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ONSOZ
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tiyelerine tesekkiir ederim. Bir yabanci 6grenci olarak zorlandigim konularda her zaman
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arkadaslara tesekkiir ederim.

Son olarak o kadar zorluklara ragmen beni okumak istedigim yerlere gonderen ve bana her tiirli
imkanlar1 sunan, beni maddi ve manevi agidan destekleyen ve su an kendileri uzakta olsa da
sevgilerini her zaman yanimda hissettigim anne ve babama ¢ok tesekkiir ederim. Tiim yiiksek
lisans egitimim boyunca kendileri farikli iilkelerde olmasina ragmen bana her tiirlii yardime1

olmak i¢in can atan arkadaslarima tesekkiir ederim.
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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Schizosaccharomyces pombe sdjl GENININ HUCRESEL KORUMA
MEKANIZMALARI ILE ILISKiSi

TUERXUN RESHALAITI

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman : Dog. Dr. Bedia PALABIYIK

Parkinson hastalig1 (PD) bilinen bir tedavisi olmayan norodejeneratif bir hastaliktir. PD’da
noronlarin nasil ve neden bozuldugu az bilinir. Bu siirecte, 6 genin PD olusumunda etkisi
oldugu vurgulanir: a -synuclein, Parkin, PTEN uyaric1 putatif kinazl PTEKI1, DJ-1, 16sin-
zengin tekrarl kinaz2 (LRRK2) ve ATP13A2.

Calismada bu genlerden biri olarak dikarbonil bilesiklerinin detoksifikasyonu, otofaji ve
oksidatif stres yanit1 gibi cesitli hiicresel siireclerde rol oynadigi bilinen DJ-1 geninin
Schizosaccharomyces pombe’deki ortologu olan sdj/ geni ele alindi.

Bu tez ¢aligsmasinda, Parkinson hastaligina neden olan genlerden DJ-1 geninin S. pombe’deki
ortologu olan sdjl geninin endoplazmik retikulum stresi baglantili hiicresel yanitlardaki
etkisinin biyokimyasal diizeyde arastirilmasi hedeflendi.

Calisma stirecinde, ilk olarak, S. pombe sdjl A ve parental irklariin tunikamisin uygulanmasi
icin lireme grafigi ¢ikarildi. Buna gore, parentalde kiiltiiriin 15.saatinde ve sdjlA’da kiiltiiriin
17. saatinde 1pg/puL tunikamisin 1, 4 ve 24 saat uygulandiktan sonra, spot ekim yapilip
sdjlA'nin tunikamisine karsi duyarlilii, S. pombe parental ki ile karsilastirmali olarak,
belirlendi. 4 saat tunikamisin uygulamasi ile hiicre i¢i oksidayon analizi ve floresan
mikroskobunda hiicre morfolojileri incelendi. Son olarak, S. pombe sdj I A irkinin, parental irkla
karsilastirmali olarak, tunikamisin uygulamasina karsi apoptoz yanit1 arastirildi.

Xi



Sonug olarak, S. pombe sdjl geninin bulunmadig1 hiicrelerde (sdjl A ), duyarliligin ve hiicre i¢i
ROT seviyesinin artmasi (S. pombe parental irkta 1.5 kat, S. pombe sdjlA rkinda 2.5 kat)
sonucunda tunikamisin kaynakli ER stresi ile sdj/ geninin baglantis1 oldugu, ancak, tunikamisin
baglantil1 bir apoptoz olusmadigi belirlendi.

Temmuz 2019, 53 sayfa.

Anahtar kelimeler: Parkinson hastaligi, ER stresi, Schizosaccharomyces pombe, sjdl.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

RELATIONSHIP OF Schizosaccharomyces pombe sdj I GENE WITH
CELLULAR PROTECTION MECHANISMS

TUERXUN RESHALAITI

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Bedia PALABIYIK

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disease without a known cure. It is little known
how and why neurons fail in PD. In this process, it is emphasized that 6 genes have an effect
on PD formation: a-synuclein, Parkin, PTEN-stimulating putative kinasel PTEKI1, DJ-1,
leucine-rich repeat kinase2 (LRRK2) and ATP13A2.

In this study, the sdjl gene of Schizosaccharomyces pombe, which is known to play a role in
various cellular processes such as detoxification of dicarbonyl compounds, autophagy and
oxidative stress response, was discussed.

In this study, we aimed to investigate the effect of sdj/ gene, which is the ortholog of DJ-1 gene
in S. pombe, on the cellular responses related to stress in endoplasmic reticulum at biochemical
level.

In the study process, firstly, growth curve of S. pombe sdjlA and parental strains for the
application of tunicamycin was prepared. According to this, after applying lpg / puL
tunicamycin 1, 4 and 24 hours at the 15th hour of the culture in parental and 17th hour of the
culture in sdj1 A, the susceptibility of sdj/ A to tunicamycin compared to S. pombe parental race,
determined. Intracellular oxidation analysis and cell morphology were examined by
fluorescence microscopy with tunicamycin application for 4 hours. Finally, the apoptosis

xiii



response of S. pombe sdjl A against tunicamycin administration was investigated in comparison
with the parental race.

As a result, in the absence of S. pombe sdjl gene (sdjlA), increase in sensitivity and
intracellular ROT level (1.5 times in S. pombe parental race, 2.5 times in S. pombe sdjl A race)
is associated with sdj I gene stress. However, it was determined that no apoptosis was associated
with tunicamycin.

July 2019, 53 pages.

Keywords: Parkinson's disease, ER stress, Schizosaccharomyces pombe, sjd 1.
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1. GIRIS

[k kez 1817 yilinda Ingiliz hekim James Parkinson tarafindan, “titrek fel¢” adiyla tanimlanan
Parkinson hastalig1 (PD), bu hekimin adiyla anilan ve bugiinkii anlamda fel¢ 6zelligi tastmayan
bir hastaliktir (Apaydin ve dig., 2013). Hastaligin temel belirtileri hareketlerin yavaslamasi,

titreme, kaslarin sertligi, durus ve denge bozukluklari olarak bilinmektedir (Yin ve Zhou, 2019).

PD, iist beyin sap1 bolgesinde yer alan (iki yanli olarak) substansiya nigradaki beyin
hiicrelerinin azalmasiyla meydana gelir. Bu hiicreler “dopamin” denilen bir maddeyi
tigretmekten, depolamaktan sorumludur ve bu maddeyi beynin derinligindeki “striyatum”
denilen yapilarin sinir hiicreleriyle kurulan baglantida kimyasal iletici olarak kullanir.
Striyatum beyin kabugundan gelen hareketle iliskin verileri isleyerek ahenk, beceri katar, denge
ve koordinasyonu saglar ve veriler tekrar beyin kabugu, beyin sap1 ve omurilik araciligiyla

kaslara iletilir (Apaydin ve dig., 2013).

PD genel olarak 40 - 75 yas arasinda, siklikla da 60 yastan sonra goriilmeye baglar. Tiim
Parkinson hastalarinin sadece % 5-10’unda hastalik baslangi¢ yas1 20 - 40 arasindadir. Geng
yasta bu hastaliga yakalanlarin genetik nedenleri arastirilmalidir. PD, erkeklerde kadinlara
oranla biraz daha sik goriiliir (Apaydin ve dig., 2013). Diinyanin her yaninda ve cesitli
kosullarda rastlanilan hastaligin goriilme sikligi ¢esitli lilkelerde farkli olmaktadir (Liu ve dig.,

2016).

PD'nin olugsmasii geciktiren veya Onleyen etkili tedaviler ve yontemlerde bazi eksiklikler
vardir. Diinya niifusunun yaslanma sorununun gittikce artmasiyla, PD anahtar baglantilarini
bulmak ve sistematik, etkili bir tan1 ve tedavi yontemi olusturmak gereklidir (Wang ve dig.,

2019).

Tek hiicreli fisyon mayasi olan Schizosaccharomyces pombe, Ascomycetes siifina dahildir
(Forsburg, 2006). Haploid ve diploid genoma sahip olan S. pombe genetik caprazlamalarin
kolaylikla yapilabilmesine olanak verir. Ayrica, hem plazmid aktarimi ile gen klonlama
caligmalarinin hem de yiiksek etkili homolog rekombinasyon mekanizmalarina sahip olmasi ile

heterolog gen anlatimi ¢alismalarinin uygulanabilirligi ile yiiksek 6karyotik hiicresel siireglerin



arastirilmasinda bir 6karyotik model organizma olarak kullanilabilmektedir (Hoffman ve dig.,

2015).

PD proteini olan DJ-1, dikarbonil bilesiklerinin detoksifikasyonu, otofaji ve oksidatif stres
tepkisi de dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel fonksiyonlarda rol oynar. DJ-1 ortologlari, hem

prokaryotlarda hem de 6karyotlarda yaygin olarak bulunur (Su ve dig., 2015).

Mayalardan S.pombe, hsp3101- hsp3105 ve sdjl (daha 6nce SpDJ-1 olarak adlandirilmistir)
olarak adlandirilan alti adet DJ-1 ortologu igerir. Burada, bu alti genin herhangi birinin
delesyona ugramasi, uzun siireli duragan fazda bir sekilde otofajiyi etkiledigi gosterilmistir.
Ayrica, bu DJ-1 homologlariin her birinin delesyona ugramasi, duragan fazda hayatta kalma

oraninin da diigmesine neden olur (Su ve dig., 2015).

S. cerevisiae’deki DJ-1 ortologlarinin aksine, S.pombe DJ-1 ortologlarinin 6zellikleri oldukca
farklidir; Bu genler arasinda, sadece sdjl, insan DJ-1 geni ile énemli derecede bir sekans
homolojisi sergilerken, Hsp3101-Hsp3105, E. coli ve S. cerevisiae Hsp31 proteinlerine benzer

bir sekans homolojisi sergilemistir (Su ve dig., 2015).

Endoplazmik retikulum (ER), hiicre digina gonderilecek proteinlerin ve membran yapisindaki
proteinlerin sentezinin ve katlanmasinin gergeklestigi mebrandz ag yapisinda bir organeldir.
Protein sentezi ic¢in kalite kontrol merkezi olarak da tanimlanmaktadir (Mclaughlin ve

Vandenbroeck, 2011; Seydel ve dig., 2012).

ER, tiim okaryotik hiicrelerde bulunan, hiicre biyolojisinde temel ve merkezi rolii olan 6zel bir
organel olarak bilinmektedir. ER, membran, lipid ve salg1 proteinleri sentezinde, vezikiiler
transportta, proteinlerin katlanmasinda ve tasinmasinda, strese karsi hiicresel yanit
olusturulmasinda ve hiicre i¢i kalsiyum (Ca*?) seviyelerinin diizenlenmesinde gérev almaktadir

(Chevet ve dig., 2001; Seydel ve dig., 2012).

Proteinlerin katlanmas1 ¢ok karmasik islem dongiisiinden olusmaktadir ve hata olasiligi oldukga
yiiksektir. N-bagimli glikolizasyon inhibisyonu, kalsiyum homeostazinin bozulmasi, hipoksi,
oksidatif stres, enfeksiyonlar, ortamin sicaklii gibi ¢ok sayida etkenin proteinlerin dogru
katlanmasi lizerine etkisi vardir. ER stresi olarak tanimlanan boyle stresler ER’nin protein
katlama kapasitesini azaltmaktadir ve katlanmamais proteinlerin birikimine yol agmaktadir (Lee,

1965; Seydel ve dig., 2012).



ER stresi, ER’nin protein katlama kapasitesi ile islenen protein yiikii arasindaki dengenin yanlis
katlanmis ya da katlanmamis protein birikimi ile sonuglanmasi olarak da tanimlanir (Tatar ve

dig., 2018).

Salgi proteinlerinin fazla miktarda sentezlenmesi, protein katlanmasinda rol oynayan
proteinlerdeki mutasyonlar, ER’deki Ca'?> miktarmdaki anormal degisiklikler ve viral
enfeksiyonlar ER’de protein birikimine neden olan etkenlerden bazilaridir (Zhang ve dig., 2004;

Kincaid ve dig., 2007).



2. GENEL KISIMLAR

2.1. PARKiINSON HASTALIGI

Parkinson hastaligy, ilk olarak 1817 yilinda Ingiliz hekim James Parkinson tarafindan “titrek
fel¢”, olarak tantmlanmistir (Apaydin ve dig., 2013). 1872 yilinda da Jean-Martin- Charcot bu

hastaliga Parkinson hastalig1 (Parkinson's disease, PD) adin1 vermistir (Yin ve Zhou, 2019).

Beynin iist beyin sap1 bolgesinde yer alan iki yanh cekirdeklerde dopamin iireten hiicreler
bulunur (Sekil 2.1). Dopamin, beynin sinir hiicreleri (néronlar) arasinda sinyal iletmekten
sorumlu olan kimyasallardandir (ndrotransmiterdir). Bu hiicreler dopamini depolar ve beynin
derinliginde yer alan “striatum” ¢izgili cisim olarak adlandirilan yapilarin sinir hiicreleriyle

kurduklar1 baglantilarda kimyasal iletici gorevi iistlenir (Lucas ve Marin, 2007).

~ Parkinson Hastaligi

: etikler Formasyon o
Serebral Kemeri Substantia Nigra
Parkinson Olan

Ust Colliculus

Sekil 2.1: PD’de substantia nigranin dejenerasyonu (Stanley ve dig., 2011).

Yukarida bahsettigimiz ¢izgili cisim beyin kabugundan génderilen hareketlere iliskin verileri
isler ve diizeltilmis veriler tekrar beyin kabugu, beyin sap1 ve omurilikten gecerek kaslara iletilir.
Bu sekilde, gerceklestirdigimiz hareketlerin ahenkli, ritmik ve incelikli olmasi1 saglanir. Ayrica
bu kimyasal iletici olan dopamin, viicudumuzda dengeyi saglamakta ve kaslarin uyumlu

olmasinda rol oynar (Apaydin ve dig., 2013).



Beynin bir yarisinda yer alan substantia nigradaki sinir hiicrelerinin yaklasik %80°1 hasara
ugrarsa, o hiicrelerin akson uglarinin baglandig ¢izgili cisimdeki dopamin eksikligi karsi beden
yarisinda hareket bozukluguna neden olur ve PD semptomlar tek yanli olarak ortaya ¢ikmaya
baslar. Hastalik boyunca her iki ¢izgili cisimde de dopamin {iireten hiicrelerin sayis1 gittikce

azalir ve tiim bedende PD semptomlar1 goriilmeye baglar (Apaydin ve dig., 2013).

PD’nin diinya genelinde goriilme siklig1 % 0,3 civarindadir (Ma ve dig., 2014). Yashlarda sik
goriilen tipik bir kronik hastalik olarak, yaslhilar arasinda PD’nin goriilme siklig1 artmistir, 65
yas istii toplumda goriilme siklig1 %1-2'dir ve 85 yas iistii toplumda goriilme siklig1 %3-5'tir
(Liu ve Chan, 2016; Zhang ve dig., 2003).

Bu haliyle PD, yashlar arasindaki Alzheimer hastaligi (AD) ndan sonra gelen en biiyiik ikinci
kronik norodejeneratif hastalik olarak belirlenmistir. Yillik ortalama goriilme siklig1 8 ~ 18 /
100.000 kisi. 2030 yilina kadar, PD’nin goriilme sikliginin yukardakinin iki katina ¢ikacagi
tahmin edilmektedir. PD’nin goriilme sikligi, 50 yasin altindaki kisilerde diisiiktiir ve 60
yasindan sonra belirgin bir sekilde artar (Zhang ve dig., 2018).

Farkl1 cinsiyet gruplar1 arasinda PD’nin goriilme sikliginda fark vardir, PD erkeklerde kadinlara
oranla biraz daha sik goriiliir. Meta-analizlerde, erkeklerde PD’nin goriilme sikliginin

kadinlarinkinin yaklasik 1,46 kati oldugu gosterilmektedir (Liu ve Chan, 2016).

Avrupa, Kuzey Amerika gibi ekonomik agidan gelismis bolgelerde PD’nin goriilme siklig fark
gostermemistir. Tiim toplumda hastalik goriilme sikligi 100-300 / 100,000 kisidir ve 65 yasin
tizerindeki yaslilarda hastalik goriilme siklig1 yaklasik 950/ 100,000 kisidir (Liu ve Chan, 2016).
Asya'da PD’nin goriilme siklig1 diisiiktiir ve Cin'de goriilme siklig1 sadece 16.7 / 100.000 kisi
oldugu, Asya'daki tiim popiilasyonun hastalik goriilme siklig1 51.3- 176.9 / 100.000 kisidir,
Asya dis1 bolgelerde ise 61.4 ~ 141.1 / 100.000 kisi civarinda oldugu gosterilmistir (Liu ve
Chan, 2016). Cin’deki PD’nin goriilme siklig1 diisiik olsa da, 11 Nisan 2018’deki 22. Diinya
PD Giiniinde gosterilen yeni istatistiklere gore, diinya genelinde 5.8 milyon Parkinson hastasi
oldugu ve Cin'deki hasta sayis1i yaklasik 2.6 milyon olarak diinyada ilk siray1r aldigi
gosterilmistir. PD, kotii huylu timorlerden sonra orta yasli ve yasli kisilerin is ve yasamini ciddi

sekilde etkileyen ii¢lincii faktordiir (Zhang ve dig., 2018).

PD’nin ana sebebi substantia nigradaki dopamin {iireten noronlarin yavas yavas kaybidir.

Mitokondri fonksiyonunun bozuklugu, oksidatif stres, hiicre i¢i Ca™ dengesinin bozulmast,



noroenflamasyon gibi siire¢lerin hastaligin gelisiminde rol oynadigi son yillardaki ¢alismalarda

ortaya konmustur (Herrero ve dig., 2011).
2.2. ENDOPLAZMIK RETIKULUM VE ER STRESI

Endoplazmik retikulum (ER) ¢ok karmasik ve hassas bir organeldir, bir fosfolipid zar
tabakasindan olusan bir dizi kistik ve ince tiipten olusur. iki ana yapa tipi vardir: biri dis zara
bagli ribozomlardan dolay1 elekton mikrograflarinda piiriizlii tiip goriintiisiine atfen graniillii
endoplazmik retikukumdur (GER), digeri ise piirlizsiiz bir tlip yapisinda olan graniilsiiz

endoplazmik retikulum (DER)’ dur (Li ve dig., 2017).

ER heterojen yapisina adapte edilmis bircok farkli isleve sahiptir. Ornegin, DER,
detoksifikasyon, yag asitlerinin / kolesteroliin sentezi ve kalsiyum iyonlarinin depolanmasi gibi
fonksiyonlara sahiptir. GER, esas olarak membran proteinlerinin ve salgilanan proteinlerin
katlanmasindan ve transkripsiyon sonrasi islemlerden sorumludur. ER iizerinde, glikosidaz,
kalsiyuma bagli molekiiler saperonlar, protein disiilfid izomeraz ailesinin molekiiler tiyeleri gibi
normal fizyolojik kosullar altinda dogru protein katlanmasindan sorumlu olan bir dizi

molekiiler saperon sistemi vardir (Mclaughlin ve Vandenbroeck, 2011).

Ek olarak, ER zar1 hiicre zarina baglanir ve niikleer zar ile iletisim kurar, bu nedenle ER hiicre

igerisindeki ¢esitli yapilar birlestirir ve hiicre i¢i maddelerin tasinmasinda gorevlidir.

ER, proteinlerin kalitesini kontrol eder ve hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini ve hiicrelerde
sentezlenen ve katlanan proteinleri diizenleyerek proteinlerin normal islevini korur (Lee, 1965).
ER fonksiyonu, kalsiyum iyonu konsantrasyonu, redoks homeostazi, oksijen temini vb. gibi ER
limeninin ¢esitli faktdrlerine baglhdir (Gotoh ve dig., 2011). Ornegin, ER liimeninde yeni
sentezlenen proteinlerin islenmesi, yiiksek oksidatif ortam ve kalsiyum iyonlar1 gerektiren bir
dizi molekiiler saperon ve katlanma enzimi gerektirir. ER, i¢ ve dis ortamindaki degisikliklere
kars1 ¢ok hassastir. Katlanmamis / yanlis katlanmis / mutasyona ugramis proteinler (Hetz, 2012;
Viana ve dig., 2012), reaktif oksijen tiirleri (Fedoroff, 2006), hipoksi (Sawada ve dig., 2008),
kalsiyum diizenleme bozuklugu (Gorlach ve dig., 2006), yiiksek glukoz / hiperlipidemi
(Fonseca ve dig., 2011; Back ve dig., 2012) ve ¢esitli enfeksiyonlar (Zhang ve Wang, 2012;
Sen ve dig., 2014) ER stresine yol acar.



ER'de katlanmamis proteinlerin yiikii ile bu yiikii idare eden hiicresel mekanizmanin kapasitesi
arasinda bir dengesizlik sonucu olusan ER stresini ortadan kaldirmak i¢in hiicre katlanmamis

protein (“unfolded protein response”, UPR) yanitin1 devreye sokmaktadir (Yoshida, 2007).
2.3. KATLANMAMIS PROTEIN YANITI

Proteinlerin dogru katlanmasi, hiicre sag kaliminin anahtaridir: ER’de katlanmamis proteinlerin
veya yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi, ER’nin fonksiyonunu ve biitiinliiglinii bozar ve
katlanmamis protein (UPR) ad1 verilen savunma mekanizmasini devreye sokar (Yoshida, 2007).
UPR, protein katlanmasi, kalite kontrolii, ER i¢ine giris ve organel iiretimi gibi farkli islemlerde
yer alan proteinlerin ekspresyonunu secici olarak diizenleyen karmasik bir sinyal verme
siirecidir. UPR, ER stresini yavaglatarak ER saperon (“chaperones”) ekspresyonunu
indiikleyerek UPR'yi gelistirir. Bununla birlikte, yliksek yogunluklu ER stresi, apoptozu
tetikledigi bilinmektedir (Li ve dig., 2017).

Katlanmamis protein yaniti, 6karyotlarda genel olarak ii¢ yolaktan olusur: protein kinaz benzeri
ER Kinaz (PERK) (Heather ve Harding, 1999), aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) ve
Inositol kinaz 1 alfa (IREla) gerektirir (Shen ve dig., 2001; Yoshida ve dig., 2001). UPR
transdiiksiyon proteinleri, salgt yolunda yer alan genlerin ekspresyonunu kontrol ederek ER’da
yanlis katlanmis proteinlerin yiiklenmesini azaltir. UPR'nin aktivasyonu, protein katlanmasinin
ve kalite kontroliinlin verimliligini artirabilir, ER ve Golgi aygitimin iiretimini artirabilir,
protein salgilanmasini tesvik edebilir ve anormal katlanma proteinlerinin otofaji ve ERAD

yollar1 ile temizlenmesini arttirabilir (Li ve dig., 2017).

Normal kosullar altinda, GRP78 (Bip olarak da bilinir), IRE1, PERK ve ATF6 ile birlesmis
halde olur ve etkin olmaz. Ancak, ER stresi meydana geldiginde, katlanmamis proteinler
GRP78'in diger bilesenlerden ayrilmasina neden olur, bu da UPR'nin aktivasyonu, ve ER

stresinde azalma ve protein ylikleme yiikiinde azalma ile sonuglanir.

UPR, degisik fizyolojik ve patolojik durumlarda ER’nin adaptasyon i¢in kullandig1 yolaktir.
ER kapasitesinden fazla yiikle karsilasir ve bas edemezse UPR aktive olur. Asil amag hiicre
yagsamimin devam ettirilmesi i¢in koruyucu mekanizmalarin kullanilmasidir (Schroder ve

Kaufman, 2005; Kapoor ve Sanyal, 2009).



UPR yolaklarinin aktive edilmesi sonucu elde edilen ilk yanit translasyonun durdurularak
protein yiikiiniin azaltilmasidir (Kaufman, 1999). Bu arada saperonlarin gen ekspresyonlari da
arttirtlmaktadir (Ma ve Hendershot, 2004) ve katlanamayan proteinlerin ER’ye ek yiik
getirmemesi i¢in proteinler yikima gonderilmektedir (Shen ve Zhang, 2004; Lai ve Teodoro,

2007).

Katlanmamis Proteinler
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GRP78, EDEM, XBP1
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Sekil 2.2: UPR Yolaklar (Bu siiregler ER stresi karsisinda hiicrenin hayatta kalma veya 6liimiinii
kontrol eden sinyal iletim yolagin1 baglatirlar).

Yanlis katlanmig protein, ER liimeninde biriktiginde, yeni protein sentezi reaksiyonu hemen
inhibe edilir. Bu inhibisyon reaksiyonu, PERK'nin ER stres aktivasyonu sayesinde gerceklesir.

(Heather ve Harding, 1999). Bu kinaz yaygin sekilde eksprese edilebilir, ancak rolii, ER’daki



protein sentezini protein katlama verimliligine adapte eden, ¢ok salgilanan bir doku olan beyin

dokusunda 6zellikle 6nemlidir (Owen ve dig., 2005).

Proteinin katlanmasi diizgiin bir sekilde ilerlerken, PERK etkin degildir ve yanhs katlanmig
protein toplandiginda, PERK, 0karyotik translasyon baslatma faktorii elF2a 'y1 fosforile etmek
icin aktive edilir (Marciniak ve dig., 2006). PERK fosforilasyonu i¢in gerekli olan substrat,
heterotrimerik GTP baglayici kompleks elF2'min alt birimidir ve elF2, protein sentezinin
baslatilmasini diizenler (Heather ve Harding, 1999). Protein translasyonunun baglangicinda,
elF2 ribozoma N-Formilmetilionin-tRNA'y1 alir, ancak elF2'min alfa alt birimi fosforile
edildiginde, elF2 bu etkiyi kaybeder ve bu da translasyonun sonlandirilmasina yol acar. Bu
nedenle PERK aktivasyonundan sonra ER’a giren protein miktar1 azalir, bu da yanlis katlanmis

proteinlerin daha fazla birikmesini onler.

EIF2a'nin fosforilasyonu ile protein translasyonu inhibe edilir, ancak mRNA'nin kiiciik bir
kismi bu kosullar altinda daha verimli bir sekilde ¢evrilir. En iyi 6rnek, strese duyarl bir gen
baslatma transkripsiyon programini tetikleyen transkripsiyon faktorii ATF4'in aktivasyonudur
(Harding ve dig., 2003). EIF2a kinaz ailesinin diger tiyeleri, translasyonu inhibe edebilir ve bu
strese duyarli genleri aktive edebilir: 6rnegin, PKR, cesitli enfeksiyonlara yanit verir, HRI,
demir eksikligine cevap verir ve GCN2, amino asit eksikligine cevap verir (Dalton ve dig.,
2012). EIF2a fosforilasyonu bazi stres yanitlarini diizenlediginden, bu yol ayni zamanda

kapsamli stres yanit1 olarak da bilinir (Harding ve dig., 2003).
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Sekil 2.3: PERK aracili sinyalizasyon (CHOP; C / EBP homolog proteini, ERO1; ER oksidorediiktaz 1,
elF2alfa; Okaryotik baslangic faktorii 2, GCN2; genel kontrol deprese edilemez 2, GADD34;
Biiyiime 6nleme ve DNA hasari indiiklenebilir protein, HRI; Heme-regiile edilmis elF2alfa kinaz,
ATF4; Transkripsiyon faktorii 4'iin aktiflestirilmesi, PKR; Protein kinaz R) (Ron ve Walter, 2007;
Zhang ve Wang, 2012).

Stres tepkisini diizenleyen PERK ve ATF4 molekiillerine ek olarak, iki ER stres sensorii
proteini daha vardir: aktive edilmis transkripsiyon faktoérii ATF6 ve IRE1 (endoplazmik
retikulum ve nukleus sinyallesmesiyle ilgili). Bu iki molekiil ayrica, UPR'da yer alan diger
bircok genleri de diizenler (Marciniak ve Ron, 2006). PERK gibi, bu iki protein de ER saperon
GRP78'e baglanma nedeniyle normal kosullar altinda etkin olmayan ER proteinleridir. Stres
meydana geldiginde, yanlis katlanmisg protein ile GRP78 baglanir ve ATF6'min serbest
birakilmasini saglar. Salinan ATF6, Golgi aygitina tasinir ve Golgi aygitinda serin proteaz S1P
ve serin proteaz S2P tarafindan kesilir (Haze ve dig., 1999; Ye ve dig., 2000). Kesim {iriinii,

bazik 16sin fermuarini (b-ZIP) iceren 50 kD'lik bir molekiiler parcadir.
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Sekil 2.4: ATF6 aracili sinyalizasyon (CREBH; cAMP response element-binding protein, S1P; serin
proteaz bolgesi-1, S2P; metalloproteaz bolgesi-2 proteaz) (Ron ve Walter, 2007).

Bu molekiiler parga, GRP78, CHOP, XBP1 gibi UPR hedef transkriptlerini aktive etmek i¢in
sitoplazmadan nukleusa aktarilir (Haze ve dig., 1999; Yoshida ve dig., 2001). Astrositler,
ATF6'nin bazi fonkisyonlarina benzer sekilde islev goriiyor gibi gériinen OASIS adli ATF6 ile
ilgili bir proteini eksprese eder (Kondo ve dig., 2005). Bu protein astrositlerin ER stresine cevap
vermesini saglar. ATF6 kesilmesi ER stresinin giiclii bir kanitidir ve tespit edilmesi zordur, bu
nedenle bir¢ok ¢alisma UPR'nin bu yolunu tespit etmez. Bununla birlikte, ATF6'nin spesifik
DNA sekanslarina baglanmasmi 6lgmek i¢in in vitro olarak hassas haberci molekiillerin

kullanilmasi bu zorlugun iistesinden gelebilir (Davies ve dig., 2009).

IRE1'in aktivasyonu PERK'ye benzer fakat PERK'den farklidir ve IRE1, X-box baglayici
protein 1 (XBP1) mRNA'nin spesifik eklemesini tetiklemektedir (Calfon ve dig., 2002). Bu
ekleme, ¢erceve kaymasina neden olur ve sonra aktif XBP1'i ifade eder. XBP1, GRP78'in
ifadesini arttirir. GRP78 bir ER stresi yanit elemani igerir ve UPR'nin Hedef molekiildiir,
UPR'yi destekleyip ER stresini azaltir ve hiicre i¢i ortamin homeostazina katkida bulunur.
EIF2a'nin fosforilasyonu gibi, XBP1 mRNA'nin spesifik eklenmesi de gecicidir. UPR hedef
geninin ER stresini rahatlatmak i¢in uyarilmasinin tamamlanmasinin ardindan, eklenmis XBP1

mRNA, hiicrede hemen bozulur ve bunun yerine eklenme olmaz (Marciniak ve dig., 2004).
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Sekil 2.5: IRE1 aracili sinyalizasyon (Bcl-2; B-hiicreli lenfoma 2, BI-1; Bax inhibitérii-1, CHOP; C /
EBP homolog proteini, JNK; Jun N-terminal kinaz, p38 MAPK; p38 Mitojenle aktive olan protein
kinaz, TRAF2; TNF reseptorii ile iliskili faktdr 2, ASK1; Sinyal diizenleyici kinaz 1, DR5; Oliim
reseptoril 5) (Xu ve dig., 2005; Ron ve Walter, 2007).

Yukaridaki ti¢c UPR stres sensorii molekiilii esas olarak GRP78 / Bip tarafindan diizenlenir (Xu
ve dig., 2005). UPR, genel stres aginin diizenlenmesinde rol oynar, UPR, stresi kontrol
edemediginde, apoptoz gibi c¢esitli mekanizmalar yoluyla hiicrelerin kaderini de belirler
(Gozuacik ve Kimchi, 2004; Yorimitsu ve dig., 2006; Ullman ve dig., 2008; Tabas ve Ron,
2011).

Mayalarda ER stres yanitinda sadece transmembran sensOr protein Irel bulunmaktadir ve
katlanmamus proteinlerin irel’ baglanmasi veya molekiiler saperon BiP’in serbest birakilmasi
ile aktive edilir (Sekil 2.6). Ire1’in aktivasyonuna bagli olarak otofosforilasyonu gerceklestikten
sonra Irel’in sitosolik riboniikleaz alt birimi S. cerevisiae’de RNA-HACI1 transkriptinin
intronunu keserek cikarilmasini saglar. Hacl transkripsiyon faktorii niikleusa gecerek UPR

genlerininin diizenmesine katilir (Thibault ve dig., 2011).
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Sekil 2.6: S. cerevisiae’de ER stresi ile aktive edilen Ire1(Wu ve dig., 2014).

UPR de gorevli Irel korunmus bir proteindir. Ancak, S. pombe'de S. cerevisiae HAC1’1 veya
memeli XBP1 mRNA ortologlar1 S. pombe’de bulunmaz (Frost ve dig., 2012). S. pombe’de,
Irel'e bagli mRNA pargalanmasinin diizenlenmesi (“Regulated Ire-1-dependent decay of
messenger RNAs”, RIDD) mekanizmas1 ER stresi kaynakli mRNA seviyelerinin
diisiiriilmesinde is goriir (Sekil 2.7). S. pombe Irel’i tarafindan kesilen belli mRNA’lar daha
kararl1 bir form alirlar (Kimmig ve dig., 2012). Ornegin, bir 1s1 soku proteini (HSP70) olan Bip1
mRNA’sinin 3’ poliA kuyrugunun Irel tarafindan ¢ikarilmasi, Bip mRNA’sinin daha kararli

hale gelmesini saglar.
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Sekil 2.7: S. pombe’de ER stresi ile aktive edilen Irel (Wu ve dig., 2014).

2.4. ER STRESIYLE iLGIiLi APAPTOZ YANITI

Giiniimiizde apoptoz mekanizmasi tam belli degildir, ancak apoptozun mitokondriyal yolagi,
Oliim reseptorii yolagi ve ER yolagi ile diizenlenmesi yaygin olarak kabul edilmektedir. ER
yolagi son yillarda kesfedilen baska bir apoptotik yolaktir (Paez ve dig., 2011). ER stresi, diger
yolaklardan bagimsiz olarak apoptozu dogrudan indiikleyebilir (Kloet ve dig., 2005). ER

stresine bagli apoptoz temel olarak agagidaki hususlarda ortaya cikar.
2.4.1. Kaspaz-12'yi Etkinlestirilmesi

ER stresine bagli apoptozun 6nemli bir molekiil olan Caspase-12, ER stresinin spesifik bir
apoptotik iiyesidir ve ER zarinda bulunur (Smith, 2005). Kaspaz-12, kaspaz-3 aktivasyonunu
indiikler (Hitomi ve dig., 2004). Kaspaz-12'ye bagh kaspaz-3 aktivasyonu, ¢apraz apoptoz ile
tetiklenebilir, yan1 ER stresi ile indiiklenir ve en son mitokondriyal fonksiyon bozukluguna yol

acar. (Boya ve dig., 2002; Germain ve dig., 2002; Hori ve dig., 2002). ER stresi olustugunda,
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sitoplazmada kaspaz-7 otoaktivasyon ile kaspaz-12 kesilir ve kasapaz-12 sonra ER’dan

sitoplazmaya taginabilir ve disregiilasyonla kaspaz apoptoz yolunu aktive eder.
2.4.2. CHOP ifadesini Indiiklenmesi

ATF4 tarafindan indiiklenen CHOP transkripsiyon faktorii, ER stresinin apoptotik bir markir
olarak yaygin sekilde kabul edilmistir ve Chop -/ - hayvanlar, ER stresi kaynakli hiicre 6liimiine
kars1 direnglidir (Marciniak ve dig., 2004). CHOP asir1 ekspresyonu, diger uyaricilar olmadan
hiicre 6liimiinii indiikleyebilir ve CHOP ekspresyonu, patolojik kosullar tarafindan aktive
edilen UPR'de de tespit edilebilir. CHOP eksikligi, hiicreleri ve hayvanlar1 ER stresi kaynakl
hiicre dliimiinden belli bir yere kadar koruyabilir (Oyadomari ve Mori, 2004). CHOP, anti-
apoptotik protein Bcl-2'nin asag1 regiilasyonunu indiikler ve Bcl-2, hiicrelerin CHOP ile
indiiklenen apoptozisini 6nlemesini Onler (Matsumoto ve dig., 1996; McCullough ve dig.,
2001). CHOP ayrica transkripsiyonla indiiklenen pre-apoptotik protein Bim ile hiicre 6liimiinii
diizenler (Puthalakath ve dig., 2007).

2.4.3. IRE1 Yolag ile iliskili Apoptoz Indiiklenmesi

Son zamanlarda IPE1'ye bagimli UPR calismalari, IRE1'in endoplazmik retikulum stresi altinda
hiicre kaderinin ana diizenleyicisi oldugunu dogrulamistir (Chen ve Brandizzi, 2013). IREla,
tiimor nekroz faktorii reseptor-iliskili faktor 2 (TRAF2) ve apoptotik sinyal kinazi 1'e (ASK1)
baglanir, daha sonra amino-terminal kinazi (JNK) ve niikleer faktor-B'yi (NF--B) aktive ederek

apoptoza yol acar. Ayni zamanda bunlar PD ile iligkilidir.
2.4.4. ER Stresi ile Tliskili Diger Apoptotik Yolaklarin Uyarilmasi

CHOP ve kaspaz-12 yoluyla dogrudan ER stresi tarafindan indiiklenen apoptotik yolaga ek
olarak, ER ve mitokondri arasindaki etkilesimler tarafindan indiiklenen apoptotik yolaklar
ayrica, esas olarak mitokondriden kaspaz salivermek ve aktive etmek i¢in sitokrom c
indiikleyerek gosterilmistir (Hacki ve dig., 2000). Caligmalar, TNF reseptor baglama faktorii 2
(TRAF2) apoptoz sinyal kinaz 1 (ASK1) aracili yolagin ER stresi ile iligkili apoptozda da rol
oynadigin1 gostermistir (Takeda ve dig., 2003). ER stresi ayrica otofajiye neden olabilir. Genel
olarak, otofaji, parcalayici ve dolasimdaki yanlhs katlanmig proteinlerin neden oldugu stres

yasadiklarinda, hiicrelere besin saglayan hiicrelere koruyucu bir mekanizma gérevi goriir (Ding
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ve Yin, 2008), ancak hiicre stresi devam ettiginde ya da fazla oldugunda, Otofaji, hiicrelerde

kaspazdan bagimsiz apoptozu tesvik eder (Gozuacik ve Kimchi, 2004).
2.5. ER STRESI VE PARKINSON HASTALIGI

PD'nin patogenezi tamamen net degildir, ancak genellikle yas, genetik faktorler ve cevresel
faktorlerin kombinasyonundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Bekris ve dig., 2010). PD
patolojisi lizerine yapilan bazi ¢alismalar, PD olusumunun, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu,
oksidatif stres, hiicre i¢i kalsiyum metabolizmast bozuklugu, asir1 serbest radikal iiretimi ve

sinir biiylime faktori eksikligi ile iliskili oldugunu gostermektedir (Li ve dig., 2017).

Son yillarda, bircok ¢alisma ER Stresinin PD patogenezinde 6nemli bir rol oynadigini
gostermistir (Cooper ve dig., 2006; Thayanidhi ve dig., 2010), ancak etki mekanizmas1 tam
olarak belli degildir. PD'de endoplazmik retikulum stres tiizerine yapilan caligmalar,
endoplazmik retikulum stresinin, PD'dan sonra genetik ve molekiiler seviyelerde meydana

geldigini ve PD tedavisi i¢in yeni fikirler sunmay1 amagladigini gostermistir (Li ve dig., 2017).

ER stresi ve PD arasindaki baglanti klinik calismalar ve hayvan modeli deneyleri ile
dogrulanmustir. Ornegin, PD hastalarindan alian &rneklerde ER stresi belirteclerinden PERK
ve elF2a genlerinin ekspresyonlarinin indiiklendigi gézlemlenmistir (Hoozemans ve dig., 2007).
Alfa-siniikleini asir1 eksprese eden transgenik bir fare modelinde de GRP78, XBP1, CHOP ve
ATF4 genlerinin ekspresyonlart da tetiklenmistir (Bellucci ve dig., 2011). Alfa-siniiklein'in
asir1 ekspresyonu, ER ve Golgi aygiti arasindaki vesikiil aligverisini bozmakta ve bu da ER

stresinin gelismesine yol agmaktadir (Cooper ve dig., 2006; Thayanidhi ve dig., 2010).

Mitokondriyal toksin  6-hydroxydopamine (6-OHDA), rotenon ve 1-methyl-4-
phenylpyridinium (MPP"), dopaminerjik noron 6liimiine neden olabilir. Mitokondriyal
kompleks I'in aktivitesini inhibe ederler veya oksidatif fonksiyonunu tahrip ederler ve reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini tesvik ederler (Gee ve Davison, 1989). Transkripsiyonel
degisiklikleri tanimlamak i¢in fonksiyonel genomik yontemi kullanilmistir ve bir¢cok gen
degisikliginin UPR ile iliskili oldugu bulunmustur (Ryu ve dig., 2002). Ozellikle, UPR sinyal
yolundaki ana molekiil olan CHOP transkripsiyon faktorii, GRP78, XBP1'in eklenmesi ve
PERK ve JNK'lerin sinyal yollarin1 igeren molekiiller de dahil olmak tizere bir¢ok UPR
isaretleyicisinin yani sira dnemli Ol¢iide anlatimlarinin uyarilmasi ile diizenlenir. 6-OHDA,

rotenon ve MPP + kaynakli PD hiicre modellerinin sonuglari, UPR sinyal yolundaki bir¢ok
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molekiiliin transkripsiyon seviyelerinin 6nemli Olglide arttiZim1  ve sonuglar ER
disfonksiyonunun PD patogenezinde rol oynadigini dogrulamaktadir (Ryu ve dig., 2002; Holtz
ve O'Malley, 2003; Yamamuro ve dig., 2006).

Mitokondriyal toksinin ER stresini indiikledigi olas1 bir mekanizma, bu toksinlerin,
mitokondriyal solunum zincirinde okside olmus proteinlere zarar vermesi ve biriktirerek ER
Stresine yol agmasidir (Friedlander ve dig., 2000). Arastirmalar ayrica PD hastalarinin ve
PD'nin hiicre modelinde, ER izomerazin (PDI) S-nitrosillenmis oldugu ve PDI aktivitesinin
inhibe edilmesine ve poliiibikinath proteinlerin birikmesine yol actigin1 gostermistir (Uehara
ve dig., 2006). Rotenon kaynakli SK-N-MC hiicrelerinde, ROS, SK-N-MC hiicrelerinde
rotenon kaynakli erken apoptozide yer almamasi, ER stresinin 6nemli bir rol oynayabilecegini
diisiindiirdiigli rapor edilmistir (Chen ve dig., 2008). Bu durumda, ER stresinin dopaminerjik
ndronlarm erken 6liimiinde daha biiyiik bir rol oynayabilecegini ve buna bagli olarak da ER
stresinin erken miidahalesinin, PD'nin tedavisi ve Onlenmesi i¢in biiyiik 6neme sahip

olabilecegini diislind{iriir.

Kalitsal PD'nin ¢ogu, a-siniiklein, parkin, ubikuitin karboksi terminal hidrolaz (UCHL-1),
LRRK?2 / dardalina, DJ-1, PINK-1 ve ATP kinaz 13A2 (ATP13A2) dahil olmak iizere ¢oklu
gen mutasyonlarindan kaynaklanir (Shen, 2004; Ramirez ve dig., 2006).

Smith, o-synuclein'in, endoplazmik retikulum stresi arttirdigimi ve AS53Ta-synuclein
mutasyonundaki PC12'de kaspaz-12 aktivitesini arttirdigini tespit etmistir (Smith, 2005).
Parkin geni ayn1 zamanda kalitsal PD'na bagli bir gendir. Parkin proteini, katlanmamig
proteinlerin parcalanmasinda rol oynayan bir enzim olan ubikuitin E3 ligaz olarak
tanimlanmistir (Zhang ve dig., 2000). Parkin proteinleri hiicreleri ER stresinden korur (Yuzuru,

2000).

Noronal hiicreler ER stresi ortamindayken, Parkin proteininin ekspresyon seviyesi upregiile
edilemez (Dolores ve dig., 2002), bu noronal hiicrelerin ER strese gore parkin proteini
ekspresyonunu aktiflestirmemesi hiicrelerin ciddi stres altinda kalmasina neden oldugunu ve
bdylece hiicrelerin daha ¢ok hasar aldigii belirtir. Parkinin proteozomu tamir etmede rolii
vardir, boylece hiicre canliligini arttirir. Parkin'deki mutasyonlar ER stresine yol acan hiicre i¢i
toksik fibrin birikimine neden olarak ER stresine neden olabilir (Imai ve Takahashi, 2004).

LRRK2, Parkinson hastalarinin beyninde yaygin olarak bulunur ve endoplazmik retikulumda
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lokalize eden LRRK?2'deki mutasyonlar, ER stresi ile iligkili olabilecek néronal hiicre 6liimiinii

arttirir (Vitte ve dig., 2010).

Ryu ve dig (2002), gesitli PD hiicre modellerinde farkli gen ifadelerini analiz etmis ve
katlanmamig protein tepkilerinin aktivasyonu ile iliskili genlerin, transkripsiyon seviyelerini

onemli Olgiide arttirdigin1 bulmuslardir.
2.6. Schizosaccharomyces pombe VE OZELLIKLERI

Schizosaccharomyces pombe, veya "fisyon mayasi", maya tipi tek hiicreli bir dkaryottur.
Hiicreler ¢ubuk seklinde, 3-4 mikrometre ¢apinda, 7-14 mikrometre uzunlugundadir (Sekil 2.8)
(Forsburg, 2005). 1893°de P. Lindner tarafindan “Pombe” adli Dogu Afrika bira mayasindan
izole edilmis ve Schizosaccharomyces pombe olarak adlandirilmistir (Lindner, 1893). S. pombe
ortadan ikiye boliinerek ¢ogaldigi i¢in, adlandirma, yaygin olarak ¢alisilan tomurcuklanarak
boliinen Saccharomyces cerevisiae’den farkliligini vurgulayacak sekilde yapilmistir (Hoffman,

2015).

Sekil 2.8: S. pombe’nin elektron mikroskobu altindaki goriintiisii (Jiirgen Berger, Max Planc Institut).

S. pombenin hiicre dongiisii dort faza (G1, S, G2 ve M) ayrilir (Russell ve Nurse, 1986).
Oncelikle G1 fazinda (gap1) hiicre metabolik olarak aktiftir, bu fazda DNA sentezi i¢in gerekli
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olan proteinler sentezlenir. S fazinda (sentez fazi) DNA replikasyonu gercgeklestirilir. G2
fazinda (gap2) hiicre biiyiimeye devam eder ve mitoz i¢in gerekli olan proteinler sentezlenir. M
fazinda ise (mitoz ya da mayoz) genetik icerigi esit olarak iki yavru hiicreye dagitilir ve

sitokinez ile iki bagimsiz hiicre meydana getirilir (Egel, 2004).

S. pombe haploid ve diploid yasam dongiisiine sahiptir ve hem vegetatif hem de eseyli lireme
gecirmektedir (Kelly ve dig., 1988). S. pombe esey (matl) lokosunda 3 adet allel (h*, 975, P; h’,
972, M; h*® 968) bulunmaktadir (Leupold, 1950).

S. pombe genom dizilemesi (Wood ve dig., 2002), tamamlanan 6. Okaryotik model
organizmadir (Smithet ve dig., 1987). Genom boyutu 13.8 Mbp olup 5118 adet protein
kodlayan gen tanimlanmistir. 5.7, 4.6 ve 3.5 Mbp boyutlarinda 3 adet kromozomu vardir
(Robinow ve dig., 1997; Kim ve dig., 2010).

1950’lerde Leupold’un baslattigi genetik caligmalarin ardindan 1970’lerde Nurse’iin hiicre
dongiisii ¢alismalar1 ile dikkat c¢eken S. pombe’yi S. cerevisiae gibi kolay iiretilmesi,
genomunun kii¢iik olmasi, manipiilasyon tekniklerinin kolay uygulanmasi, haploid ve diploid
genoma sahip olmasi, genetik ve molekiiler biyoloji alanlarinda model olarak kullanilmasinin
yanisira, genlerin organizasyonu, yapisi, RNA islenmesi ve gen ekspresyon diizenlemesi ve
post-translasyonel modifikasyonlarin korunmus olmasi1 ve daha ¢ok yiiksek okaryotlara
benzemesi, biyoteknoloji alaninda da heterolog protein iiretiminde konak olarak yaygin
kullanimina yol agmistir (Mateos ve Domingues, 1991; Gigi Hama ve dig., 2000; Palabiyik ve
dig., 2008; Cheret ve dig., 2010).

Ayrica Schizosaccharomyces pombe, biyolojik evrimde onemli bir taksonomik statiiye sahip
olan eski bir tek hiicreli 6karyottur. Genomu nispeten kiigiik oldugu i¢in cogu gen, tek kopyadr,
bu nedenle genetigi degistirmesi kolaydir. Biyologlar tarafindan 6karyotik canlilarin molekiiler

biyoloji ve hiicre biyolojisini ¢aligsmak i¢in bir model organizma olarak kullanilmaktadir.
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2.7. 8. pombe sdjl GENI

Parkinson hastaligi proteini DJ-1, dikarbonil bilesiklerinin detoksifikasyonu, otofaji ve
oksidatif stres tepkisi de dahil olmak iizere gesitli hiicresel fonksiyonlarda rol oynar. DJ-1
ortologlari, hem prokaryotlarda hem de 6karyotlarda yaygin olarak bulunur, bu da stres i¢inde

yer alan proteinlerin bir siiper ailesini olusturur (Su ve dig., 2015).

Mayalardan Schizosaccharomyces pombe, hsp3101- hsp3105 ve sdjl (daha 6nce SpDJ-1 olarak
adlandirilmistir) olarak adlandirilan alt1 adet DJ-1 ortologu igerir. Burada, bu alt1 genin herhangi
birinin silinmesinin, uzun siireli duragan fazda bir sekilde otofajiyi etkiledigi gosterilmistir.
Ayrica, bu DJ-1 homologlarinin her birinin silinmesi, duragan fazda hayatta kalma oraninin da

diismesine neden olur (Su ve dig., 2015).

S. cerevisiae DIJ-1 ortologlarinin aksine, S. pombe DJ-1 ortologlarinin 6zellikleri oldukga
farklidir; Bu genler arasinda, sadece sdj/, insan DJ-1 ile 6nemli derecede bir sekans homolojisi
sergilerken, Hsp3101-Hsp3105, E. coli ve S. cerevisiae Hsp31 proteinlerine benzer bir sekans

homolojisi sergilemistir (Su ve dig., 2015).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ORGANIZMALAR

Calismada kullanilan Schizosaccharomyces pombe EDD666 ve sdjIA irklart (Tablo 3.1)

Bioneer’den temin edilmis olan S. pombe mutant kitapligindan saglanmistir.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan S. pombe rklariin genotipleri.

Irk Genotip
EDD666 Parental h™ ade6-M210 ura4-D18 leul-32
EDD666 sdjl A h+ ade6-M210 ura4-D18 leul-32 sdjl::KANMX4
3.2. BESI ORTAMLARI

Calisma boyunca S. pombe hiicrelerinin liretilmesinde maya 0ziitlii (“Yeast extract”) sivi ve
kat1 (YES, YES Petri) besi ortamlar1 kullanildi. Besi ortamlarinin igerikleri asagidaki tabloda
verildi (Tablo3.2).

Tablo 3.2: Maya 0ziitlii stv1 ve kat1 besi ortamlari.

Maya Ekstresi (“Yeast Extract”) 5¢g
Glukoz 30g
Distile su 1000 mL
Adenin 50 mg/L
YES Petri (1L) | YES (1L) Urasil 50 mg/L
Histidin 50 mg/L
Lizin 50 mg/L
Losin 50 mg/L
Agar 20g
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YES besi ortamlar1 tabloda verilen igerikler distile su ile ¢oziilerek hazirlandi. Calisma siiresi
boyunca kullanilan besi ortamlar1 otoklavda 121°C’da 1.2 atm basing altinda 15 dakika steril
edildi.

3.3. 8. pombe sdjlA HUCRESI‘NIN URETILMESI VE SAKLANMASI

Calismalar sirasinda kullanilan S. pombe 1rklar iiretilmesinde ve saklanmasinda Gutz ve dig.

(1974) onerdikleri standart yontemler kullanildi.

-80°C’de %50 gliserol icinde saklanan stoklardan alinan S. pombe 1rklar1 YES petri besi
ortaminda 30°C’de 3 giin inkiibe edildi. Bu kiiltiirden 6ze ile alinan bir miktar 6rnek YES petri
besi ortamina tek koloni diisiirme teknigi ile ekildi ve 30°C’de 2 giin iiremeye birakildi.
Rastgele se¢ilen tek bir koloni, 151k mikroskobunda morfolojileri gézlendikten sonra egri YES
petri besi ortamina 6ze ile ekilerek 30°C’de 2 giin inkiibe edildikten sonra stok kiiltiir olarak
+4°C’de saklandi. Bu stok her 30 giinde bir yenilendi ve tiim deneyler bu stoktan 6ze ile alinan
bir miktar hiicrenin YES petri veya YES sivi besi ortamlarinda ¢ogaltilmasiyla baglatildi. S.
pombe sdjlAnin ¢ogaltilmast YES petri besi ortaminda 30°C’de 2 giin, YES sivi besi
ortaminda 30°C’de 150 devir/dakika ¢alkalamali etiivde (Benchmark Incu-Shaker Mini) 1 giin
inkiibe edilerek gergeklestirildi.

3.3.1. S. pombe Hiicrelerinin Uremesinin Izlenmesi

Uremeleri izlenecek S. pombe 1rklari kat1 besi ortaminda 30°C’da 2 gece fiiretildikten sonra, 2
mL distile su ile siispanse edilerek toplandi. 100 kat sulandirilan bu siispansiyonun
mililitresindeki hiicre sayis1 Malassez lami kullanilarak, asagidaki (Denklem 3.1) formiilden

yararlanilarak hesaplandi. Ortalama hiicre sayisi mikroskopta sayim yapilarak belirlendi.
Hiicre say1s1/ mL = Ortalama hiicre sayis1 x Sulandirim orani x 10° (3.1

S. pombe 1rklar1 10/ mL hiicre olacak sekilde 20 mL YES siv1 besi ortamina ekildi. Calkalayici
etiivde (Benchmark Incu-Shaker Mini) 150 devir/dakika 30°C’da liremeye birakildi. Hiicrelerin
tiremesindeki artig her iki saatte bir 96 kuyulu plakalarda 2 tekrarli olarak, her kuyuya 200 pL
alinarak spektrofotometre cihazinda (EON, Biotek Instruments Inc.) 600 nm dalga boyundaki
optik yogunlugun (ODeoo) Olciilmesi ile belirlendi. Bu sekilde 34 saat boyunca dl¢iim alindi.

OD degerlerini zamana bagl hiicre/mL cinsine ¢evirmek i¢in, parental ve sdj/ A irklarina ait
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zamana bagli iireme grafigi c¢ikarildi. Bunun i¢in, mililitresindeki hiicre sayisi bilinen
sulandirim serileri 600 nm dalga boyunda o6l¢iilerek, ODggo-hiicre sayisini gosteren zamana

bagl lireme grafigi ¢izildi.

Her iki S. pombe 1rkinin jenerasyon say1 ve siireleri (Denklem 3.2 ve Denklem 3.3)’lere gore

hesaplanda.

10g10 N2- log10 N1
logip 2
T2 -T1

Jenerasyon sayisi (n) : (3.2)

Jenerasyon siiresi (Sy) : (3.3)

N> : Logaritmik tireme sonundaki hiicre sayis1 Ti: Logaritmik iremenin baslama zamani

N : Kiiltiirdeki tiremenin baglangicindaki hiicre sayis1 T»: Logaritmik tiremenin bitis zamani
n: Jenerasyon sayist

3.4. ER STRESININ INDUKLENMES]

3.4.1. Spot EKim Analizi

ER stresinin indiiklenmesi, asparajin-bagh glikoproteinlerin sentezinin ilk adiminda gérev alan
GPT (GIcNAc fosfotransferaz) enzimini inhibe ederek hiicrede ER liimeninde N-
glikozilasyonu durduran bir antibiyotik olan tunikamisin (Sigma-Aldrich, Almanya) ile
gerceklestirildi. S. pombe rklarinin iireme grafiginden yararlanilarak tespit edilen logaritmik
fazin ortasinda 1 mg/mL tunikamisin uygulandi. Tunikamisin dozu (1 mg/mL) DMSO (Dimetil

Siilfoksit)’da ¢oziilerek hazirlandi (Ozarabaci, 2019).

Logaritmik evrenin ortasindaki S. pombe parental ve sdjlA irklarma ait hiicre kiiltiirleri kontrol
(PK ve SK) ve deney (PT ve ST) grubu olarak ikiye ayrildi. Deney gruplarina 1 mg/mL
tunikamisin eklenirken, kontrol gruplarina tunikamisin eklenmedi. Hiicreler (PK, PT, SK, ST)
30°C 150 devir/dakika ¢alkalamali etiivde inkiibasyona devam ettirildi. Tiim gruplardan 1., 4.
ve 24. saatlerde spot ekim yapmak i¢in sulandirim serilerinde kullanilmak tizere 100 pL 6rnek

alindi.
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Belirlenen saatlerde alinan bu drnekler bir kez steril distile su ile yikanarak 10°, 10!, 102, 10°,
10* ve 10° kat sulandirildiktan sonra 5’er uL olarak YES petri besi ortamina spot ekimleri

yapildi. Hiicreler 3 giin 30°C’de inkiibasyona birakildi.

3.5. S. pombe HUCRE MORFOLOJILERININ FLORESAN MIKROSKOBUYLA
INCELENMESI

Kontrol ve deney grubuna ait hiicrelerin morfolojileri ve 6zellikle nukleus yapilarinin analizi
icin (Johnson, 1981; Williamson ve Fennell, 1975) DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole,
ThermoFisher) floresan boyasi kullanilarak floresan mikroskopta (Olympus BX53, Japonya)

gorintii alindi.

Deney ve kontrol gruplarina ait taze hiicre kiiltlirlerinden 1’er mL mikrosantrifiij tliplerine
alian Orneklerin tizerine 1/10 oraninda (100 pL) %37 formaldehit eklendi, oda sicakliginda 1
saat fikse edildikten sonra 7000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Hiicreler 0.1 M
potasyum fosfat (p.H 7,5) ile yikandi, 2 pL/ml B-merkaptoetanol igeren 1 mL 0.1 M Potasyum
Fosfat ile siispanse edildi ve 30°C’de 30 dk inkiibasyonu takiben ¢oktiiriilen hiicreler 1 pg/mL
DAPI igeren PBS’te 1 saat, karanlikta inkiibe edildi. Bu siispansiyondan 10 pL alinan 6rnekler

polylisin kapli lamlara aktarilarak preparatlar hazirlandu.
3.6. HUCRE iCi OKSIDASYON ANALIZi

Hiicre i¢i oksidasyon diizeyinin belirlenmesinde Inoue ve dig. (1999) ile Pereira ve dig. (2003)
tarafindan onerilen yontemler modifiye edilerek kullanilmigtir. ROS iiretimi, hiicrelere ROS'a
0zgli boya 2°,7’-diklorodihidrofloresan diasetat (DCFH) ile boyanarak 6l¢iildii. Bu reaktif, canli

maya hiicrelerine niifuz edebilir, ancak ROS tarafindan oksitlenmedigi siirece floresans vermez.

Calismada, tunikamisin uygulanan deney gruplarindan 4. saat 1’er mL hiicre siispansiyonu
mikrosantrifiij tiiplerine alinip 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Ust sivi
tamamen uzaklastirildiktan sonra hiicreler 1’er mL taze YES s1v1 besi ortaminda siispanse edilip
24 kuyulu plakaya alindi. Her bir kuyuya 5.2 pL (son derisim 40 uM olacak sekilde) DCFH
eklenip, 1 saat boyunca 30°C 180 devir/dakika calkalamali etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda Ornekler plakadan mikrosantrifiij tiiplerine alindi. 5000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilen hiicreler iist s1v1 atildiktan sonra bir kez 1’er mL steril dH>O ile yikandi. Son

kez 5000 rpm’de 5 dakika coktiiriiliip {ist s1iv1 uzaklastirildiktan sonra hiicreler 450 uL PBS
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(Tablo 3.3) ile siispanse edildi. Spektroflorometre (Biotek FLx800) cihazinda okunmasi i¢in
opak siyah 96’lik mikroplaka kuyularina 200 pL olacak sekilde replikalariyla birlikte dagitildi.
Cihazda floresan 1s1manin 600 saniye araliklarla 16 kez kinetik okumasi, 485/20 eksitasyon ile
530/20 emisyon dalga boyunda ve 37°C’de gerc¢eklestirildi. Her 106 hiicreye denk gelen 1s1ma

miktar1 hesaplanarak floresan siddeti grafigi cizildi.

Spektroflorometre cihazinin siire¢ sonunda verdigi sonuglar, kiiltiirlerdeki canli hiicre sayisina
boliinerek, 10* hiicreye denk gelen floresans 1s1ma miktar hesaplandi. Zamana bagh olarak
tunikamisin uygulanmis gruplardaki floresans 1s1ma miktar1 degisimi, bu degerleri kontrol
gruplar1 degerlerine boliinerek hesaplandi. Parental ve sdj/A irklarinin kontrol gruplarina gére
tunikamisin uygulanmis gruplarina ait zamana bagli canli hiicre sayisindaki degisim ve hiicre

i¢i oksidasyon miktarini gosteren grafik bu degerler karsilastirilarak ¢izildi.

Tablo 3.3: PBS hazirlanmasi.

Bilesen Miktar (g/L dH20) Son Konsantrasyon (mM)
NaCl 8 137
KCl 0,2 2,7
Na:HPO4 1,44 10
KH>PO4 0,24 1,8
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3.7. APOPTOZ ANALIZI

Bu tez kapsaminda tunikamisin uygulanan S. pombe 1rklarinda apoptoz olusup olusmadigi
Ao/EtBr boyalar1 kullanilarak floresan mikroskobunda incelendi. Buna gore, kontrol ve deney
gruplarina ait taze hiicre kiiltiirlerinden alinan 6rnekler (100 pul) 1,5 mL PBS ile iki kere yikandi,
5 dk 7200 rpm’de santrifiij edildi, 100 uL hiicreye (2x10°) 5 uL. AO/EtBr eklendi (Tablo 3.4),
oda sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakildi, tekrar 5 dk 7200°de rpm santrifiij edildikten sonra
PBS ile iki kere daha yikandi ve 100 puL PBS ile ¢oziindiiriildii, 7 pL (25 pL) mikroskopta
incelendi, Red 450-490 nm (B2A filtre iki ph2), sonu¢ olarak apoptoza ugramis hiicreler

turuncu, canli hiicreler yesil renklerde goriilmesi beklenir.

Tablo 3.4: Ao/EtBr hazirlanmasi.

Ao EtBr PBS
Ao/EtBr (60 pg mL / 100 pg mL)

60 pL 100 pL 840 puL

3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calisma iki deney tekrarli olarak gerceklestirildi. Deney ile kontrol gruplar1 arasindaki farki
tespit etmek iizere tek yonlii varyans analizi (“One-way ANOVA”) kullanildi. Gruplar arasi
ortalama varyansinin, grup i¢i dagilim varyansina orani P < 0.05 olarak hesaplandiginda veriler

anlamli olarak kabul edildi. Analizler “GraphPad Prism 6” yaziliminda yapildi.
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4. BULGULAR

4.1 UREME GRAFIGININ CIKARILMASI

Calismada kullanilan S. pombe parental ve sdjlA irklarinin tireme grafigi ¢ikarildi. Her 2 saatte
bir 34 saat boyunca ODeoo degerleri dl¢iilenerek, zamana bagli hiicre sayis1 degisimini gdsteren
grafik ¢izildi (Sekil 4.1). Buna gore, logaritmik fazin ortasi parental irkta 15.saat, sdj /A irkinda
da 17. saat olarak belirlendi. Ayrica, S. pombe paretal irkinda jenerasyon say1 3.523, jenerasyon
stiresinin 2.84 saat iken sdj/ A irkinin jenerasyon sayisi 3.748 ile jenerasyon siiresi 3.74 saat

olarak Boliim 3.3’te anlatildig1 gibi hesaplandi.

45

40 TN e
=
S 35
=
‘=30
g
—~23
d
= 20
<15
@
= 10
= =
w5
@ el
g =
E 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Saat
=8 Parental sdjlA

Sekil 4.1: Parental ve sdjI A irklarinin zamana bagh tireme grafigi. Hiicre sayisi / saat.

Parental

Ni: 3333333  N2:38370672

lOgIO N2—- 10g10 N1
logio2

=3.523

Jenerasyon sayisi (n) :
T:8 T>:18

. 18-8
Jenerasyon siiresi (Sy) : PYTren 2.84 saat
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sdj 1A

Ni: 3000050 Nz:40478615

logio N2—1logyo N1

Jenerasyon sayisi (n) : log.c2 =3.748
10

Ti:10 T>:24

Jenerasyon siiresi (Sy) : 2347_4180 =3.74 saat

4.2. TUNIKAMISININ S. pombe IRKLARININ CANLILIGINA ETKIiSi

Endoplazmik Retikulum stresini indiiklemek amaciyla kullanilan tunikamisinin S. pombe
yabani tip hiicrelerindeki %350 o6ldiiriici dozu, daha o6nce g¢alisma grubumuz tarafindan
belirlenmistir (Ozarabaci, 2019). Bu calismada, S. pombe hiicrelerini 1 saatte %30 dldiiren doz
olan lpg/mL tunikamisin kullanilarak, deney (tunikamisin uygulanan parental, PT ve
tunikamisin uygulanan sdj/A4, ST) ve kontrol (tunikamisin uygulanmayan parental, PK ve
tunikamisin uygulanmayan sdj/ 4, SK) gruplarindan 1., 4. ve 24. saatlerde alinan 6rneklerin seri
sulandirimdan sonra yapilan spot ekim analizi sonuclar1 Sekil 4.2°de gosterildi. Buna gore, S.
pombe sdjlA wkinin 1 saatlik tunikamisin uygulamasina direngli iken, 4 ve 24 saatlik
uygulamalara kars1 duyarli olduklar1 belirlendi. Ancak, S. pombe parental irkinin tunikamisin

uygulamasina kars1 1 saatte direngli, 4 ve 24 saatlerde orta diizey duyarlilig1 tespit edildi.
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IRKLAR GRUP
ZAMAN 10° 101 102 103 10+ 105
K
1.SAAT
D
K
sdjlA
4. SAAT
D
K
24. SAAT
D
K
1.SAAT
D
K
Parental
4.SAAT
D
K
24.SAAT
D

Sekil 4.2: Parental ve sdjl A rklarina tunikamisin uygulandiktan sonraki 1., 4. ve 24. saate ait spot ekim
goriintiileri (K: kontrol grubu, D: deney grubu).



30

4.3. TUNIKAMISININ S. pombe IRKLARININ HUCRE MORFOLOJiSi UZERINE
ETKIiSi

S. pombe parental ve sdjlA irklarinda 1 saatlik 1ug/mL tunikamisin uygulamasinin kontrol
gruplaria gore hiicre canlilig1 lizerine etki etmemesi, 4 ve 24 saatlik uygulamalarin etki etmesi
nedeniyle, tunikamisinin hiicre morfolojisi iizerine etkisinin incelendigi ¢alismada 1pg/mL
tunikamisin, 4 saat uygulandi. Alinan 6rnekler DAPI boyama yapildiktan sonra, floresan
mikroskopta analiz edildi. Sekil 4.3’de goriildiigii gibi tunikamisinin gerek S. pombe parental,
gerekse S. pombe sdjl A irklarmin hiicre morfolojileri lizerine olumsuz bir etkisinin olmadigi

belirlendi.

4.SAAT DAPI

4.SAAT NORMAL

Sekil 4.3: Tunikamisinin S. pombe parental ve sdjlA irklarinin hiicre morfolojisi {izerine etkisi (PK:
parental kontrol, PT: parental tunikamisin, SK: sdj! A kontrol, ST: sdjl A tunikamisin).

4.4. TUNIKAMISININ S. pombe IRKLARINDA HUCRE IiCi OKSIDASYON
DUZEYINE ETKISI

Hiicre canlilig1 analizinde 1ug/mL tunikamisinin 4 ve 24 saat uygulanmasinda, S. pombe

parental ve S. pombe sdjl Airklarinin duyarli olmalarinin altinda yatan nedeninin ROT kaynakli
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olup olmadigi, hiicre i¢i oksidasyon diizeyi analizi ile arastirildi. Bu amagla S. pombe parental
ve sdjl A rklariin deney gruplarma 1pg/mL tunikamisin, 4 saat uygulandiktan sonra boliim 3.
6’da anlatildig1 gibi gergeklestirilen analiz sonuglar1 Sekil 4.4°de verildi. S. pombe parental irkta
hiicre ici oksidasyon diizeyi kontrole gore 1.5 kat artarken, S. pombe sdjlA irkinin 2.5 kat
artmistir. Bu artiglar istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir. Ayrica, parental irkla sdj/A irki

arasinda da anlamli bir fark tespit edilmistir.
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Sekil 4.4: Tunikamisin uyugulanan S. pombe parental ve sdji A irklarinda kontrollerine gére artan ROT
diizeyleri (**: p <0.01, ***: p <0.001, ****; p<0.0001).
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4.5. S. pombe IRKLARININDA TUNIKAMISININ APOPTOZA ETKISI

Artan hiicre i¢gi ROT seviyeleri ve S. pombe parental ve sdjlA iwrklarmin tunikamisine
duyarliliklar ile apoptoz arasinda bir iliskinin olup olmadigi, Boliim 3.7° de anlatildig: sekilde
incelendi. Buna gore, ne S. pombe parental irkinda nede S. pombe sdjl A irkinda tunikamisine
bagli artan bir apoptoz diizeyi belirlenmedi. Sadece S. pombe parental irkin kontroliinde bir
alanda ve S. pombe sdjl mutantinda da bir alanda birer hiicre apoptozlu olarak belirlendi (Sekil

4.5). Normal hiicreler yesil renk, apoptozlu hiicreler turuncu renk floresan vermektedirler.

PK PT SK ST

Sekil 4.5: Tunikamisin uygulanan ve uygulanmayan S. pombe parental ve sdjlA irklarinda apoptoz
diizeyinin floresan mikroskopu goriintiileri (PK: parental kontrol, PT: parental tunikamisin, SK:
sdjl Akontrol, ST: sdjl Atunikamisin).
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5. TARTISMA VE SONUC

Parkinson hastaligi Alzheimer hastaligi (AD)’ndan sonra sik rastlanan ikinci kronik
norodejeneratif hastaliktir. Yillik ortalama goriilme orant 8 ~ 18 / 100.000 kisi. 2030 yilina
kadar, Parkinson hastaliginin goriilme sikliginin yukardakinin iki katina g¢ikacagi tahmin
edilmektedir. PD goriilme sikligi, 50 yasin altindaki kisilerde diisiiktiir ve 60 yasindan sonra
belirgin sekilde artar (Zhang ve dig., 2018).

PD’nin ana sebebi, substangia nigradaki dopamin iireten néronlarin yavas yavas kaybidir ve bu
kaybin mitokondri fonksiyonunun bozuklugu, oksidatif stres, hiicre ici Ca' dengesinin

bozulmasi, néroenflamasyon gibi nedenlerden kaynaklandig: bilinmektedir (Qu, 2014).

Parkinson hastalig1 proteini DJ-1’in dikarbonil bilesiklerinin detoksifikasyonu, otofaji ve
oksidatif stres yanit1 dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel islevlerde rol oynadig1 bilinmektedir.
DIJ-1 ortologlari, hem prokaryotlarda hem de 6karyotlarda yaygin olarak bulunur (Su ve dig.,
2015).

Schizosaccharomyces pombe’de, DJ-1 ortologu oldugu belirlenmis alt1 adet gen (hsp3101 -
hsp3105 ve sdjl) bulunmaktadir. S. pombe’de DJ-1 ortologlarinin her birinin delesyona
ugramasi, duragan fazda hayatta kalma oraninin diismesine yol actigi rapor edilmistir. S.
cerevisiae DJ-1 ortologlarinin aksine, S. pombe’deki DJ-1 ortologlarinin 6zellikleri oldukca
farklidir. Bu genler arasinda, sadece sdj/, insan DJ-1 ile 6nemli derecede bir sekans homolojisi
sergilerken, Hsp3101-Hsp3105, E. coli ve S. cerevisiae Hsp31 proteinlerine benzer bir sekans

homolojisi sergilemistir (Su ve dig., 2015).

Son yillarda, bir¢ok ¢alisma ER stresinin PD patogenezinde 6nemli rol oynadigint gostermistir
(Cooper ve dig., 2006; Thayanidhi ve dig., 2010), ancak etki mekanizmasi tam olarak
belirlenememistir. PD’de ER stresi {izerine yapilan c¢alismalarin, hastaligin genetik ve

molekiiler diizeyde nedenini ve PD tedavisi i¢in yeni fikirler dogurmasini hedeflemistir.

Bu kapsamda, Tunikamisin ile tetiklenen ER stresinin hiicre ici ROT artisina yol agtig1 ve
bunun da katlanmamis protein (UPR) yanitini indiikledigi bilinmektedir (Ozarabaci, 2019).
Sunulan bu c¢aligmada, PD’e neden olan genlerden DJ-1 ortologu olan S. pombe sdjl geninin

ER stresi baglantili hiicresel yanitlardaki etkisi biyokimyasal diizeyde arastirildi.
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Bu amacla, oncelikle, optimal kosullar altinda iiretilen S. pombe paretal ve sdjlA irklarinda,
jenerasyon siireleri 2.84 ve 3.74 saat hesaplanarak sdj/ mutantinin tireme durumu tanimlandi.
Daha sonra ER stresinin sdj/A wkindaki etkilerinin, parental irkla karsilastimali olarak,
arastirilmasina gecilmistir. Logaritmik fazin ortasinda 1 saat siireyle uygulanan tunikamisine
(1 pg/uL) karst her iki irkinda direngli olmasina karsin, uygulama siiresinin uzatilmasi (4 ve 24
saat) durumunda, S. pombe sdjlA irkinin parental irka gére daha duyarli oldugu tespit edildi
(Sekil 4.2 ). Bu nedenle, calismaya 4 saatlik tunikamisin uygulamas: ile devam edildi. ER
stresinin S. pombe parental ve sdjlA wrklarinin hiicre morfolojilerinde bir fark olusturmadigi
(Sekil 4.3), ancak hiicre i¢i oksidasyon diizeyinlerin kontrole gore, S. pombe parental irkta 1.5
kat, S. pombe sdjl A irkinda ise 2.5 kat arttig1 tespit edildi (Sekil 4.4). S. pombe sdjl A irkinda
parental irka gore tespit edilmis daha yiiksek hiicre i¢i oksidasyon diizeyi, bu irkin parentale

gore tunikamisine karst neden daha duyarli oldugunu agiklayabilir.

ER’de katlanmamis proteinlerin veya yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi, ER’nin
islevselligi ve biitiinliigiinii bozarak UPR’yi devreye soktugu (Yoshida, 2007) ve akabinde
apoptozu tetikledigi bilinmektedir (Li ve dig., 2017). S. pombe sdj1 A irkinin tunikamisine kars1
parental 1irka gore daha duyarli olmasinin, apoptoz siireci ile baglantili olmadig: gézlendi (Sekil
4.5). Bu durumun ya uygulanan tunikamisin dozunun (%30 6ldiiriicti, 4 saat, 1liml1 stres) yeterli
olmamasindan ya da UPR’nin apoptoz ile degil otofaji ve ya baska bir hiicresel siireg ile devam
ettiginden kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniildii. Ciinkii, ER stresinin otofajiyi de tetikledigini

rapor eden yayinlar bulunmaktadir (Gozuacik ve Kimchi, 2004; Ding ve Yin, 2008).

Sonug olarak, S. pombe sdjl geninin bulunmadigi hiicrelerde (sdjlA ), tunikamisin duyarlilig
ve yiiksek hiicre i¢i ROT seviyesi, tunikamisin kaynakli ER stresi ile sdj/ geni baglantisi
oldugunu, ancak, tunikamisin baglantili bir apoptozun olugsmadigini diisiindiirmektedir. Bu
durumda, literatiirde de belirtilen ER stresi ile PD arasinda bir baglantinin olabilecegi bu

calisma ile de desteklenmistir. Ancak, ayrintil1 bir sekilde incelenmesi gerekmektedir.
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