PA, S ve SA gruplarinda glukoz tiiketimi sirasiyla
15.72, 17.29, 6.45 ve 7.62 mg/dL olarak hesaplandi.
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Sekil 4.8: Aspartam uygulanmasi sonucu gozlenen glukoz tiiketim hiz1 grafigi.

4.6. ASPARTAMIN HUCRE MORFOLOJISINE ETKIiSi

Aspartamin S. pombe hiicre morfolojisini ve nuklear yapisini etkileyip etkilemedigi gériiniir
1sitkla ve Bolim 3.7°de anlatildigi gibi hiicrelerin DAPI ile boyanmasiyla floresan
mikroskobunda analiz edildi. Goriiniir 151k goriintiilerinden 6lgiilen hiicre boyutlarinin analizine
gore aspartam uygulamasi swi6A irkinda fark yaratmazken, parental irkin hiicre boyutunda
artmaya yol act1. Buna ek olarak swi6A irkinin hiicre boyutu, parentale gore daha uzun olarak
hesapland: (Sekil 4.9). Ayrica, floresan goriintilleme sonucu aspartamin iki irkta da niiklear

biitiinliik acisindan bir etki gostermedigi tespit edildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.9: Hiicre boyut analizi. P (7.28+1.3), PA (9.03+1.65), S (12.05%1.70), S (12.28+1.65), N=30.

Aspartam ile swiA arasindaki iliskiyi test etmek tizere “Two-way ANOVA” analizi yapildi ve
sonu¢ P = 0.0151 (*) degeriyle anlamli bulundu. Deney ve kontrol gruplar1 arasindaki hiicre
boyut farki “One-way ANOVA” ile analiz edildi ve farklilik P < 0.0001 ile istatistiki olarak
anlaml1 bulundu. Bu anlamliligin hangi gruplar arasinda oldugunu tespit etmek i¢in Tukey testi
yapildi. P ile S arasinda P < 0.0001 (****) degerinde ve P ile PA arasinda P = 0.0002 (**%*)
degerinde fark oldugu belirlendi.
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Normal DAPI

Parental

Parental + APM

SWI6A

swioA + APM

Sekil 4.10: Parental ve aspartam uygulanmis parental ile swi6A ve aspartam uygulanmis swi6A
hiicrelerinin goriiniir 151k ve floresan mikroskobu goriintiileri.
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4.7. HUCRE ICI OKSIDASYON

Aspartamin S. pombe parental ve swi6A wrklarinin reaktif oksijen tiirii olusumuna etki edip
etmedigini belirlemek icin Boliim 3.8’de anlatildigi bicimde hiicre i¢i oksidasyon diizeyi
Olciildi. Sekil 4.11°de gorildiigii gibi aspartam uygulamasi deney ve kontrol gruplari arasinda
anlamli bir fark olusturmadi, ancak swi6A ile parental kiyaslandiginda hiicre i¢inde daha yiiksek
oranda reaktif oksijen tiirii bulundugu tespit edildi. Hesaplanan floresan siddeti her 10° hiicre

icin ifade edilmistir.
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Sekil 4.11: Hiicre ici oksidasyon analizi. P (0.428+0.097), PA (0.264+0.072), S (1.010+0.062), SA
(0.903:£0.095), N=3.

Aspartam ile swiA arasindaki iligkiyi test etmek {lizere “Two-way ANOVA” analizi yapildi ve
sonu¢ anlamli bulunamadi. Deney ve kontrol gruplart arasindaki floresan siddeti “One-way
ANOVA?” ile analiz edildi ve farklilik P < 0.0001 (****) ile istatistiki olarak anlamli bulundu.
Bu anlamliligin hangi gruplar arasinda oldugunu tespit etmek i¢in Tukey testi yapildi ve P ile
S arasinda P = 0.0001 (***) degerinde fark oldugu belirlendi.
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4.8. RNA IZOLASYONU VE cDNA SENTEZIi

Bolim 3.9°da verildigi sekilde izole edilen S. pombe hiicrelerinden RNA izolasyonu, hem
spektrofotometrik olarak (Tablo 4.1) hem de agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi (Sekil
4.12). Sekilde goriilen 18S ve 26S rRNA’ya ait iki bandin varligi, izolasyonun RNA’lar
kirilmadan gergeklestirildigini dogruladi. Bu durumda elde edilen RNA’larin cDNA sentezi
icin kullanima hazir oldugu gosterildi. Izole edilmis RNA’lardan Béliim 3.10°da anlatildig1
sekilde sentezlenen cDNA’larin agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 4.13’te verildi.
(Tabloda cDNA sentezi igin kullanilan RNA’larin 1. deney setinde izole edilen RNA

orneklerine ait olan miktarlar1 verilmistir.)

Tablo 4.1: izolasyon sonucu elde edilen RNA miktarlari.

Kiiltiir RNA Miktar1 (ng/uL)
P 846.5
PA 596.6
S 1527.9
SA 601.7
1 2 3 4

26 SIRNA —
18 STIRNA —

Sekil 4.12: RNA jel goriintiisii (1) P, (2) PA, (3) S, (4) SA.
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Sekil 4.13: ¢cDNA jel goriintiisii, (M) Marker, (2) P, (3) PA, (4) S, (5) SA.

4.9. ASPARTAMIN CESITLi HUCRESEL SURECLER UZERINE ETKIiSi
4.9.1. Aspartamin kromatin yapisi iizerine etkisi

Aspartamin kromatin yapisi lizerine etkilerini anlamak i¢in aspartam iceren ve icermeyen
zengin besiyerinde 24 saat boyunca mid-log evreye kadar iiretilen S. pombe parental irkinin
swi6 gen anlatim profili deney grubu kontrol grubuna oranlarak karsilastirildi (Sekil 4.14).
Kromatin yapinin diizenlenmesinden sorumlu swi6 geninin 1 mg/mL aspartam uygulanan
kosulda anlatimmin yaklasik 1.5 kat ile istatistiki olarak anlamli bir azalma gosterdigi

belirlendi.

kontrole gore
gen anlatim orani

/6s -

Sekil 4.14: Aspartamin SWi6 gen anlatimina etkisi.
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4.9.2. Aspartamin enerji metabolizmasina etkisi

Aspartamin enerji metabolizmasina etkilerini anlamak i¢in 1 mg/mL aspartam iceren ve
icermeyen zengin besiyerinde 24 saat boyunca mid-log evreye kadar {iretilen S. pombe parental
ve swibA wklarinin fopl, hxk2, tupll, cyrl ve cox4 gen anlatim profilleri PA/P, SA/S ve S/P
olmak tizere 3 sekilde karsilastirildi (Sekil 4.15). Glukoneogenezde goérevli olan fbpl geninin
anlattminin, S/P ve SA/S oraninda anlamli bir degisiklik gézlenmezken, PA/P oraninda
yaklagik 2 kat ile istatistiki olarak anlamli bir artig gosterdigi belirlendi. Glikolizde rol alan hxk2
geninin anlatiminin, S/P oraninda anlamli bir degisiklik gdzlenmezken, SA/S oraninda yaklasik
1.5 kat ile istatistiki olarak anlamli bir artis ve PA/P oraninda ise yaklasik 1.5 kat ile istatistiki
olarak anlamli bir azalma gosterdigi tespit edildi. Transkripsiyonel korepresor aktiviteden
sorumlu tupll geninin anlatiminin, SA/S oraninda anlaml bir degisiklik gozlenmezken, S/P
oraninda yaklasik 2 kat ile ve PA/P oraninda ise yaklasik 4 kat ile istatistiki olarak anlamli bir
azalma gosterdigi saptandi. CAMP/PKA sinyal yolaginda adenilat siklaz enzimi olarak i goren
cyrl geninin anlatiminin, S/P, SA/S ve PA/P oraninda yaklasik 1.5 kat ile istatistiki olarak
anlaml1 bir azalma gosterdigi belirlendi. Mitokondrinin elektron transport sisteminde sitokrom-
c oksidaz aktivitesi gosteren Cox4’li sifreleyen cox4 geninin anlatiminin, SA/S oraninda
anlamli bir degisiklik gozlenmezken, S/P ve PA/P oraninda yaklagik 1.5 kat ile istatistiki olarak
anlamli bir artig gosterdigi tespit edildi.
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Sekil 4.15: Aspartam uygulamasinin parental ve swi6A 1rklarinda fbpl, hxk2, tupll, cyrl ve cox4 gen
anlatimina etkisinde SA/S ve PA/P oranlar arasinda, fopl geni igin P < 0.01 (**) degerinde ve
hxk2 ile tup1l genleri i¢in P < 0.0001 (****) degerinde fark mevcuttur; cyrl ve cox4 genleri i¢in
fark anlamli degildir.

4.9.3. Aspartamin stres yanitina etkisi

Aspartamin stres yanitina etkilerini anlamak i¢in 1 mg/mL aspartam igeren ve igermeyen zengin

besiyerinde 24 saat boyunca mid-log evreye kadar iiretilen S. pombe parental ve swi6A
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wklarinin atfl, sodl ve cttl gen anlatim profilleri PA/P, SA/S ve S/P olmak iizere 3 sekilde
karsilastirildi (Sekil 4.16). Genel transkripsiyon faktorii atfl geninin anlatiminin, SA/S ve PA/P
oraninda anlamli bir degisiklik gézlenmezken, S/P oraninda yaklasik 1.5 kat ile istatistiki olarak
anlamli bir artig gosterdigi saptandi. Siiperoksit dismutaz aktivitesi gosteren sodl geninin
anlatiminin, yaklasik 1.5 kat ile SA/S ve S/P oraninda istatistiki olarak anlaml1 bir azalma, PA/P
oraninda ise istatistiki olarak anlamli bir artis gosterdigi belirlendi. Katalaz enzimini sifreleyen
cttl geninin anlatiminin, S/P oraninda anlaml bir degisiklik gézlenmezken, SA/S oraninda
yaklasik 1.5 kat ile istatistiki olarak anlamli bir azalma ve PA/P oraninda yaklasik 5 kat ile

istatistiki olarak anlamli bir artis gosterdigi belirlendi.
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Sekil 4.16: Aspartam uygulamasinin parental ve swi6A irklarinda atfl, sodl ve cttl gen anlatimina
etkisinde SA/S ve PA/P oranlar arasinda, sod1 ve cttl genleri i¢in P < 0.0001 (****) degerinde
fark mevcuttur, atf1 geni i¢in fark anlaml degildir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Aspartam, karsinogenik etkileri birgok model organizmada test edilen ancak hem pozitif hem
negatif sonuglar veren yapay bir tatlandiricidir (Shephard ve dig, 1991; Gebara ve dig., 2003;
Gombos ve dig, 2007; Schernhammer ve dig., 2012). Kanserlesme siireci, ¢esitli genlerde
meydana gelen anlatim degisiklikleri sebebiyle genetik oldugu kadar epigenetiktir. Cevresel
streslere karsi hiicresel yanitlarin olusmasinda rol oynayan bu epigenetik diizeydeki
transkripsiyonel kontrol kromatinin dinamik yapisiyla iligkilidir. Bu dinamikligi saglayan
kromatin ile iligkili proteinler, yapimin siki paketlenmesini (heterokromatin) ya da gen
anlatimina izin verecek sekilde gevsemesini (0kromatin) saglayabilirler. Heterokromatin yapi
diizenlenmesi ile iliskili olan HP1 proteinin yiiksek derecede metastatik MDA-MB-231 meme
karsinoma hiicre hattinda gen anlatiminin diismiis olmas: ve HP1 genini iceren ekspresyon
vektoriinlin hiicreye transformasyonu sonrasinda metastatik 6zelligin azaldiginin goriilmesi,
heterokromatin yapinin kanser gelisimindeki epigenetik etkisini destekler niteliktedir
(Kirschmann ve dig., 2000). Yapilan bagka bir ¢alismada da 6ne siiriilen modelde oldugu gibi
HP1 proteini invazyon ve metastaz i¢in gereken genlerin anlatimini heterokromatin yapi

olusturarak sessizlestirmektedir (Norwood ve dig., 2004).

S. pombe’deki insan HP1 ortologu olan Swi6, organizmanin sentromer, telomer ve eslesme tipi
lokusunda heterokromatin yap1 olusumunu diizenlemektedir (Cam ve dig., 2005). Ozellikle
sentromerik bolgenin stabilizasyonu i¢in dnemli olan Swi6’nin yoklugunda mitoz esnasinda
kromozomal dagilim sorunlarinin gelistigi gézlemlenmistir (Ekwall ve dig., 1995). Buna baglh
olarak, kromozom sayr farklilii olan andploidinin neoplazik hiicrelerde gorildigi
bilinmektedir (Yona ve dig., 2012). Swi6, perisentromerik bolgede Cdc18 ile preRC kompleksi
yapisina katilarak replikasyon baslangicinda gorev alir ve preRC’de Swi6’nin yoklugunu
replikasyonu geciktirmektedir (Li ve dig., 2011). Bu gecikme, replikasyon tamamlanmadan
hiicre dongiisiiniin sonraki fazlarina gegmeyi engelleyen S fazi kontrol noktasi proteinleri Rad3
ve Cdsl tarafindan saglanmaktadir (Enoch ve dig., 1992; Murakami ve Okayama, 1995;
Martinho ve dig., 1998). Fisyon mayasinda yapilan bir ¢alismada replikasyon baslangicindan
sorumlu bazi genlerde bulunan mutasyonlarin kendi basina degil, ancak replikasyon gatalini
sekteye ugratan hidroksiiire (HU) uygulamasinin ardindan ROT artisina sebebiyet verdigi tespit
edilmistir (Burhans ve dig., 2003). Caligmamizda HU uygulamas1 yapilmamis olmasina ragmen

takviyesiz zengin besiyerinin (YEL) kullanilmasi, adenin ve urasil oksotroflugu bulunan swi6A
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hiicrelerine bir replikasyon stresi olusturarak ROT artisina yol agtigimi diisiindiirmektedir.
Ciinkii takviye metabolitleri igeren besiyerinde (YES) firetilen SWi6A hiicrelerinin

¢ogalmasinda bir sorun goriilmemistir.

Yapilan ¢alismada, karsinojenik etkileri tartismali olan yapay tatlandirici aspartamin S. pombe
hiicrelerine uygulandiginda swi6 anlatiminda anlamli bir diisiise yol a¢tigi bulunmustur (Sekil
4.14). GZ-PZR analizlerine gore hiicreler ayn1 zamanda glukoz baskilayici kosullara ragmen
glukoneogenetik bir enzim olan Fbpl’in anlatimimni arttirmig ve glikolizde rol oynayan bir
enzimi sifreleyen hxk2 geninin anlatimi azaltmistir (Walker, 1998). Bununla beraber fbpl
geninin anlatiminin indiikleyicisi olan transkripsiyon faktorii Atfl1’in anlatimi1 anlaml diizeyde
artmamis olsa da, baskilayicist olan Tupll’in anlatimmin diismiis olmasi bu bulguyu
desteklemektedir (Asada ve dig., 2015). Bu kosullar altinda fermentasyon yerine solunumun
tercih edildigi, mitokondrinin elektron transport sisteminde yer alan elemanlardan biri olan
Cox4’tin anlattminin artmis olmasiyla ve artan oksidatif fosforilasyon sebebiyle ROT
olusumunu gideren Sodl ve Cttl enzimlerini sifreleyen genlerin de anlatimlarinin artmis
olmasiyla anlasilmaktadir (Sekil 4.16) (Plakunov ve Shelemekh, 2009). Ek olarak, yiiksek
glukoz degerlerinde hiicre i¢i sinyal yolaginda gorevli cAMP katalizini saglayan adenilat siklaz
enzimini sifreleyen cyrl geninin de anlatimi diismiistir (Hoffman ve Winston, 1991).
Boylelikle hiicreler Neely ve Hoffman’1in (2000) da agikladig: gibi, stres yolagini aktiflestirerek
aspartamin etkilerine karsi transkripsiyonel diizeyde bir diizenleme gerceklestirmis ve strese
adapte olmayi basarabilmistir. Ureme egrisi, spot ekim ve CFU bulgularinin da gosterdigi gibi
canlilik diizeyinin ve lireme hizinin degismemesi bu durumu desteklemektedir. Aspartamin
glukoz tiiketim diizeyinde de anlaml1 bir farka yol agmamis olmasi, stres yolaginin indiikledigi
mitokondriyel solunum nedeniyle hiicre igine alinan glukozun az miktarinin enerji
metabolizmasinda yiiksek verimle kullanildigin1 ve geri kalanin da stres yanitinda kullanilmak

izere ¢esitli molekiillerin olusturulmasi i¢in tliketildigini diisiindiirmektedir (Weeks ve dig.,
2006).

Deneylerde kontrol olarak kullanilan Swi6A hiicreleri, replikasyon stresi yaratabilen takviyesiz
zengin besiyerinde parentaline gore anlamli derecede letalite gostermistir. Hiicre boyutunun
parentale gore uzun olmasi hiicre dongiisii siirecinde bir duraklama olduguna isaret etmektedir
(Bonatti ve dig., 1972). Glukozu tiikketme ve ¢ogalma hizinin da diisilk olmasi bu fenotipi

desteklemektedir (Auth ve dig., 2006). Buna ek olarak, bir hiicre 6liimii gostergesi olan hiicre
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ici ROT iiretiminin artmis olmasi (Munoz ve dig., 2012), swibA hiicrelerinde de tespit edilmistir
(Sekil 4.11). GZ-PZR verileri incelendiginde sodl gen anlattminin da diismiis olmasi bu
bulguyla uyumludur. Ayrica, floresan mikroskop goriintiilerine gore seyrek de olsa niiklear
yapida anormallikler de bulunmaktadir. Ote yandan Swi6A hiicrelerine aspartam
uygulandiginda transkripsiyonel diizeyde anlamli sonuclar elde edilememistir. Bu durum, ya
hiicreler 6lmekte oldugundan etki yanitinin perdelendigine ya da aspartama kars1 stres yanitinin
Swi6 bagimli olduguna isaret etmektedir. Ek olarak, hiicre boyutu agisindan yapilan istatistiki

analizlere gore aspartam ile Swi6 arasinda bir iliski oldugu da saptanmustir.

Tiim veriler bir araya getirildiginde S. pombe i¢in Swi6 yoklugunun ciddi sonuglara yol actig1
goriilmektedir. Fakat parental irka aspartam uygulandiginda meydana gelen Swi6 anlatimi
diisiisii, yukarida belirtilen ciddi sonuglari doguracak kadar etkili olamamistir. Boylece
uygulanan kosullar altinda aspartam etkisinin kanser olusumuna katki saglayabilecegi, ancak

olusumda tek basina yeterli olamayacag diistiniilmektedir.
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EKLER

EK-A. BESIYERLERI

Al A2
H3BOs 500 mg KH2PO4 10g
CuS04.5H0 40 mg MgSQO4.7H20 50
Kl 100 mg NaCl 19
FeClz.6H.0 200 mg CaCl2.6H0 15¢
MnS04.4H20 530 mg (NH4)2S04 509
Na2Mo00O4.2H20 195 mg Al 100 mL
ZnS04.7H20 400 mg dH20 1000 mL
dH20 1000 mL
3a 3b
Kalsiyum Pantotenat 100 mg Biotin 1mg
Nikotinik Asit 19 %50 etil alkol 100 mL
Mezoinositol 19
dH20 100 mL

Maddeler yazim sirasina gore suya eklenip ¢oziiliir ve iizeri aliiminyum folyo ile sarilarak
+4°C’de saklanir.

MMA (S. pombe irk se¢imi)

A2 100 mL
3a 1mL
3b 1mL
Glukoz 10 ¢
NazHPO4.12H,0 1g

dH20 900 mL
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Metabolitler (10 mg/mL)
Adenin, Urasil veya Losin 200 mg
dH20 20 mL

121°C, 1 atm’de 15 dk boyunca sterilizasyondan sonra her bir metabolit igin son konsantrasyon
50 mg/L olacak sekilde MMA’ya uygun kombinasyonlarda (MMA+A, MMA+U, MMA+L,
MMA+A+U, MMA+A+L, MMA+A+U+L) eklenir ve petrilere dokiiliir.

S. pombe iiretimi

YEL
Maya Oziitii 5¢g
Glukoz 30¢
dH20 1000 mL

Aspartamh kosullarda S. pombe iiretimi

YEL+APM

YEL besiyeri ile aynmidir. Sadece sterilizasyondan sonra son konsantrasyon 1 mg/ml olacak
sekilde aspartam stok soliisyonundan eklenir.

Spot Ekim ve CFU yontemleri

YEA
YEL besiyeri ile aynidir. Sadece 20 g agar ilave edilir.
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EK-B. COZELTILER

Elektroforez

10xTAE (pH:8.0) Agaroz Jel (%01)
Tris 400 mM Agaroz Tip Il 049
Glasiyel Asetik Asit %1.2 10x TAE 40 mL
EDTA 10 mM EtBr (0.3 pg/mL) 3ul
6X Yiikleme Tamponu
Tris-HCI (pH:7.6) 10 mM
Bromofenol Mavisi % 0,03
Ksilen Siyanol FF % 0,03
Gliserol % 60
EDTA 60 mM

Aspartam Soliisyonu (10 mg/mL)

Aspartam (TCI) 100 mg
dH20 10 mL

Distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra “MF-Millipore” filtreden (0.22 pm) gegirilerek steril edilir

ve oda sicakliginda saklanir.
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