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OZET

Y(KSEK LiSANS TEZi

WORTMANNIN’E DIRENCLI Schizosaccharomyces pombe MUTANTLARINA
TUNIKAMISIN’IN ETKISI

Merve YEMENICI

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damgman : Dr. Ogr. Uyesi Semian KARAER UZUNER

Tunikamisin, proteinlerdeki asparagin gruplarinin N-glukozilasyonunu inhibe etmesi
sonucunda yanlis katlanmig proteinlerin birikimine neden olmaktadir ve endoplazmik
retikulum (ER) stresini arttirmasi nedeniyle hiicre biyolojisi ¢aligmalarinda yaygin olarak
kullanilan bir antibiyotiktir. Tunikamisin, fosforile edilmis dolikola N-asetilglukozaminil-1-
fosfat transfer eden N-asetilglukozaminfosfotransferazin inhibe edilmesi yoluyla N-
glukozilasyonu engelleyerek ER stresine yol agmaktadir. Bu g¢aligmada, Wortmannin’e
direngli oldugu bilinen koleksiyona yine ER stresine neden oldugu bilinen tunikamisin
uygulanip tek gen bakimindandelesyonlu ilgili genlerin sinyal yolaklari, etki mekanizmasi ve
fonksiyonlar analiz edildi.

Onceki ¢aligmalarda Wortmannin’e direngli oldugu tespit edilen her biri tek bir gen
bakimindan delesyonlu olan 111 ayr1 mutant Schizosaccharomyces pombe irklarina, yari
Oldiirticii dozu 0,5 pg/mL olarak belirlenmis olan tunikamisin uygulandi. Tunikamisine
diren¢li ve direngsiz olan 20 mutan irk belirlendi. Tunikamisin ile muamele edilmis olan
hiicrelerle kontrol gruplarinin hiicre igi oksidasyon (ROT seviyeleri, reaktif oksijen tiirleri)
farkliliklari, DAPI boyama yontemiyle nukleuslarindaki degisiklikler, akridin orange/etidyum
bromiir (AO/EtBr) boyama teknigi ile hiicrelerdeki canlilik ve apoptoz seviyeleri ol¢iildii.
Ayrica spot ekim yontemi ile hiicrelerin canlilik seviyeleri ve direnglilik oranlar1 ve 20S

xii



proteozom aktivite Ol¢limii ile proteozomal aktivitelerinde meydana gelen degisiklikler, hem
kendi kontrol gruplariyla hem de parental 1rk ile karsilagtirmali olarak gosterildi. Kontrol ve
tunikamisinli besi ortaminda iireyen gruplar kiyaslandiginda, tunikamisin eklenen besi
ortaminda daha az sayida tiredigi, morfolojik olarak daha biiyiik olduklari, nukleus yapilarinin
belirgin Olgiide degistigi, hiicre ic¢i oksidasyon seviyelerinin arttii, proteozomal
aktivitelerinde ciddi miktarlarda degisimlerin oldugu ve hiicrelerin apoptoza yoneldigi
goruldi.

Elde edilen sonuglar bazi insan hastaliklarinin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasina
yardimc1 olacaktir.

Haziran 2020, 87 sayfa.

Anahtar kelimeler: Schizosaccharomyces pombe, tunikamisin, Wortmannin, ER stresi.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

THE EFFECT OF TUNICAMYCIN ON WORTMANNIN
RESISTANT Schizosaccharomyces pombe MUTANTS

Merve YEMENICI

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Assist. Prof. Dr. Semian KARAER UZUNER

Tunicamycin causes accumulation of incorrectly-folded proteins by inhibiting N-
glycosylation of asparagine groups, and is an antibiotic used extensively in cell biology
studies because it increases endoplasmic reticulum (ER) stress. Tunicamycin causes ER stress
by blocking N-glycosylation vice inhibiting of N-acetylglucosaminphosphotransferase, the
enzyme that transfers N-acetylglucosamin-1-phosphate to phosphorylated dolichol. In this
study, tunicamycin, known to cause ER stress, was applied to the collection known to be
resistant to Wortmannin and signaling pathway, mechanism of action and functions of related
genes with single gene deletions were investigated.

111 haploid strains with different mutations in each, which were found Wortmannin-resistant
in our previous study, were treated by a semi-lethal dose of tunicamycin (0.5 pg/mL). Twenty
mutant strains were identified as tunicamycin-resistant or sensitive. The differences in
intracellular oxidation (ROT levels, reactive oxygen species) of the control groups and
tunicamycin-treated cells, the changes in nucleus with DAPI method, the viability and
apoptosis levels in the cells with acridine orange/ethidium bromide (AO/EtBr) technique were
measured. In addition, the viability and resistance levels of strains with the spot assay method

Xiv



and the changes occurring in proteosomal activities with 20S proteasome activity
measurement were shown in comparison with both their control groups and parental strain.
When comparing the groups grown in the media with or without tunicamycin, it was observed
that the cells grow fewer in tunicamycin-containing media and were morphologically larger
size, nucleus structures changed significantly, intracellular oxidation levels increased,
proteosomal activities changed significantly and the cells were directed to apoptosis.

The results will help to clarify the molecular mechanism of some human diseases.

June 2020, 87 pages.

Keywords: Schizosaccharomyces pombe, Tunicamycin, Wortmannin, ER stress.
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1. GIRIS

Okaryotik hiicrelerde bulunan endoplazmik retikulum (ER), nukleus ile bitisik membran
vesikiillerinden olusan bir ag olarak tanimlanmistir (Palade, 1956). Tiip benzeri yapilar ve
diizlesmis keselerden olusan membrandz ag yapisi, sitoplazma boyunca yayilir ve hiicrenin

yaklasik olarak yarisin1 kaplamaktadir (Kaufman, 1999).

ER, aym1 zamanda hiicresel Ca*® homeostazimin korunmasini saglayan bilyiik bir Ca*
deposudur (Knupp ve dig., 2019). ER stresi sirasinda Ca*?, ER'den serbest birakilir ve
mitokondriye girer. Mitokondriye Ca®* hareketi, oksidatif fosforilasyonu (ROT, Reactive
oxygen species) arttirdigi i¢in ER stresine karst ilk yanitlardan biri olarak
nitelendirilmektedir. Yapilan caligmalarla ER stresinin hiicresel mitokondriyal ROT birikimi

ile hiicre 6liimiine neden oldugu bilinmektedir (Bravo ve dig., 2011).

Hiicre igerisinde veya disinda ihtiya¢ duyulan proteinin {iretilmesi i¢in gereken siireglerde rol
alan ER, salg1 yolaginda yer almaktadir. Nukleus zarindan sitoplazmaya ve hiicre zarina kadar
hiicre igerisinde birbiri ile baglantili bir kanal sistemi olusturur. Bu kanal sistemi, hiicre
boliinmesi esnasinda kaybolmaktadir. Yapisina bakildiginda graniillii ve graniilsiiz olmak
tizere iki farkli tipi bulunmaktadir. Graniilsiiz ER (Smooth ER)’de membran {izerinde
ribozom yoktur. Lipid sentezi ve steroid depolama gibi gorevleri vardir. Graniillii ER (Rough
ER)’nin {izerinde ise ribozom vardir. Proteinlerin translasyonel degisikliklere ugradigi ve
hedef bolgeye gonderildigi 6nemli bir organeldir. Proteinler sentezlendikten sonra ER’de
cesitli diizenlenme, katlanma ve olgunlagsma gibi asamalar1 gerceklesir. mRNA, endoplazmik
retikuluma bitisik ribozomlara ulastiginda graniillii ER liimeni igerisinde protein translasyonu
ve bunun sonucunda gesitli modifikasyonlar (6rnegin, N-glukozilasyon, disiilfit bag olusumu
gibi) gerceklesmektedir. ER, proteinlerin golgiye ulagsmalarinda yer alan 6nemli bir gegis

organelidir (Schwarz ve Blower, 2016).

Proteinlerin biyosentezi, katlanmasi, gelistirilmesi, modifikasyonu, tasinmasi ve yikimin
iceren protein homeostazi ER tarafindan diizenlenir (Kaufman, 1999). Proteinler hedef bolge
icin ER’den ¢ikarken ya katlanmis protein seklinde ya da yanlis katlanmamis proteinler
seklindedir. Proteinin katlanmasi1 diizgiin bir sekilde devam ettiginde golgiye giderek

fonksiyonel islevini silirdiirmektedir, ancak yanlis katlanmis proteinler ER’de birikir, ER



fonksiyonunu gerceklestiremeyecek duruma gelir. ER'de yanlis katlanmis proteinlerin
birikimi sonrasinda ER homeostazin1 saglamak i¢in katlanmamis protein yaniti (UPR) olarak
adlandirilan birkag hiicre i¢i sinyal iletim yolunun aktivasyonu ger¢eklesmektedir. Bu yanitin
gerceklesmedigi durumlarda ise ER stresi nedeniyle proteinler iist {iste birikerek hiicreye

toksik zararlar vermektedir.

Schizosaccharomyces pombe (S. pombe), tek hiicreli bir fisyon mayasidir. 3 kromozoma
sahiptir ve 1. kromozomu 5,7 Mb, II. kromozomu 4,6 Mb ve Ill. kromozomu ise 3,5 Mb
boyutundadir (Hoffman ve dig., 2016). 5132 adet genden 5118’1 protein kodlamaktadir
(pombase.org). Genom boyutu 12,57 Mb olan S. pombe organizmasinda genellikle haploid
evre baskindir. S. pombe genomu 2002 yilinda tamamlanmistir (Wood ve dig., 2002) ve
genom dizilemesi tamamlanmis olan altinct model organizmadir (Matsuyama ve dig., 2006).
Hiicresel yiizeyde tam ortadan ikiye ayrilma seklinde bir boliinme gostererek iki esit yavru
hiicre meydana getirmektedir (Klar ve Bonaduce, 2013). Kolaylikla manipiile edilebilen
genomlar1 sayesinde hiicre boliinmesi, DNA replikasyon, metabolizma, protein katlanmasi ve
hiicre i¢i transport gibi temel hiicresel siireclerin anlasilmasinda tercih edilen bir model
organizma olmaktadir (Fields ve Johnston, 2005). Cok yiiksek transformasyon kapasitesine
sahip olan S. pombe, homolog rekombinasyon yolaklar agisindan da zengindir (Sabatinos ve
Forsburg, 2010). Hiicre boliinmesi insan dahil diger dkaryotlarda da benzer mekanizmalarla
gerceklestiginden bu siiregle ilgili S. pombe’de yapilan kesifler insana kolaylikla
uygulanabilmekte ve yapilan caligmalar farmakolojik acidan onemli katkilar saglamaktadir.
Genomunun kolaylikla manipiile edilebilmesi sayesinde molekiiler biyoloji ve hiicre
biyolojisi c¢aligmalarinda siklikla kullanilan, olduk¢a ©nemli bir okaryotik model
organizmadir. Genom dizilerine bakildiginda S. pombe’de bulunan trm10, hxk2, gad8, gut2,
pyp2...vb. gibi genlerin insanlarda diyabete; cdsl, rasl, git5, byrl, gad8...vb. gibi genlerin
kanser ve hnt3, smnl, tbpl, sen54, ppk3...vb. gibi genlerin de ndrodejeneratif hastaliklara

neden oldugu bilinmektedir.

Talaromyces wortmanni mantarindan izole edilen “Wortmannin”, hidrofobik dstrojen-yapili
fungal bir metabolittir (Ui ve dig., 1995). Wortmannin, G-proteinine bagli reseptorlerin
hiicresel yanitlarin1 durdurmasi ve kinaza etki etmesi nedeniyle hiicre yapisin1 bozan bir ajan

olarak kullanilmaktadir. Proteinlerin hiicre i¢i transportunu inhibe etmektedir.



Tunikamisin, protein glukozilasyonunu inhibe eden bir antibiyotiktir. GIcNAc (N-
asetilglukozamin) fosfotransferaz (GPT)’1 inhibe eder ve Sekil 1.1°de gosterildigi lizere
glukoprotein  sentezinin  ilk  basamaginda  N-asetilglukozamin-1-fosfatin ~ UDP-N-
asetilglukozaminden dolikol fosfata transferini 6nler. N bagl glukozilasyonu inhibe ederek ve
N-glukozidik protein-karbonhidrat baglantilarinin olusumunu bloke ederek hiicresel stresin

olusmasina neden olur (Cummings ve dig., 2015).
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Sekil 1.1: Tunikamisinin GPT enzimini inhibe etmesi (CTP: Sitidin trifosfat, CDP:Sitidin
difosfat, P:Fosfat, slideplayer.com).

Bu ¢aligmanin amaci, Wortmannin’e direng gosteren 111 tane mutant Schizosaccharomyces
pombe (S. pombe) susundan tunikamisine direngli ve direngsiz olanlarinin tespit edilmesi ve
spot ekim, hiicre i¢i oksidasyon, nukleus boyama, AO/EtBr boyama ve proteozomal aktivite
Olciilerine bakilarak hiicredeki degisikliklerin gozlenmesidir. Calismadan saglanacak bulgular
cesitli norodejeneratif hastaliklarin altinda yatan molekiiler mekanizmanin aydinlatilmasina

katk1 saglayacaktir.


https://slideplayer.com/slide/14290345/

2. GENEL KISIMLAR

2.1. ENDOPLAZMIiK RETIiKULUM STRESI

Okaryotlarda salgilayict ve transmembran proteinlerin biiyiikk ¢ogunlugu endoplazmik
retikulumda (ER) katlanir. Bu transmembran proteinleri ve salgt proteinleri, salgi yolundaki
diger bolgelere veya plazma zarmna verilmeden Once ER igerisinde katlandiktan sonra
olgunlasir. Tiim ER organellerinin icerisinde katlanan proteinlerin katlanma yiikii bakimindan
belli bir homoestazi bulunmaktadir (Guydosh ve dig., 2017). Sicaklik, ¢ift kath lipit katmani,
saperonlar, tuz konsantrasyonu gibi ¢esitli faktorler proteinlerin katlanmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. ER’de, protein biyosentezi ve katlanmasmin yani sira, lipid biyosentezi ve
kalsiyum homeostazi gibi ¢esitli fonksiyonlar da yer alir. Yalmizca dogru katlanmis bir
protein, salgi yolaginda yer alan bu organelden kusursuz bir sekilde ¢ikarak ilerler. Dogru
katlanmamis proteinler ise birikerek homeostazi bozar ve ER stresine yol acar (Schwarz ve

Blower, 2016).

GranullG ER

Ribozomliar

Sekil 2.1: Endoplazmik retikulumun yapisi (micro.magnet.fsu.edu).

ER igerisinde katlanan proteinlerin g¢esitli nedenlerle birikmesi ve ER’nin protein katlama

islevini gergeklestirmesi i¢in gereken katlanma yiikii arasindaki dengenin bozulmasi


https://micro.magnet.fsu.edu/

sonucunda ER stresi olarak adlandirilan katlanmis veya katlanmamis proteinlerin birikmesi
s0z konusudur. Bu durum, katlanmamis protein yanitin1 (UPR, ‘Unfolded protein response’)
tetikler (Cetinkaya ve Dursun, 2016). ER stres yanit1 ya da katlanmamis protein yaniti (UPR)
olarak adlandirilan bu hiicresel cevap mekanizmasi ilk olarak maya c¢aligmalar ile ortaya
cikarilmigtir. UPR, ER igerisinde protein katlama homeostazini korur. ER stresi durumunda
proteinlerin sentezinin inhibisyonu, ER'de yanlis katlanmis proteinlerin birikmesini
engelleyerek hiicrenin sagkalimi i¢in olduk¢a Onemli bir mekanizmadir (Walter ve Ron,

2011).

Hiicrede belirli bir siire iginde diizgiin bir sekilde katlanamayan proteinler, ER'den sitosole
gecerek ‘ER ile iliskili degradasyon’ (ERAD: Endoplasmic Reticulum-Associated
Degradation) araciligiyla uzaklastirilir (Smith ve dig., 2011). Ancak ER’de katlanan yeni
proteinlerin kendi dogal konformasyonlarina ulasamadigi ve yanlis katlanma siireci ile bas
edemedigi durumlarda, proteozom inhibitérleri ERAD yolagini bloke ederek UPR olarak
adlandirilan bir sinyal kaskadini uyarir. Hiicrenin kaderini belirlemedeki merkezi rolii
nedeniyle UPR, giiniimiizde bircok c¢alismanin temelini olusturmaktadir. UPR'nin
aktivasyonu, ii¢ ER stres sensorii proteinine (Irel, PERK ve ATF6) baglidir (Gardner ve dig.,
2013; Knupp ve dig., 2019).

Saccharomyces hiicrelerinde, ER’de bulunan transmembran proteini Irel (Inositol-requiring
enzyme 1), bir endoriboniikleaz gorevi goriir ve daha sonra UPR'den sorumlu olan bir
transkripsiyon faktorii proteinine c¢evrilen mayalardaki HAC1l’e (memelilerde XBP1) ait
mRNA'nin kirpilmasina katkida bulunur. UPR hedef genleri, ER'de biriken katlanmamus
proteinlerle basa c¢ikacak kodlayici faktorlerin yanmi sira, membran lipit metabolizmasi
proteinlerini kodlayan enzimleri igerir. UPR'yi indiikleyen hiicresel kosullarin tamami, ER

stresi olarak adlandirilir (Tran ve dig., 2019).

Endoplazmik retikulumda katlanmamis protein birikiminin PERK (Pankreatik ER kinaz,
PKR-like endoplasmic reticulum kinase) araciligi sinyal yolagina bakildiginda ise, ER’de
katlanmamis protein birikimi ile karsilasildiginda BiP/Grp78 saperonlari devreye girmektedir.
Katlanmamis proteinler PERK’in homodimerize olmasina ve buna bagli olarak 6karyotik
baslama faktor 2 (elF2alfa)’nin Ser51°1 fosforillemesine neden olmaktadir. Fosforile olmusg
elF2alfa, translasyonu inhibe eder. Sonug olarak PERK, hiicresel siklusun durmasi, apoptozis

ve ERAD ile iligkili genleri aktive ederek ER stresinde protein sentezi kontroliinde rol



almaktadir (Tashiro, 2019). Tip I transmembran proteinleri olan Irel ve PERK’in hemen
hemen aym biiytikliikteki ER-liiminal alanlara sahip olmasi nedeniyle, ER stresini algilamak

i¢in ortak bir mekanizma paylastiklar varsayilmaktadir (Cetinkaya ve Dursun, 2016).

Okaryotik hiicrelerdeki UPR sinyalizasyonunda rol alan bir diger protein olan ATF6
(Activating transcription factor 6) ise tip Il ER transmembran proteinidir. Endoplazmik
retikulumda (ER) katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi transkripsiyonel
olarak ER saperonlari, BiP ve GRP94'ii indiikler (Kimata ve Kohno,2011). ER membraninda
yer alan ATF6, stres durumunda BIP saporununa baglanarak golgiye tasinir. Golgide
ATF6’nin  N-terminal sitosolik domaini, BiP, XBPl1 ve Grp94 gibi hedef genlerin
transkripsiyonunu uyaracak olan CRE (ATF/CAMP response element) ve ERSE (ER stres

yanit elementi)’ye baglanmak i¢in nukleusa gegmektedir.

Programlanmis hiicre 6limii anlamina gelen ‘‘apoptoz’’, Yunanca‘‘apo (ayr1)’’ ve ‘‘ptozis
(diisen)’”  kelimelerinden olugsmaktadir (Tomatir, 2003). Hiicrelerde Na, K, Cl gibi
elementlerin taginmasinda meydana gelen aksakliklar nedeni ile hiicre ig¢ine ve disina
taginmanin bozulmasina bagli olarak morfolojik olarak biiziilme, hacimsel olarak kii¢iilme ve
cesitli biyokimyasal degisimlerin beraberinde ¢evrede bulunan diger hiicrelerle olan temasin
kaybolmasini takip eden bir siire¢ izlenmektedir (Munoz ve dig., 2012; Sousa ve dig.,2019).
Hiicreler apoptoza ugradiginda c¢evrelerine zarar vermez ve bu siire¢ olduk¢a hizhidir (Kerr ve
dig., 1972). Mitokondrial reaktif oksijen birikiminin neticesinde meydana gelen ER stresi
sonucunda hiicre sag kalimi1 basaramazsa apoptoza siiriklenmektedir (Knupp ve dig., 2019).
Apoptoz, hiicrelerde genetik belleklerinde yer alan bu programli intihar olaymi tetikleyen
birtakim sinyalleri baglatan stres kosullar1 gibi durumlarla aktive oldugu bilinmesine ragmen
molekiiler mekanizmasi heniliz tam anlami ile bilinmemektedir. Giiniimiizde Alzheimer,
Parkinson, Huntington gibi norodejenaratif bozukluklar ile ilgili hastaliklarin temeline
inildiginde programlanmig hiicre dlimlerindeki artis ile karsilagilmaktadir (Sousa ve dig.,
2019). Bu mekanizmalarin anlasilmasi1 ve beraberinde yapilacak c¢aligmalarla apoptozun

engellenmesiyle gliniimiizde karsilastigimiz pek ¢ok hastaligin 6niine gegilebilecektir,

Bu c¢alismada ER stresi gibi stres kosullar1 ile karsilasan tek gen delesyonlu S. pombe
organizmalarinda apoptoz artmaktadir. ER stresine sebep olan tunikamisin antibiyotigi gibi
stres kosullar1 ile muamele olan organizmalarin kontrol gruplarina gore daha fazla sayida ve

daha hizli apoptotik siirece girdikleri gosterilmistir.



2.2. WORTMANNIN

Fosfatidil inositol-4,5-bifosfat 3-kinaz (PI3K) yolagi basta olmak iizere sinyal iletim
yolaklarmin gii¢lii bir inhibitérii olan Wortmannin, Talaromyces wortmanni mantarinin
hidrofobik Ostrojen ile iligkili bir mantar metabolitidir. Ayrica G-protein-bagl reseptorler
uyarildiginda meydana gelen hiicresel tepkileri de inhibe etmektedir. Bunun bir 6rnegi
bazofilik 16semi hiicreleri tarafindan ¢esitli ligandlar histamin salgilanmasini
engellemesidir. Buna ilaveten Wortmannin (CzsH240s), adipositlerde glukoz aliminin
insiilin uyarimini da engellemektedir

Wortmannin, hem S. cerevisiae gibi tomurcuklanan hem de S. pombe gibi boliinen mayalar
icin toksik bir maddedir (Cardenas ve dig., 1999).

2.3. TUNIKAMIiSIiN

Tunikamisin, gram-pozitif bir bakteri tiirii olan Streptomyces clavuligerus tarafindan {iretilen
bir sekonder metabolittir. 1970°1i yillarda kesfedilen tunikamisin, Takatsuki ve ekibinin
antibiyotikler {izerine yaptig1 ilk ¢alismalarinda Streptomyces lysosuperificus’ten izole
edilmistir (Takatsuki ve dig, 1971) ve daha sonraki ¢aligmalarda ayni sekonder metabolitin
Streptomyces clavuligerus ve Streptomyces chartreusis tarafindan da iretildigi gosterilmistir
(Wyszynski, 2010).

Tunikamisin, aminodeoksidialdoz (tunikamin) olarak adlandirilan 11-karbonlu bir disakkarit
olan {iridin ve degisken uzunluktaki (13-17 karbonlu) bir yag asidinden olusan bir niikleozit

antibiyotik sinifina aittir (Varki ve dig., 1999). Tunikamisinin yapis1 Sekil 2.2°de verilmistir:



Tunikamin Uridin

Sekil 2.2: Tunikamisinin yapisi (Varki ve dig., 1999).

GlcNAc fosfotransferazi (GPT) enzimini inhibe eden tunikamisin, olduk¢a Onemli bir
homolog niikleozit antibiyotigidir. Sekil 2.3’te gosterildigi lizere GPT, asparagine bagl
glikoproteinlerin sentezini bloke eden dolikol fosfata N-asetilglukosamin-1-fosfatin UDP-N-
asetilglukozaminden transferini kataliz etmektedir. Glikozasyonu inhibe etmek igin gereken
tunikamisin miktari; fosfotransferaz ekspresyonundaki farkliliklar, kiiltiir sartlari, gen
delesyonlart gibi durumlara bagli olarak hiicreden hiicreye farklilik gostermektedir.
Tunikamisin sitotoksik bir maddedir ve direngli mutantlar, GPT'yi asir1 tretebilmektedir
(Wyszynski, 2010).
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Sekil 2.3:  Tunikamisinin ER’de  GPT’yi  inhibe etme  mekanizmasi
(biochem4.okstate.edu).

Tunikamisinin antiviral, antibakteriyal ve 6karyotlara ait N-baglantili protein glukozilasyonun
inhibisyonu gibi etkileri bulunmaktadir (Wyszynski, 2010). Antiviral etkisine bakildiginda,
yapilan ilk arastirmalarda Newecastle Hastalik viriisiiniin ¢ogalmasini engelledigi tespit
edilmistir (Takatsuki ve dig., 1971). Ayn1 zamanda tunikamisin, viriisiin neden oldugu tip 1

diyabet modelinde diyabet insidansini geciktirdigi gosterilmistir (Shaabani ve dig., 2012).

Tunikamisinin antibakteriyal etkisi agisindan ise, bakterilerde hiicre duvari sentezini inhibe
ettigi  bilinmektedir. Tunikamisin, bakterilerde hiicre duvar1 temel bilesenleri olan
peptidoglikanlarin yapisini olusturan undekaprenil-pirofosforil-N-asetilmiiramil pentapeptidin
(Lipit I) olusumunu katalize eden MraY’i bloke ederek hiicre duvart olusumunu

engellemektedir (Yamamoto ve Ichikawa, 2019).

Tunikamisinin okaryotik etkisine bakildiginda ise, N-glikanlarin sentezini inhibe ettigi ve ER
stresine neden oldugu gosterilmistir.  Hiicre bdliinmesini inhibe ederek hiicrelerin
homeostazini bozmaktadir. Tunikamisin ile muamele edilmis olan okaryotik hiicrelere
bakildiginda hiicresel dongiiyli G1 evresinde durdurdugu ve hiicrenin apoptoza ydneldigi
gosterilmistir (Shaabani ve dig, 2012; Xiao ve dig., 2016). Hiicresel dongiiyii etkileyen ve ER
stresine neden olan tunikamisin ile ilgili, diyabet (Diabetes mellitus vb. gibi), kanser

(kolorektal, meme vb. gibi), nérodejeneratif hastaliklarin (Alzheimer, Parkinson, ALS, SMA,


http://biochem4.okstate.edu/
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motor noron hastaligi vb. gibi) ve birgok otoimmiin hastaligin tedavisi igin calismalar

yapilmaktadir (Shaabani ve dig., 2012).
2.4. Schizosaccharomyces pombe

S. pombe fisyon mayasi, ilk olarak Afrika'da 1893 yilinda P. Lindner tarafindan ¢esitli Afrika
biralarindan izole edilmistir. Daha sonra A. Osterwalder, 1921'de Fransa'min giineyinde
yetisen tiziim suyundan minimal besiortaminda yaklasik olarak %90’min konjugasyon yaptigi
ve sporlar olusturdugu i¢in h* olarak adlandirdig: suslari izole etmistir. S. pombe'nin h*® susu
ilk olarak, 1940’1 yillarda U. Leupold tarafindan karakterize edilmistir ve giinimiizde 972
susu olarak bilinmektedir. Heterotallik h* 972 ve h™972 suslari, h*® 972'den izole edilmistir ve
maya biyoteknolojisi laboratuvarinda en yaygin olarak kullanilan suslardan biridir (Hoffman,
2015).

Diinya c¢apindaki gesitli dogal kaynaklardan elde edilen S. pombe’nin kelime kokeni, bira
benzeri fermente bir igecek anlamina gelen ‘Svahili’ sozctigiidiir. Bilim insanlarinin 1940’1
yillardaki ilk ¢alismalari, yasam dongiisiinii iceren boliinme ve buna bagli olarak iireme

mekanizmalarini arastirma konulari tizerinde olmustur (Leupold, 1950).

Normal sartlar altinda S. pombe, haploid yapida bulunan ascomycete grubuna ait
mantarlardandir. Bir ascomycete'nin belirleyici 6zelligi, sporlarin ascus olarak adlandirilan
0zel bir yap1 i¢inde olusturulmasidir. Hiicreler, silindirik formdadir. Haploid yapidaki serbest
yeni bir hiicrenin ¢ap1 3-4 um iken, boliinmek {izere olan hiicreler 12-15 pm boyutlarindadir.
Tiim fungal hiicrelerde oldugu gibi hiicre i¢in ozmotik koruma saglayan, hiicre biitiinliigiinii
koruyan ve hayatta kalmak i¢in gerekli olan hiicre duvarina sahiptir. Hiicre duvari, monopolar
veya bipolar biiylime, medial fisyonla sitokinez, zigot olusumu ve spor gelisimi gibi yasam
dongiisii boyunca meydana gelen morfolojik degisikliklere izin veren dinamik bir yapidir

(Duran ve Pérez, 2004).

Bir S. pombe’nin yasam dongiisii, eseyli iireme ve vejetatif iiremelerden meydana
gelmektedir. Fisyon mayas1 (“fission yeast”) grubunda yer alan S.pombe model organizmasi,
vejetatif ireme ile Sekil 2.5’te goriildiigii tizere nukleus sayisini ikiye katlayarak ve uzun
eksene dik bir septum olusumu gerceklestirerek boliinmektedir. Eseyli iireme ise h* ve h’
olarak bilinen iki farkli esey tiplerinde olan 1rklar arasinda meydana gelmektedir, bu siiregte

meydana gelen zigottan diploid hiicreler olusabilir veya mayoz boliinme gecirerek icerisinde
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dort tane haploid askosporun bulundugu zigotik askuslar meydana getirebilir. S. pombe
hiicrelerinin genellikle bulundugu form haploid olmasina ragmen aglik gibi dis faktorler, h*
ve h™ suslarimin haploid hiicrelerini eseyli iiremeye tesvik eder ve (h + / h-) heterozigot olan
diploid zigotlar olusturur (Egel, 2004). S. pombe’lerde jenerasyon siiresi 2-4 saat arasinda
degismektedir (Sharifmoghadam, 2009).

Sekil 2.4: Boliinme i¢in nukleusunu iki katina ¢ikarmis
olan S. pombe goriintiileri.

Normal biiylime kosullar altinda 6karyotik hiicreler, G1, S, G2 ve M fazlarini igeren tipik bir
hiicre dongiisti gosterirken S. pombe, diger organizmalardan farkli olarak ¢ok kisa bir G1 fazi
gostermektedir (Sharifmoghadam, 2009). Besin eksikligi olan ortamlarda hiicreler, hiicre
dongiisiiniin G1 fazinda (azot yoksa) veya G2 fazinda (glukoz yoksa) tutuklanir. Farkli esey
tipindeki hiicreler azotsuz ortamda inkiibe edilirse konjugasyon siirecine ve ardindan diploid
zigot olusumuna yol agan bir dizi morfolojik degisime maruz kalirlar (Egel, 1994). Olusan
zigotlar kararsizdir ve genellikle hemen mayoz gecirir ve bu da dort haploid ¢ekirdegin
olusumuna yol agar; bunlar birer haploid sporun i¢inde bulunur ve bu sporlar zigotik bir

askusun i¢indedir.
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Sekil 2.5: S. pombe nin Yasam Dongiisii (tr.redsearch.org).

S. pombe model organizmasi ile ilgili g¢aligmalar; transkripsiyon, translasyon, DNA
replikasyonu, hiicre dongiisii kontrolii ve sinyal iletimi gibi temel mekanizmalarda yer alan
oldukca Onemli ve {iizerinde henliz calisilmamis birgok genin kesfedilmesine ve
tanimlanmasin1  saglamaktadir. Bu c¢aligmada kullanilan tek gen delesyonlu mutantlar,
tunikamisin  antibiyotigine maruz birakilarak farkli fonksiyonlara sahip genlerin
tanimlanmasma yardimci oldugu disiiniilmektedir. Bu mutantlar ayrica hiicrelerdeki
glukozilasyon fonksiyonlariin yani sira metabolizma ve hatta insanlarda goriilen hastaliklar
bakimindan modeller sunmaktadir. Bununla birlikte, apoptoz indiikleyici aktivitesi nedeniyle
birgok kanser, norodejeneratif hastaliklar ve obezite gibi hastaligin molekiiler diizeyde

aydinlatilmasina da katki saglamaktadir.


https://tr.redsearch.org/images/6723267

3. MALZEME VE YONTEM

3.1. CALISMADA KULLANILAN Schizosaccharomyces pombe IRKLARI
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Bu tezde, calisma grubumuz tarafindan BAP-51649 No.lu ve “Insan hastaliklarinin molekiiler

mekanizmalarinin arastirilmasinda Schizosaccharomyces pombe'nin model organizma olarak

kullanilmasimin optimizasyonu” baslikli proje c¢aligmasinda S. pombe haploid mutant
koleksiyonu (BIONEER, Versiyon 5.0) kullanilarak elde edilen wortmannin’e direngli 111 1rk
kullanild1 (Tablo 3.1). Parental irk olarak S. pombe ED666 ki (h+ade6-M210 ura4-D18
leul-32) kullanildu.

Tablo 3.1 : Wortmannin’e direng gosteren S. pombe tek gen delesyonlu mutant irklar.

SPACB8C9.16¢ SPBC3E7.02¢c SPCC970.06 SPAC31G5.04 SPAC22E12.01
(mug63) (hsp16) (erv29) SPBC1347.08c (lys12) (pet3)
SPAC17A2.14 SPBC1604.01 SPAC821.10c SPCC1884.02
(mnr2) SPBC8D2.18¢c (egtl) (sod1) (nicl) SPBC19G7.18c
SPAC328.06 SPBC15C4.01c SPBC2D10.14c SPAC9E9.13
(ubp2) (oca3) (myo51) (wos2) SPAC1B3.01c SPAC12B10.15¢
SPCC1795.06 SPCC1682.01 SPBC4F6.16¢ SPAP27G11.10c SPBC1773.09c SPBC725.12
(map2) (gcr9) (eroll) (nup184) (mug184) (nbl1)
SPAC1687.15 SPBC106.01 SPAC926.03 SPCC4B3.01
SPAC57A7.09 (gsk3) SPBC8E4.04 (mph1) (rlc1) (tum1)
SPCC18.09¢c SPAC20G4.03c SPBC4C3.09 SPBC146.10 SPBC146.12
(hnt3) (hril) (otg3) (mug57) SPAC3H1.08c (cog6)
SPAC1952.17¢c SPAC222.07c SPBC106.08¢c SPBC16H5.02 SPBC23E6.02
(tbc13) (hri2) (mug2) (pfk1) SPBC3B8.08 (rrp2)
SPAC694.05¢ SPBC13G1.08c SPBC18H10.13 SPBC16G5.09 SPBC1685.11
(rps2502) (ash2) SPAC227.17c (rps1402) (kex1) (rlp1)
SPBC1604.02¢c SPBC28E12.03 SPAC1556.05¢c SPCC622.12¢
(pprl) (rgad) SPAC688.03c (cgrl) SPAC26A3.14c (gdh1)
SPAC26F1.03 SPBC18H10.15 SPBC27.06c SPAC4D7.01c
SPBC17A3.05¢c (pdal) (cdk11) (mgr2) (sec7l) SPAC3H5.09¢c
SPCC18B5.11c SPBC27B12.09¢ SPBC21C3.18 SPCC188.12 SPBC16G5.15¢
(cds1) (fIx1) (spo4) (spn6) (fkh2) SPAC824.03c
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Tablo 3.1 (devam) : Wortmannin’e direng gdsteren S. pombe tek gen delesyonlu mutant irklar.

SPCC1322.05¢c SPBC2D10.06 SPAC11E3.04c SPBC428.04 SPBC21D10.07 SPBC1539.03c
(lap2) (repl) (ubc13) (apql2) (cmcl) (arg4l)
SPAC24B11.10c SPAC14C4.15¢c SPAC4F10.04 SPBC26H8.01 SPBC29A10.02
(cfhl) SPAC23D3.13c (dppl) (ypal) (thi2) (spo5)
SPCC1919.12c SPAC3H8.09¢c SPAC22A12.11 SPBC354.15
(erm2) (nab3) (dak1) SPBC577.11 (fapl) SPCC576.02
SPAC1F5.07¢c SPAC1296.02 SPAC4G8.11c SPBC24C6.10 SPBC3E7.01
(hem14) (cox4) (atp10) (dipl) (fabl) SPBPB21E7.05
SPAC222.05¢ SPAPBSES5.06¢ SPBC56F2.09¢
SPCC1739.08c (mss1) (rpl302) SPCC63.06 (argb) SPCC1620.12c
SPAC1F5.05¢ SPBC577.06¢c SPBC27B12.08 SPAC926.05¢ SPBC776.04 SPCC1840.10
(msol) (stt4) (sipl) (dph4) (sec2302) (ism8)
SPBC21C3.16¢ SPAC869.02¢c SPBC29A3.10c SPCC11E10.06c
(spt4) (yhbl) (atpl14) (elp4) SPCC1020.07 SPCC4G3.12¢c
SPBC1711.03 SPCC1919.13c SPBP8B7.27
(emc3) (bmt5) (mug30)

3.2. BESi ORTAMLARI

Maya 6ziitlii zengin sivi besi ortam1 (YEL) hazirlamak i¢in Tablo 3.2°de belirtilen oranlarda

malzemeler bir araya getirildi ve ardindan otoklava atilarak sterilizasyon (121 °C, 1.2

atmosfer basing altinda, 15 dk) asamasi tamamlandi. Mutant organizmalar i¢in kullanilacak

YEL igerisine 100 mg/mL stok genetisin antibiyotigi eklendi. Parental organizma i¢in YEL

igerisine genetisin eklenmedi.

Tablo 3.2: Yeast Extract Liquid (YEL) besi ortami igerigi.

Glukoz 30gr
Maya ekstresi (Yeast extract) 5¢gr
Distile su 1000 mL
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Zenginlestirilmis sivi besi ortami (YES, Yeast Extract with Supplements) olusturmak ig¢in
YEL besi ortaminin sterilizasyonu yapildiktan sonra adenin, urasil, histidin, 16sin ve lizin
metabolitleri (her bir metabolitten 50 mg/L olacak sekilde) ilave edildi (Tablo 3.3) ve besi

ortami1 +4 °C’de inkibe edildi.

Tablo 3.3: Yeast Extact with Supplements” (YES) zenginlestirilmis sivi besi ortamiu.

YEL besi ortam (200 mL)
Genetisin (100 mg/mL) 0,4 mL (Mutantlar igin)
Adenin (50 mg/L) 1mL
Histidin (50 mg/L) 1mL
Lizin (50 mg/L) ImL
Losin (50 mg/L) 1mL
Urasil (50 mg/L) 1mL

Besi ortamimna konulmasi gereken tunikamisinin yari oldiriicii dozu (0,5 pug/mL) olarak

ayarlanmigtir. Tiim tunikamisin igeren besi ortamlarindaki oran bu sekilde sabitlenmistir.
3.3. S. pombe MUTANT IRKLARININ URETIMi VE SAKLANMASI

Ticari olarak Bioneer firmasindan saglanan Schizosaccharomyces pombe mutant irklart
(Versiyon 5) Istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda bulunan
Maya Genetigi ve Biyoteknolojisi Laboratuvart Kiiltiir Koleksiyonunda bulunmaktadir.
-70°C’de 200 pL’lik plakalarda %50 (v/v) gliserol stokta saklanan hiicrelerden parental irk
YES besi ortamina ekilirken mutant irklar genetisin iceren YES besi ortaminda 30°C’de, 180
dakika/devir calkalayici etiivde (Sartoriusstedium, Certomat® IS), 5 giin, inkiibe edilerek
canlandirildi. Calisma stiresince +4 °C’de stoklanan hiicreler ayni sartlarda 1 giin inkiibe
edilerek taze kiiltiirleri elde edildi. Koleksiyonun tamami (111 1rk) i¢in 96 kuyucuklu 200
uL’lik plakalar kullanilirken calismanin devaminda kiiltiir ortaminin hacmi artirildi. Ilk
secimden sonra 24 kuyucuklu plakalar, ikinci se¢im ig¢in 5 mL’lik cam tiipler kullanilarak

hiicrelerin liretimi saglandi.
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3.4. WORTMANNIN’E DIRENCLI MUTANT IRKLARA TUNIKAMISIN ETKISi

Bu c¢alisma kapsaminda, Endoplazmik Retikulum (ER) stresi yaratan tunikamisinin yari
oldiiriici  dozu  (ICsg) Ozarabact  (2017) tarafindan  tespit edildigi  gibi, 0,5
ug/mL olarak kullanildi.

Wortmannine direngli 111 irkin tunikamisin metabolitine karsi tireme 6zellikleri, her biri ii¢
deney tekrar1 igeren iki basamakta secildi. Birinci basamakta, logaritmik evrenin ortasina
kadar tiretilerek taze kiiltiirleri elde edilen her bir irkin kontrol (tunikamisin igermeyen) ve
deney (tunikamisin igeren) gruplari, 200 puL’lik YES besi ortaminda, 30°C’de, 180
dakika/devir 24 saat tiretildi. Kontrol irk olarak parental irk kullanildi. Koér 6rnek olarak, YES
ve tunikamisin eklenen YES kullanildi. 1nk1'ibasyon baglatilmadan Once ve sonra,
spektrofotometre cihazinda (EON, Biotek Instruments Inc.) her bir irkin kontrol ve deney
gruplarinin 600 nm dalga boyundaki optik yogunluklar1 6lgiildii. Buna gore, her bir 1rk igin

tireme durumlari, baslangi¢ 6l¢iimii son 6l¢timden ¢ikartilarak hesaplandi.

ikinci basamakta, iireyen irklar ayni kosullarda fakat 10" hiicre/mL olacak sekilde 1 mL’lik
kiiltiirlerde iiretildi. Ug deney tekrarinin ortalamasi alindi. Ureme miktarlarina bakilarak

(Tablo 4.1) segimleri saglandi.

3.5. HUCRE ICI OKSIDASYON DUZEYININ BELIRLENMESI

Tunikamisin ile muamele sonrasinda segilen yiiksek, orta ve diisiik direngli 1rklar ile parental
irkin 30°C, 180 dakika/devir, bir gece liretilerek taze kiiltiirleri elde edildi. Her bir irkin taze
kiiltiiriinden 10" hiicre/mL olacak sekilde 5 mL’lik YES (kontrol) ve YES + 0,5 pg/mL
tunikamisin (deney) besi ortamlarma ekimleri yapildi, 30°C’de, 180 dakika/devir, 24 saat
tiretildi. Daha sonra, esit miktarda baslangi¢ hiicre sayisi olusturabilmek igin galkalayicidan
alinarak spektrofotometre cihazinda absorbans degerleri dlgtildii. Ayrica, “Malassez” laminda
(0.0025 mm?, Superior, Marienfeld) hiicre sayimi yapildi. Malassez laminda hiicre sayimi

asagidaki denkleme gore hesaplandi:
[Hiicre Sayis1 / mL = Ortalama Hiicre Sayisi1 x Sulandirma Katsayis1 x 105]

Her bir wrkin kontrol ve deney gruplar1 ayni miktarda hiicre sayis1 icerecek sekilde

mikrosanrtifiij tiiplerine alindi. Bu tiiplerdeki hiicreler, 5.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek
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stipernatant uzaklastirildi. Elde edilen pellet, 1 mL taze besi ortaminda ¢oziindiiriildi (Inoue
ve dig., 1999; Pereira ve dig., 2003). Daha sonra bu tiiplerin etrafi aliminyum folyo ile
sarildi.  Etanolde hazirlanan “Dichloro-dihydro-fluorescein  diacetate” (DCFH-DA)
¢ozeltisinden son derisimi 4 uM olacak sekilde her bir tiipe eklendi ve 30°C’da 1 saat
calkalamal1 etiivde inkiibe edildi. Ornekler, 5.000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Santrifiijiin
ardindan kalan silipernatant tekrar uzaklastirildi ve ¢oken hiicreler deiyonize su ile yikanarak
santrifiijleme islemi tekrarlandi. Cokelti {izerine 0,4 mL PBS (Fosfat tampon tuz ¢6zeltisi)
eklendi ve spektrofluorometre kuyularina ayni 6rnekten 200 pL’lik ikiser yiikleme yapildi ve
spektrofluorometre  cihazina  yerlestirildi. Serbest radikallerin  etkisiyle olusacak
“diklorofluoresinin” (DCF) yaydig1 fluoresans, spektrofluorometrede (BioTek® Instruments,
Inc FLX800 Spektrofluorometre Mikroplate Okuyucu) eksitasyon ve emisyon dalga
boylarinda (490 ve 524 nm) sirasiyla 6lgiildii. Her deney ii¢ defa tekrarlanarak kontrol edildi.

3.6. TUNIKAMISININ HUCRE CANLILIGINA ETKIiSININ SPOT EKIiM
YONTEMIYLE TAKiP EDILMESI

Tunikamisin ile muamele sonrasinda segilen yiiksek, orta ve diisiik direncli irklar ile parental
irkin 30°C,180 dakika/devirde bir gece tretilerek taze kiiltiirleri elde edildi. Her bir irkin
baslangi¢ saatinde OD’leri 0,2 olacak sekilde YES (kontrol) ve YES + tunikamisin i¢eren besi
ortamlarina ekimleri yapildi ve 30°C, 180 devir/dakikada 24 saat inkiibe edildi. 24. saatin
sonunda her bir irkin hem kontrol hem de deney gruplar siras1 ile 10’ar kat sulandirma
yapilarak 10, 102, 103, 104, 10° seyreltildi. Ardindan mutant irklarin her biri yogun olandan
seyrek olana dogru sirasi ile genetisinli kati YES besi ortamina, parental kati YES besi
ortammma 5 pL ekim yapildi. Her irkin deney ve kontrol gruplari alt alta ekildi. Ekim
yapildiktan sonra petriler 30°C’de iki gece boyunca liremeye birakildi.

3.7. HUCRELERDE PROTEOZOMAL AKTIVITENIN BELIRLENMESI

Parental 1rk, tunikamisine diisiik, orta ve yiiksek direngli mutant irklar, 30°C, 180
devir/dakika, bir gece inkiibe edildi. Her bir irkin baslangi¢ saatinde OD’leri 0,2 olacak
sekilde YES (kontrol) ve YES + tunikamisin besi ortamlarina ekimleri yapild1 ve 30°C, 180
devir/dakika, 24 saatinkiibe edildi. Her bir irkin kontrol ve deney gruplarindan protein
izolasyonu yapildi. Zhang ve arkadaslar1 (2001) tarafindan Onerilen protein izolasyonu

deneyinin ilk agamasi olarak her bir deney ve kontrol gruplar1 10 dk 7.000 rpm’de santrifiij
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edildi. Daha sonra iist siv1 uzaklastirilarak pelletin {izerine 400 pL par¢alama tamponu (Tablo
3.4), 0,3 g cam boncuk ve 4 tane metal boncuk ilave edilerek dismembratoér cihazinda
(Sartorius Mikro-Dismembrator S) 1 dakika karistirma 1 dakika buzda tutma olacak sekilde
tic kez tekrar edildi. Mikrosantrifiij tliplerinin altlar1 delinerek siipernatant santrifiij ile alttaki
tiipe gecirildi. 14.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra iist sivi alinip 15.000
rpm’de 15 dakika yeniden santrifiij edildi ve iist s1v1 yeni tliplere alinarak -20 °C’de saklanda.

Tablo 3.4: Hiicre pargalama tamponu.

Bilesenler Miktar

Tris (50 mM) stok 1M 2,5mL
NaCl (150 mM) stok 1M 7,5mL
Nonidet P40 (%0,5) 0,25 mL
EDTA (5 mM) stok 0,5M 0,5mL

Total hacim: 50 mL

Her bir grubun protein izolasyon islemi tamamlandiktan sonra protein konsantrasyonunu
belirlemek igcin Waterborg (2002) tarafindan modifiye edilmis Lowry yontemi uygulandi
(Lowry ve dig.,1951) ve proteozomal aktivite dl¢iimii icin deney baslatildi. Tlk olarak, daha
onceden hazirlanmis olan 140 pg/mL, 200 pg/mL, 280 pg/mL, 340 pg/mL, 400 png/mL olan
standartlar ile grafik olusturuldu ve R? denklemi elde edildi [R* denklemi, y = mx + b, (y:
absorbans, m:egim, x:konsanstrasyon degeridir ve R? miimkiin oldugunca 1’e yakin
olmalidir.)]. Her bir deney grubuna ait proteinler 50 kat sulandirildiktan sonra 0,1 mL 6rnek
ve 0,1 mL 2N NaOH, 100°C’de 10 dk boyunca inkiibe edildi. Oda 1sisinda 10 dk sogumasi
beklendikten sonra taze hazirlanmis olan 1 mL kompleks olusturma belirteci (Tablo 3.5)
eklenerek 10 dk oda 1sisinda bekletildi. 0,1 mL folin belirteci vortekslenerek ilave edildikten
sonra aliiminyum folyo ile kaplanarak 30-45 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra 550 nm’de spektrofotometrede OD’leri Ol¢iildii. Sonuglar R? denkleminde vyerine
koyularak her bir gruptan alinmasi gereken miktar belirlendi. Her bir deney ii¢ defa

tekrarlanarak kontrol edildi.
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Tablo 3.5: Lowry ¢ozeltileri (Cozelti A:B:C =100:1: 1).

Cozelti A %2 (w/v) Na,CO3 (suda)
Cozelti B %1 (W/V) CuSO4.5H,0 (suda)
Cozelti C

%2 (w/v) Na-K tartarat (suda)

Flood ve ekibinin (2005) S. pombe’lerdeki 20S proteozom aktivitelerinin dlgiimiine dayanan
yontemin temelinde, proteozom tarafindan kesilen isaretli substrat siiksinoil-Leu-Leu-Val-
Tyr-amino-4-metilkumarin ~ (Suc-LLVY-AMC)’den ayrilip serbest kalan amino-4-
metilkumarin (AMC)’in flouresan 6zelligi gostermesi yer almaktadir. Toplam hacmi 100 pL
olan assay tamponu (Tablo 3.6) igerisinde 50 pg/mL protein ile 4 mM proteazom substrati
Suc-LLVY-AMC, 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 100 pL etanol
eklendikten sonra 0,1 M sodyum borat tamponu (1.6 mL, pH 9.0) ile muamele edilerek
kuyucuklu plakalara yiiklendi ve agiga ¢ikan serbest AMC, spektrofluorometre cihazinda
390 nm ve 470 nm’de 6l¢iildii (Hamad, 2007). Her deney ii¢ defa tekrarlanarak kontrol edildi.

Tablo 3.6: Proteozomal aktivite deney tamponu.

Bilesenler Miktar

50 mM Tris (pH 7.8) 605 mg
20 mM KCI 30 mg
0,5mM DTT 5mg

5 mM MgOAc 105 mg

Toplam hacmi 100 mL

3.8. HUCRELERDE CANLILIK VE APOPTOZ MIKTARININ BELiRLENMESI

Caligmada yer alan organizmalarin canlilik ve apoptoz durumlarin tespit etmek i¢in akridin
orange uygulamasi yapildi. Pajaniradje ve arkadaslarinin (2014) oOnerdigi ve Agus ve
arkadaglarinin (2018) modifiye ettigi yontem esas alindi. Deneye baslamadan 6nce akridin
orange/etidyum bromiir (AO/EtBr) hazirlandi. AO ve EtBr ayr1 ayrt (I mg/mL) PBS’te
¢ozdiiriildii. AO/EtBr (60 pL/mL /100uL/mL ) olacak sekilde eklenerek akridin orange
hazirland1 (AO 60 uL +EtBr 100 uL+ 840 uL PBS).
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Parental 1k, tunikamisine yiiksek, orta ve diisiik direngli mutant irklar, 30°C, 180
devir/dakika, bir gece inkiibe edildi. Her bir irkin baslangi¢ saatinde ODggg’leri 0,2 olacak
sekilde YES (kontrol) ve YES + tunikamisin (deney) besi ortamlarina ekimleri yapildi ve
30°C, 180 devir/dakika, 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda hiicrelere 1,5 mL PBS
eklenerek 5 dakika 5.000 g’de santrifiij edildi. Ust siv1 uzaklastirildiktan sonra 100 pL
hiicreye (2X105) 5 uL AO/EtBr eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Tekrar
santrifiij edildikten sonra 1,5 mL PBS eklenerek 5 dakika boyunca 5.000 g’de santrifiij edildi
ve Ust s1vi uzaklastirildi. Santrifiijlenme asamasi tekrar edildi. Yikanan hiicreler 100 pL PBS
(pH:7.4) ile ¢6zdirildi ve goriintileme zamanina kadar alimiinyum folyo ile sarilarak -20

°C’de saklandi.

Gorilintiilemenin yapilacagi giin 6rneklerin her biri -20 °C’den ¢ikarilarak polilizinli lamin
tizerine 10 pL olacak sekilde birakildiktan sonra kurumasi icin yaklasik 10 dk bekletildi ve
tizerine “mounting” soliisyonu eklenerek lamel kapatildi. Mounting soliisyonun hazirlanmasi

Tablo 3.7°de gosterildigi sekildedir:

Tablo 3.7: Mounting soliisyonunun igerigi.

100 ul PBS
900 pl gliserol

1 pg p-fenilendiamin

Floresans mikroskopta (Karl-Zeiss, Colibri 7) incelendiginde canli hiicreler yesil, apoptoza
ugramis hiicreler turuncu olarak goriintiilendi. Her bir kontrol ve deney grubunun apoptoza
ugramis hiicreleri sayilarak kiyaslama yapildi (EtBr igin eksitasyon 510 nm, emisyon 595 nm,

akridin orange i¢in eksitasyon 500 nm, emisyon 530 nm).
3.9. TUNIKAMISININ HUCRE MORFOLOJIiSINE ETKiSiNiN BELIRLENMESIi

Parental 1rk, tunikamisine yiiksek, orta ve diisik direngli mutant irklar, 30°C, 180
devir/dakika, bir gece inkiibe edildi. Her bir irkin baslangi¢ saatinde ODesoo’leri 0,2 olacak
sekilde YES (kontrol) ve YES + tunikamisin besi ortamlarina ekimleri yapildi ve 30°C, 180
devir/dakika, 24 saat inkiibe edildi. Bu hiicrelerin her birinden 1 mL mikrosantrifiij tiiplerine
aktarildi. 7.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ardindan, st sivi uzaklastirildi. Pellet, 1
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mL distile su ile yikanarak 7.000 rpm’de 10 dakika tekrar santrifiij edildi ve {ist siv1 tekrar
uzaklastirildi. Cokelti {izerine 1 mL %70 soguk etanol eklendi. -20 °C’de 15 dakika inkiibe
edildikten sonra santrifiij edildi ve st sivi uzaklastirildi. Distile su ile yikama islemi
tekrarlandi. Santrifiijlenme asamasinin ardindan hiicre ¢okeltisi 200 pL soguk etanolde
stispanse edildi. Son konsantrasyon 1pg/mL olacak sekilde DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol)
eklendi ve 2 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon bittikten sonra santrifiijleme tekrarlandi.
Ust s1iv1 dokiilerek distile su ile yikama yapildi. Cokelti iizerine 200 uL PBS eklendi ve -20
°C’de saklandi. Goriintiileme i¢in 10 pL hiicre siispansiyonu lam iizerine birakildi ve floresans

mikroskopta goriintiileme yapildi.
3.10. BiYOISTATISTIKSEL ANALIZLER

Ug tekrarli olarak yapilan deneylerin analizi GraphPad Prism 6 yaziliminda ‘Sidak’mn ¢oklu
karsilagtirma testi’ (Sidak’s multiple comparisons test) uygulanarak ‘cift yonlii varyans
analizi’ (2-way ANOVA) ile gergeklestirildi. Standart sapmalar ve varsa duyarlilik miktarlar
belirtildi.
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4. BULGULAR

4.1. TUNIKAMISININ WORTMANNIN DIiRENCLi S.
IRKLARININ CANLILIGI UZERINE ETKIiSi

pombe MUTANT

Bu tezde, S. pombe haploid mutant koleksiyonu (BIONEER, Versiyon 5.0) kullanilarak elde

edilen Wortmannin’e direngli 111 1rk kullanildi. Bu wrklarin tunikamisinli besi ortaminda 24

saat sonundaki iireme miktarlariin optik yogunlugu Tablo 4.1’de verilmistir:

Tablo 4.1: Wortmannin’e direng gosteren S. pombe tek gen delesyonlu mutant irklarin
tunikamisinli besi ortaminda 24. saatteki lireme miktarlari.

Mutantlar OD+SD Mutantlar OD+SD Mutantlar OD+SD
SPAC8C9.16¢ SPCC970.06 SPAC31G5.04
(mug63) 0,4+0,012 (erv29) 0,3+0,049 (lys12) 0,3+£0,02
SPAC17A2.14 SPBC1604.01 SPCC1884.02
(mnr2) 0,740,022 (egtl) 0,4+0,05 (nicl) 0,3+0,01
SPAC328.06 SPBC2D10.14c
(ubp2) 0,7+0,07 (myo51) 0,3+0,02 SPAC1B3.01c 0,4+0,007
SPCC1795.06 SPBC4F6.16¢ SPBC1773.09¢c
(map2) 0,4+0,03 (eroll) 0,5+0,01 (mug184) 0,4+0,02
SPAC926.03
SPAC57A7.09 0,4+0,012 SPBC8E4.04 0,2+0,0007 (rlc1) 0,240,049
SPCC18.09c SPBC4C3.09
(hnt3) 1,13+0,028 (otg3) 0,4+0,045 SPAC3H1.08¢c 1,21+0,06
SPAC1952.17¢c SPBC106.08¢c
(tbc13) 0,8+0,03 (mug2) 0,5+0,05 SPBC3B8.08 0,4+0,04
SPAC694.05¢ SPBC16G5.09
(rps2502) 0,5+0,008 SPAC227.17¢ 0,4+0,06 (kex1) 0,3+0,04
SPBC3E7.02¢c
(hspl6) 0,4+0,05 SPAC688.03c 0,3+0,06 SPAC26A3.14c 0,3+0,06
SPAC22E12.01
SPBC8D2.18c 1,0+0,017 SPBC1347.08c 0,4+0,02 (pet3) 0,4+0,01
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Tablo 4.1 (devami): Wortmannin’e direng gosteren S. pombe tek gen delesyonlu mutant irklarin
tunikamisinli besi ortaminda 24. saatteki iireme miktarlari.

SPBC15C4.01c SPAC821.10c
(ocal) 1,1+£0,02 (sod1) 0,3+0,04 SPBC19G7.18¢c 0,2+0,02
SPCC1682.01 SPAC9E9.13
(gcr9) 0,9+0,04 (wos2) 0,3+0,07 SPAC12B10.15¢ 0,5+0,06
SPAC1687.15 SPAP27G11.10c SPBC725.12
(gsk3) 0,3+0,03 (nup184) 0,5+0,03 (nbl1) 0,3+0,03
SPAC20G4.03c SPBC106.01 SPCC4B3.01
(hril) 0,3+0,05 (mphl) 0,6+0,07 (tum1) 0,5+0,05
SPAC222.07¢c SPBC146.10 SPBC146.12
(hri2) 0,4+0,008 (mug57) 0,4+0,03 (coq6) 0,4+0,06
SPBC13G1.08c SPBC16H5.02 SPBC23E6.02
(ash2) 0,3+£0,04 (pfkl) 0,5+0,02 (rrp2) 0,3+0,049
SPBC1604.02¢ SPBC18H10.13 SPBC1685.11
(pprl) 0,3+0,02 (rps1402) 0,4+0,05 (rlpl1) 0,3+0,04
SPBC18H10.15 SPAC4D7.01c
SPBC17A3.05¢ 0,6+0,02 (cdk11) 0,3£0,02 (sec71) 0,3+0,007
SPCC18B5.11c SPBC21C3.18 SPBC16G5.15¢
(cdsl) 0,6+0,04 (spo4) 0,6+£0,04 (fkh2) 0,4+0,06
SPCC1322.05¢ SPAC11E3.04c SPBC21D10.07
(lap2) 0,4+0,005 (ubc13) 0,5+0,03 (cmcl) 0,3+£0,07
SPAC24B11.10c SPAC14C4.15¢ SPBC26H8.01
(cfhl) 0,9+0,1 (dpp1) 0,3+0,03 (thi2) 0,5+0,04
SPCC1919.12c SPAC22A12.11 SPBC354.15
(erm2) 0,3+0,02 (dakl) 0,4+0,03 (fapl) 1,0+0,017
SPAC1F5.07c SPAC4G8.11c SPBC3E7.01
(hem14) 0,3+0,07 (atp10) 0,3+0,05 (fabl) 0,6+0,03
SPAPBBSES5.06c SPBC56F2.09¢
SPCC1739.08c 1,2+0,07 (rpl302) 0,4+0,06 (argb) 0,5+0,03
SPAC1F5.05¢ SPBC27B12.08 SPBC776.04
(msol) 0,3+0,03 (sipl) 0,3+0,007 (sec2302) 0,4+0,09
SPBC21C3.16¢ SPBC29A3.10c
(spt4) 0,3+0,04 (atpl14) 0,3+0,08 SPCC1020.07 0,3+0,03
SPBC1711.03 SPCC1919.13c SPBP8B7.27
(emc3) 1,1+0,02 (bmt5) 0,5+0,03 (mug30) 0,4+0,04




Tablo 4.1 (devam): Wortmannin’e direng gosteren S. pombe tek gen delesyonlu mutant irklarin
tunikamisinli besi ortaminda 24. saatteki iireme miktarlari.

SPAC1296.02 SPBC24C6.10
(cox4) 0,3+0,1 (dipl) 0,4+0,07 SPBPB21E7.05 0,3+0,02
SPAC222.05¢c
(mss1) 0,3+0,03 SPCC63.06 0,4+0,005 SPCC1620.12c 0,5+0,02
SPBC577.06¢ SPAC926.05¢ SPCC1840.10
(sttd) 0,6+0,1 (dph4) 0,3+0,04 (ism8) 0,5+0,008
SPAC869.02¢ SPCC11E10.06¢
(yhb1) 0,5+0,03 (elp4d) 0,3£0,007 SPCC4G3.12¢ 0,5+0,08
SPBC28E12.03 SPAC1556.05¢c SPCC622.12c
(rgad) 0,3+0,007 (cgrl) 0,3+0,03 (gdhl) 0,6:£0,04
SPAC26F1.03 SPBC27.06¢
(pdal) 0,4+0,09 (mgr2) 0,4+0,045 SPAC3H5.09¢ 0,3£0,04
SPBC27B12.09¢ SPCC188.12
(fix1) 0,3+0,007 (spn6) 0,3£0,04 SPAC824.03c 0,5+0,008
SPBC2D10.06 SPBC428.04 SPBC1539.03c
(repl) 0,3+0,04 (apgl2) 0,3+0,02 (arg4l) 0,3+0,04
SPAC4F10.04 SPBC29A10.02
SPAC23D3.13c 1,1+0,03 (ypal) 0,5+0,03 (spob) 0,4+0,012
SPAC3H8.09¢c
(nab3) 0,4+0,04 SPBC577.11 0,3+0,007 SPCC576.02 0,3+0,02

S. pombe mutant kitapliginin Wortmannin’e direngli 111 wkinin 0,5 pg/mL tunikamisin

metabolitinin etkisi, Bolim 3.4’te anlatildigi gibi, iki basamak halinde yapilan tarama

deneyleri ile siniflandirildi. Tablo 4.2°de ilk tarama sonucunda tunikamisin varliginda iireyen

S. pombe mutantlari listelenmistir.

Tablo 4.2: Tunikamisine direngli oldugu belirlenen S. pombe mutant irklari.

SPCC11682.01 (qcr9) SPBC17A3.05c SPAC14C4.15¢c
SPAC22A12.11 (dakl) SPCC63.06 SPCC18.09c (hnt3)
SPAC24B11.10c (cfhl) SPCC1739.08c SPBC1711.03 (emc3)




25

Tablo 4.2 (devam): Tunikamisine direngli oldugu belirlenen S. pombe mutant

rklari.

SPBC577.06¢ SPBC28E12.03 (rgad) SPAC26F1.03 (pdal)
SPAC23D3.13c SPAC3H1.08c SPAC26A3.14c
SPBC1685.11 (rlpl) SPBC2D10.14c (myo51) SPAC24H6.08
SPBC354.15 (fapl) SPBC8D2.18c SPBC15C4.01c (oca3)

[k basamakta segilen 31 1rkin ikinci basamakta, tunikamisin varhiginda iiretilerek elde edilen
I mL’lik kiltiirlerinin ODggp de Olgiilen absorbanslarinin ortalamalar1 alindiktan sonra
tunikamisine kars1 gosterdikleri toleransa gore {i¢ gruba ayirildi. Buna goére, ODggo’de Slgiilen
ortalama absorbans degerleri 0.9°dan biiyiik olanlar tunikamisine yiiksek direngli; 0.9-0.5
arasida olanlar tunikamisine orta direncli; 0.5’den kiiglik olanlar ise tunikamisine diigiiK
direncli olarak degerlendirildi. Ikinci basamaktaki secim sonucunda tunikamisine yiiksek

direncli 10 1tk Tablo 4.3’te; orta direncli 5 irk da Tablo 4.4’te; diisiik direngli 5 irk da Tablo

4.5’te verildi.

Tablo 4.3: Tunikamisine yliksek direngli S. pombe mutant irklari.

SPCC11682.01 (qcr9)

Hiicrede mitokondri organelinde bulunur. Aerobik solunumda,
mitokondrial elektron transportu esnasinda kompleks III’te
meydana gelen ubikinolden sitokrom c'ye elektronlarin transferinde
rol almaktadir. (Phillips ve dig.,1990).

SPCC18.09¢ (hnt3)

Hiicrede nukleusta yer almaktadir. S. pombe’de DNA onariminda

E%llgiu ve DNA 5 'AMP hidrolaz1 gorevi goriir (Daley ve dig.,

SPAC24B11.10c (cfh1)

Cogunlukla hiicre iskeleti, nukleus ve sitosolde bulunmaktadir.
Fonksiyonu  tam  olarak  bilinmemektedir. Ortologlart,
Saccharomyces cerevisiae ’da ACK1 geni (hiicre duvari biitiinliigiine
yardimer gorevi olan protein) ve SHC1 geni (Sporiilasyon-chs3
geninin proteininin spesifik aktivatorii; kitin sentaz III) ve Homo
sapiens’te DELE1 (apoptozu indiikleyen DAP3’l baglayict protein)
genleridir.

SPCC1739.08c

Karakterize edilmemis bir oksidorediiktaz olan bu gen hiicre
icerisinde nukleus ve sitoplazmada bulunmaktadir. CH-OH
grubunun elektron ve hidrojen donérii olarak rol aldigi ve NAD+
veya NADP’nin indirgendigi yiikseltgenme-indirgenme (redoks)
tepkimelerinin katalizlenmesinde rol almaktadir.
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Tablo 4.3 (devam): Tunikamisine yiiksek direngli S. pombe mutant irklari.

SPBC1711.03 (emc3)

Hiicrede ¢ogunlukla sitosol ve ER’de yer almaktadir. ER’de protein
katlanmasinda rol alir (ER membran protein kompleks alt birimi
Emc3) (Xiong ve dig., 2019) ve ER ile mitokondri zarlar1 arasinda
bir molekiiler bag kurulmasiyla metabolitlerin degisimini saglar
(Shurtleff ve dig., 2018). Insanlardaki ortologu, EMC3  (ER
membran protein kompleks alt birimi 3) genidir.

SPAC23D3.13c

Hiicrede ¢ogunlukla golgi, endozom ve sitosolde bulunmaktadir.
Guanil-niikleotid degigim faktorii oldugu tahmin edilmektedir.
Belirli proteinleri hiicrenin belirli bolgelerine iletiminde etkin rolii
olan gendir. Ayrica, vesikiil aracili tasimada da rol oynar.

SPAC3H1.08c

Hiicrede c¢ogunlukla mitokondride bulunmaktadir. Kalsiyum
iyonunun (Ca”") sitosolden mitokondriyal matrikse tasinmasinda rol
aldig1 diistiniilmektedir. Membran transportunda yer alan bu gen, bir
lipit ¢ift katman boyunca membranin bir tarafindan digerine madde
tagimada rol almaktadir.

SPBC354.15 (fapl)

L-pipekolat oksidaz proteinini olusturan bu gen, L-pipekolat ve L-
prolin’i oksitler (L-pipekolat + O? = H* + H?0O? + L-1-piperideine-6-
karboksilat) (Yoshida ve dig., 2007). Hiicresel aminoasit metabolik
stirecinde rol oynamaktadir. Hiicrelerin iirettigi bir veya daha fazla
amino grubu igeren karboksilik asitleri ve amino asitleri igeren
kimyasal reaksiyonlar ve yollarda rol almaktadir (Yoshida, 2004).

SPBC8D2.18c

Adenozilhomosisteinaz proteinini olusturan bu gen, hiicrede
sitosolde bulunur. Tripeptid glutatyon, sistein ve metiyonin gibi
siilfiir iceren bilesikler veya nonmetalik siilfiir elementi igeren
yolaklarda ve aym zamanda, hiicresel aminoasit metabolik
stirecinde rol oynamaktadir. Adenosilhomosistein, S-adenozil-L-
metiyonin bagimli metil transferaz reaksiyonlarinin rekabet¢i bir
inhibitoridiir, bu nedenle adenosilhomosisteinaz,
adenosilhomosisteinin hiicre i¢i konsantrasyonunun diizenlenmesi
yoluyla metilasyonlarin kontroliinde 6nemli bir rol oynayabilir
(Hayashi, 2018). Insanlardaki ortologu AHCY
(adenosilholosisteinaz) geninin fonksiyonuna inhibe edildiginde,
DNA hasarma ve hiicre dongiisii durmasmna neden oldugu
goriilmiistiir (Beluzi¢ ve dig., 2018).

SPBC15C4.01c (oca3)

Hiicrede cogunlukla nukleus, ER ve sitoplazmada bulunmaktadir.
Hiicre dongiisinde ve endoplazmik retikulumda protein
katlanmasinda rol alir. ER ve mitokondri zarlari arasinda bir
molekiiler baglanma kurulmasiyla metabolitlerin degisimini
saglamaktadir.




27

Tablo 4.4: Tunikamisine orta seviyede direngli S. pombe mutant irklari.

SPAC17A2.14 (mnr2)

Transmenbran transportunda gorev alir. Vakulolar CorA ailesinden
magnezyum iyonunun membran transporter roliinii tistlenmektedir.
Vakuol membraninda bulunan mnr2 geninin  magnezyum
depolamada rol aldig:r bilinmektedir. Bu genin aktive edildigi
caligmalarda, Mg transferinin engellendigi ve maya hiicrelerinde
Mg igeriginde artig saptanmistir (Pisat, 2009). Bu genin ortologu,
Saccharomyces cerevisiae’da MNR2  (hiicresel magnezyum
homeostazi icin gerekli vakuolar membran proteini) genidir
(Hanner ve dig., 2019). Enzim metabolizmasi i¢in oldukca 6nemli
bir kofaktér olan Mg*?’un enerji iiretimi, iyon metabolizmasi ve
hiicre dongiisii diizenlemesinde rol aldigi ve 300'den fazla
metabolik reaksiyona katildig1 bilinmektedir.

SPAC1952.17¢ (thcl3)

Hiicrede ¢ogunlukla sitosolde bulunur. Vesikiil aracili tasinimda
rol alan GTPaz aktive edici protein gen triiniidiir. Vesikiil aracili
tasinimda rol oynar.

SPAC328.06 (ubp2)

Proteinlerin katabolik siirecinde rol oynar. Bir veya daha fazla
ubikuitin veya ubikuitin benzeri proteinler gibi kiigiik protein
gruplarinin bir hedef proteine kovalent olarak eklendigi veya
cikarildigi protein modifikasyonlarinda gorev almaktadir.

SPBC17A3.05¢c

Tek zincirli polipeptitlerin ve ¢ok liyeli komplekslerin kovalent
veya kovalent olmayan baginda iigiinciil yaprya yardimci olarak
proteinlerin katlanmasinda rol oynamaktadir.

SPCC18B5.11c (cdsl)

Replikasyon kontrol noktasi kinazi kodlayan cdsl geninin; DNA
replikasyonu, sinyal iletimi, niikleositoplazmik taginma ve mitotik
hiicre  dongiisi  faz  gecisinin  diizenlenmesinde  rolleri
bulunmaktadir (Xu ve Kelly, 2009). Serin/treonin kinaz olan cdsl,
S. pombe’lerde hiicre siklusunun S-M kontrol noktasinda rol alir
ve ¢ogalma icin gereklidir ancak cdsl'in bu islevleri nasil
gergeklestirdigi biliylik 6lglide bilinmemektedir (Boddy ve dig.,
2000; Paparatto ve dig., 2009). DNA replikasyonunu stres
durumunda yavaslatir. Ornegin, UV 1simasindan zarar gdren
DNA'nin replikasyonunu yavaglatmak igin cdsl gereklidir.

Tablo 4.5: Tunikamisine diisiik seviyede direngli S. pombe mutant irklar.

SPBC19G7.18c

‘Schizosaccharomyces spesifik protein’i kodlayan SPBC19G7.18¢
geni, heniiz tam olarak karakterize edilememistir. Insanlardaki
transkripsiyon ve hiicre dongiisii ilerlemesinin bir diizenleyicisi
olan Melanom Antijen D1'e homoloji géstermektedir. Ancak bu
homolojinin 6nemi heniiz tam olarak aydinlatilabilmis degildir
(Deshpande ve dig., 2009).

SPBCB8E4.04

‘Alditol NADP® 1-oksidorediiktaz aktivitesi'ni kodlayan,
nukleusta ve sitoplazmada bulunan SPBC8E4.04 geni karbonhidrat
metabolik siirecinde rol alir. Karbonhidratlarin dahil oldugu
kimyasal reaksiyonlar ve yolaklarda rol alir. Arabinoz ve D-ksiloz
katabolik siirecinde yer alir.
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Tablo 4.5 (devam): Tunikamisine diisiik seviyede direngli S. pombe mutant irklari.

SPAC926.03 (rlcl) ‘Miyosin II diizenleyici hafif zincir Rlc1’ gen iirliniidiir. Mitotik
sitokinezde ve aktin filamentleriyle iligkili proteinleri igeren hiicre
iskeleti organizasyonunda rol alir (Goff ve dig., 2000).

SPAC688.03c ‘Human AMMECRI1 homolog’ gen iiriiniidiir.

SPAC4D7.01c (sec71) Vesikiil aracili taginma olarak adlandirilan ve taginan maddelerin
zara bagl vesikiillerde hareket ettigi hiicresel bir tagima igleminde
de rol alir. Tasman maddeler vesikiil limeni i¢ine alimir veya
vesikiil zarinda bulunur. Vesikiiller daha sonra bir alict membrani
hedef alir ve yerlesir. Insanlardaki ortologlari olan ARFGEF1ve
ARFGEF2 (ADP ribozilasyon faktorii guanin niikleotit degisim
faktorii 1-2) genleri, hiicre i¢i vesikiiler tasimada rol almaktadir
(https://www.pombase.org/gene/SPAC4D7.01c).

4.2. TUNIKAMISINININ HUCRE CANLIGI UZERINE ETKIiSi

Boliim 4.1°de belirlenen Wortmannin’e ve tunikamisine direngli ve direngsiz toplam 20
mutant 1rk ile parental irkin Boliim 3.6’da agiklandigi sekilde, kontrol ve deney gruplarinin
seri sulandirimlar yapildiktan sonra tunikamisin icermeyen zengin kat1 besi ortamlarina spot
ekimleri yapildi. Parental irkin spot iireme sonuglar, Sekil. 4.1°de verildi. Buna gore, parental

irkta 0,5 pg/mL tunikamisinin 6ldiriici etkisi %50 olarak tespit edildi.

10 108 108 10* 10°

Sekil 4.1: Parental hiicreye ait spot ekim goriintiileri.

Tunikamisine karsi tolerans gosteren mutantlarin, tunikamisine maruz birakildiktan sonra,
tunikamisin igermeyen kati ortamdaki spot iiremeleri Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te verildi.
Tunikamisine maruz birakilan hiicrelerin tunikamisin icermeyen ortamlardaki spot tiremeleri,
bu irklarin B6liim 4.1°de yapilan gruplandirmalarina (ytiksek, orta ve diisiik diizey direnglilik)

paralel bir sonug oldugu tespit edildi.


https://www.pombase.org/gene/SPAC4D7.01c
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cthi
SPAC23D3.13c SPCC1779.08c

SPAC3H1.08¢c
fap1

100 10°

SPBC8D2.18c

Sekil 4.2: Tunikamisine yiiksek direngli hiicrelere ait spot ekim goriintiileri.
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Sekil 4.3: Tunikamisine orta ve diisiik direngli hiicrelere ait spot ekim goriintiileri.

4.3. TUNIKAMISININ HUCRE ICi OKSIDASYONA ETKISi

Hiicre ici oksidasyon (ROT) deneyinde her bir irkin deney gruplart ile kontrol gruplar
karsilastirilarak sonuglar analiz edildi. Sekil 4.4°te gortildiigii tizere, tunikamisine maruz kalan

her bir irkin kontrol gruplariyla karsilastirilarak ROT igerdigi tespit edildi.

Hiicre ici oksidasyon diizeylerinin istatistiksel veri analizi GraphPad Prisim 6 program ile
yapildi. Boliim 3.5’te agiklandig1 iizere en az ti¢ tekrarli ve her biri duplike olarak yapilan
deneylere ait ortalama degerler kullanilarak ¢izilen grafikler Sekil 4.4’te verildi. S. pombe
qcr9, cfhl, hnt3, SPCC1739.08c, emc3, SPAC23D3.13c, SPAC3H1.08c, fapl, SPBCD2.18c

ve oca3 mutantlarinin tunikamisine maruz kaldiktan sonra hiicre i¢i oksidasyon diizeylerinin
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kontrollerine gore arttigi tespit edildi. Bu mutantlardan S. pombe qcr9, hnt3, cfhl,
SPAC23D3.13c, fapl, SPBCD2.18c ve oca3 mutantlarinda 2 ila 3 kat seviyelerinde gbzlenen
ROT artis1 istatistiki olarak anlamli bulundu. Tunikamisin uygulanan S. pombe parental

irkinda ise kontrole gore ROT miktarinda bir degisiklik belirlenmedi.
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Sekil 4.4: TM igeren besi ortaminda iiretilen parental 1irk ve tunikamisine yiiksek direngli
mutant irklarin kendi kontrol gruplar ile karsilastirmali olarak hiicre igi oksidasyon
diizeyleri (TM: Tunikamisin).

Tunikamisine orta ve diisiik diizeyde tolerans gosteren hiicrelerde de kontrollerine gére ROT
seviyelerinde artis tespit edildi (Sekil 4.5). Ancak burada, S. pombe ubp2 ve SPAC688.03c
irklarinda kontrollerine gore oldukga fazla (yaklasik 6 kat) ROT artis1 gézlendi. Diger 5 irkta
1,5-2 kat artis tespit edildi.
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Sekil 4.5: TM igeren besi ortaminda {iretilen tunikamisine orta ve diisiik diizeyde direngli
mutant irklarin kendi kontrol gruplan ile karsilagtirmali olarak hiicre i¢i oksidasyon
diizeyleri (TM: Tunikamisin).

4.4, TUNIKAMISININ HUCRELERDEKI PROTEOZOMAL AKTIVITEYE
ETKILERI

Bu calismada tunikamisin rekabetinin tetikledigi ER stresi ile proteozomal aktivite arasindaki
iliski, parental irk ile tunikamisine yliksek, orta ve diisiik diren¢li 1rklarda Olgiilen
proteozomal aktivite ile arastirildi. Bolim 3.7’de anlatildign gibi ve 3 tekrarli yapilan
proteozomal aktivite deney verileri GraphPad Prisim 6 programi kullanilarak, hem istatistiki
olarak hem de grafik olusturularak analiz edildi. Tunikamisinle muamele edilmis olan deney
gruplarinda tunikamisin eklenmemis olan kontrol gruplarina gére tunikamisine bagl olarak
proteozomal aktivitelerin distligii goriildii (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). S. pombe mutant hiicrelere
gore parental irkta kontrol ve deney gruplart arasindaki proteozomal aktivite farkinin daha

fazla oldugu goriildii. S. pombe qcr9, hnt3, emc3, SPAC23D3.13c, SPAC3H1.08c, fapl ve
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oca3 mutantlarinda yaklagik %75 ve iizeri; cfthl, SPCC1739.08c irklarinda yaklasik %50;
SPBCD2.18c¢ 1rki ile parental 1rkta %50°nin altinda proteozomal aktivite tespit edildi.
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Sekil 4.6: Tunikamisine yiiksek direngli mutant irklarin kendi kontrol gruplar ile
karsilagtirmali olarak proteozomal aktivite yiizdeleri (TM:Tunikamisin).

Tunikamisine orta ve diisiik toleransli S. pombe irklarinda kontrole gore ve deney gruplarinda
proteozomal aktivitenin bazi hiicrelerde arttig1 bazilarinda da azaldig: tespit edildi (Sekil 4.7).
Buna gore, S. pombe ricl ve sec71 wklarinda proteozomal aktivite %300’tin lizerinde; S.
pombe ubp2, SPBC17A3.05¢ irklarinda ise %100-200 arasinda olgiiliirken, diger irklarda
(mnr2, tbcl3, cdsl, SPBC19G718c ve SPAC688.03c) %50-75 arasinda oldugu belirlendi.
SPBC8E404 irkindaki proteozomal aktivitenin kontrole gore degismedigi gozlendi.
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Sekil 4.7: Tunikamisine orta ve diisiikk seviyede direncli mutant irklarin kendi kontrol
gruplari ile karsilagtirmali olarak proteozomal aktivite yiizdeleri (TM:Tunikamisin).

4.5. TUNIKAMISININ APOPTOZA ETKISi

Tunikamisin ile tetiklenen ER stresinin apoptoza etkisini belirlemek i¢in S. pombe parental 1rk
ile tunikamisine yliksek, orta ve diisiik tolerenasli 20 mutant irkin Boliim 3.8’de anlatildigi
gibi kontrol ve deney gruplarinin her biri floresans mikroskopta (Karl-Zeiss, Colibri 7)
AO/EtBr filtrelerinde goriintiilendi. Canli hiicreler yesil, apoptoza ugramis hiicreler ise

turuncu renkte gozlendi (Sekil 4.8).



Parental

Parental

SN
S
9
Sy

AO

qcr9

hnt3

hnt3

35
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Sekil 4.8: Tunikamisine direngli tim gruplarin AO/EtBr boyama goriintileri (TM:
Tunikamisin. Her bir fotografin boyutu 20 um’dir).
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Sekil 4.8 (devam): Tunikamisine direngli tim gruplarin AO/EtBr boyama goriintiileri
(TM: Tunikamisin. Her bir fotografin boyutu 20 um’dir).
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Sekil 4.8 (devam): Tunikamisine direngli tim gruplarin AO/EtBr boyama goriintiileri
(TM: Tunikamisin. Her bir fotografin boyutu 20 um’dir).
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Sekil 4.8 (devam): Tunikamisine direngli tiim gruplarin AO/EtBr boyama goriintiileri
(TM: Tunikamisin. Her bir fotografin boyutu 20 um’dir).
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Sekil 4.8 (devam): Tunikamisine direngli tiim gruplarin AO/EtBr boyama goriintiileri
(TM: Tunikamisin. Her bir fotografin boyutu 20 um’dir).
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EtBr AO/EtBr

—

Sekil 4.8 (devam): Tunikamisine direngli tiim gruplarin AO/EtBr boyama gorintileri (TM:
Tunikamisin. Her bir fotografin boyutu 20 um’dir).
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AO/EtBr

Sekil 4.8 (devam): Tunikamisine direngli tiim gruplarin AO/EtBr boyama goriintiileri
(TM: Tunikamisin. Her bir fotografin boyutu 20 um’dir).
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Baslangigta esit sayida hiicre ile baslatilan kiiltiirlerin 24. saat sonundaki iireme ve sagkalim
farkliliklar tespit edildi. AO/EtBr boyama deneyinde, tunikamisine direngli tiim gruplarin
birim alandaki kontrol ve tunikamisin eklenmis besi ortamindaki hiicre gruplar sayildiktan
sonra apoptotik hiicreler belirlendi. Tunikamisli besi ortaminda iireyen mutant irklar arasinda
hem apoptotik hiicre bakimindan hem de iireme miktar1 bakimindan farkliliklar tespit edildi.
Buna gore, deney gruplarinda, tunikamisine yiliksek direng gosteren hiicrelerde, tunikamisine
diisiik direng gosteren irklara gore daha fazla iireme gozlendi. Ayrica, tunikamisinli besi
ortaminda tretilen tiim gruplarin kontrol gruplarina kiyasla daha c¢ok apoptoza ugradigi

belirlendi.

Calismada kullanilan tunikamisine direngli ve direngsiz tiim irklarin apoptoz oranlarini
belirleyebilmek icin her bir 6rnek i¢in ii¢ tekrarli olarak farkli alanlardan alinan floresans
goriintlilerdeki tim hiicreler icerisindeki apoptotik hiicreler tek tek sayilarak ortalamalari
alindi. Ayn1 gen delesyonlu 1rka ait verilerin ylizdesel apoptoz oranlar1 kiyaslandi (Sekil 4.9
ve Sekil 4.10) ve kontrol gruplarina gore deney gruplarinda daha c¢ok apoptoza ugramis

hiicreler oldugu tespit edildi.

S. pombe qcr9, cfhl, hnt3, SPCC1739.08c, emc3, SPAC23D3.13c, SPAC3H1.08c, fapl,
SPBCDZ2.18c ve oca3 mutantlarinin tunikamisine maruz kaldiktan sonra deney gruplarinin
tiimiinde kontrollerine gore apoptotik hiicre sayilarmin daha c¢ok oldugu tespit edildi. Bu
mutantlardan en ¢ok apoptoza ugrayan grup olan S. pombe fapl’de yaklasik 6 Kat;
SPAC23D3.13c ve cfhl’de5 kat; gcr9ve hnt3’te yaklasik 3-4 kat; SPCC1739.08c, emc3,
SPAC3H1.08c, SPBCD2.18c ve oca3 mutantlarinda yaklagik 2-3 kat seviyelerinde gozlenen
apoptotik hiicre miktar: istatistiki olarak da anlamli bulundu. Tunikamisin uygulanan S.
pombe parental irkinda ise kontrole gére apoptotik hiicre miktarinda ¢ok fazla bir degisiklik
belirlenmedi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Tunikamisine yiiksek direngli olan mutant irklara ait kontrol ve deney
gruplarindaki apoptoz oranlari (%).

S. pombe mnr2, tbcl3, ubp2, SPBC17A3.05c, cdsl, SPBC19G7.18c, SPBC8E4.04, ricl,
SPAC688.03c mutantlarinin tunikamisine maruz kaldiktan sonra deney gruplarinin tiimiinde
kontrollerine gdre apoptotik hiicre sayilarinin daha ¢ok oldugu tespit edildi. Bu mutantlardan
en ¢ok apoptoza ugrayan gruplar olan S. pombe ubp2 ve rlclmutantlarinda yaklasik 7-8 kat;
sec7lmutantinda yaklagik 6 kat; mnr2 ve SPAC688.03¢ mutantlarinda yaklasik 4-5 Kat;
tbc13, SPBC19G7.18c, SPBC8E4.04 ve SPBC17A3.05¢ mutantlarinda yaklasik 2-3 Kat
seviyelerinde gozlenen apoptotik hiicre miktar1 istatistiki olarak da anlamli bulundu.
Tunikamisin uygulanan S. pombe cdsl irkinda ise kontrole gore apoptotik hiicre miktarinda
cok fazla bir degisiklik belirlenmedi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: Tunikamisine orta ve diisilk direngli mutant irklara ait kontrol ve deney
gruplarindaki apoptoz oranlar1 (%).

4.6. TUNIKAMISININ HUCRE MORFOLOJISINE ETKIiSi

Tunikamisin ile indiiklenen ER stresinin hiicre morfolojisi ve nukleus iizerindeki etkisini
6lgmek i¢in Boliim 3.9°da anlatildigi gibi tiim irklarin kontrol ve deney gruplarina ait hiicre
ornekleri DAPI ile boyandiktan sonra floresan mikrosopta goriintiileri alindi. Burada,
tunikamisine yiiksek, orta ve diisiik direng gosteren irklara ait S. pombe mutant irklari ile
parental 1irkin kontrol ve deney gruplarinin toplam hiicre sayilari, morfolojileri ve nukleus
yapilarindaki farkliliklar1 Sekil 4.11 ve 4.12°de verildi. Tunikamisinli besi ortaminda {iretilen
rklara ait hiicrelerin nukleuslarinda ve hiicrenin genel morfolojisinde yapisal bozulmalar ve

degisiklikler goriildii (Sekil 4.11 ve 4.12),
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Overlay

Sekil 4.11: Tunikamisine yiiksek direng gdsteren irklarin ve parental irkin DAPI boyamasi
sonrasi nukleus goriintiileri (TM: Tunikamisin. Her bir fotografin boyutu 20 um’dir).
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Sekil 4.11 (devam): Tunikamisine yiiksek diren¢ gosteren irklarin ve parental irkin DAPI
boyamas: sonras1 nukleus goriintiileri (TM: Tunikamisin. Her bir fotografin boyutu 20
pm’dir).
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Isik DAPI Overlay

™

Sekil 4.11 (devam): Tunikamisine yiiksek diren¢ gosteren irklarin ve parental irkin DAPI
boyamas: sonras1 nukleus goriintiileri (TM: Tunikamisin. Her bir fotografin boyutu 20
pm’dir).
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Sekil 4.11 (devam): Tunikamisine yiiksek direng gosteren irklarin ve parental irkin DAPI
boyamasi1 sonrasi nukleus goriintiileri (TM: Tunikamisin. Her bir fotografin boyutu 20
pm’dir).

Tablo 4.6: Tunikamisine yiiksek direng gosteren irklarin ve parental irkin DAPI boyamasi
sonras1 hiicresel farkliliklari.

Hiicre Morfolojisi Nukleusun Konumu Nukleusun yapisi
K normal hiicre merkezi normal
Parental -
normal, hiicreler arasi .. .
™ hiicre merkezi normal
agregat olusumu
K normal hiicre merkezi normal
gcr9

™ normal hiicre merkezi normal
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Tablo 4.6 (devam): Tunikamisine yiiksek diren¢ gosteren irklarin ve parental irkin DAPI
boyamasi sonrasi hiicresel farkliliklari.

K normal hiicre merkezi normal
hnt3
™ daha uzun hiicre merkezi normal
K normal hiicre merkezi normal
cfthl
™ normal kutba yakin normal
K normal hiicre merkezi normal
SPCC1739.08¢c m da cift
™ daha uzun kutba yakin vok saylda ¢1
nukleuslu hiicre
K normal hiicre merkezi normal
emc3
™ normal kutba yakin bozuk
K normal hiicre merkezi normal
SPAC23D3.13c m dacift
™ daha uzun kutba yakin gok saylda ¢i
nukleuslu hiicre
K normal hiicre merkezi normal
SPAC3H1.08c
™ sigsmig hiicreler hiicre merkezi normal
K normal hiicre merkezi normal
fapl -
™ daha u;un ve koni kutba yakin normal
seklinde yap1
K sekilsiz ve kisa hiicre kutba yakin normal
yapisi
SPBC8D2.18c
™ daha korunmus hiicre kutba yakin normal
yapisi
K bozuk kutba yakin iki nukl?uslu hiicreler
oca3 cogunlukta
™ bozuk kutba yakin bulanik
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Sekil 4.12: Tunikamisine orta ve diisiik diren¢ gosteren irklarin ve parental irkin DAPI
boyamasi sonrasi nukleus goriintiileri (TM: Tunikamisin. Her bir fotografin boyutu 20

pm’dir).
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Isik DAPI Overlay

Sekil 4.12 (devam): Tunikamisine orta ve diigiikk direng gosteren irklarin ve parental irkin
DAPI boyamasi sonrasi nukleus goriintiileri (TM: Tunikamisin. Her bir fotografin boyutu
20 pm’dir).
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Sekil 4.12 (devam): Tunikamisine orta ve diigiik direng gosteren irklarin ve parental irkin
DAPI boyamasi sonrast nukleus goriintiileri (TM: Tunikamisin. Her bir fotografin boyutu
20 um’dir).
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Isik DAPI Overlay

Sekil 4.12 (devam): Tunikamisine orta ve diisiikk direng gosteren irklarin ve parental irkin
DAPI boyamasi sonrast nukleus goriintiileri (TM: Tunikamisin, Her bir fotografin boyutu
20 pm’dir).

sec71
Kontrol

sec71
™

Tablo 4.7: Tunikamisine disiik direng gosteren irklarin DAPI boyamasi sonrasi hiicresel
farkliliklari.

Hiicre Morfolojisi Nukleusun Konumu | Nukleusun yapisi
K bozuk hiicre merkezi normal
mnr2
™ daha bozuk hiicre merkezi bulanik
K normal hiicre merkezi normal
tbcl3 - - il
™ 315¢ Ve uggen sexatiere hiicre merkezi bulanik
benzer yap1
K zayif hiicre yapisi hiicre merkezi normal
ubp2 - m il
™ 31§e ve uggen gexitiere kutba yakin bulanik
benzer yap1
K normal kutba yakin normal
SPBC17A3.05¢c
™ daha uzun ve sekilsiz kutba yakin bulanik
K daha kl:“il; hiicre hiicre merkezi normal
cdsl yap
™ bozulmus hiicre yapist kutba yakin bulanik
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Tablo 4.7 (devam): Tunikamisine diisiik direng gosteren irklarin DAPI boyamasi sonrasi
hiicresel farkliliklar.

K normal hiicre merkezi normal
SPBC19G7.18¢c
™ bozuk kutba yakin bulanik
K normal kutba yakin normal
SPBC8E4.04
™ daha biiyiik kutba yakin bulanik
K bozuk hiicre merkezi normal
ricl
™ bozuk ve daha biiyiik kutba yakin bulanik
K normal hiicre merkezi normal
SPAC688.03c Csavida ki
™ daha uzun hiicre merkezi GoX saylda 1Kl
nukleuslu hiicreyapisi
K normal hiicre merkezi normal
sec7l 5
4 daha bu.yuk ve hiicre merkezi bulanik
koni seklinde yap1

4.7. TUNIKAMISINE YUKSEK DIRENCLILIK SAGLAYAN GENLERIN
BiYOLOJIK SURECLERDEKI ROLUNUN ARASTIRILMASI

Tunikamisine direngli oldugunu tespit ettigimiz organizmalarin birbirleri ile iligskisi BINGO
(Biological Networks Gene Ontology) programinda incelenerek Sekil 4.13°te verilen genler
arasindaki ortak biyolojik fonksiyonlar ve iliskiler gozlemlendi. SPBC15C4.01c (oca3) ve
SPBC1711.03 (emc3) suslariin her ikisi de ER’de protein katlamalarinda gorev almaktadir.
SPBC354.15 (fapl) ve SPBC8D2.18c suslari, aspartat ailesi aminoasit metabolizmasinda

gorev aldig bilinmektedir.
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Sekil 4.13 : Tunikamisine yiiksek direng gosteren 10 ayri irk arasindaki iliski.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tunikamisinin Okaryotik hiicrelerde N-glikan sentezini bloke ederek ER stresine neden
oldugu, hiicre boliinmesini inhibe ettigi ve hiicreleri apoptoza siiriikkledigi bilinmektedir (Xiao
ve dig., 2016). Organizmalarin tunikamisin antibiyotigine maruz kaldiktan sonra meydana
gelen ER stresi nedeniyle programlanmis hiicre 6liimiine gittigi bilinse de ER stresi kaynakli
apoptozis hakkindaki bilgiler her soruya tam olarak cevap verebilecek yeterlilikte degildir.
Hiicrenin apoptotik siirece girmesi ve bunu saglayan mekanizmaya ait kontroliindeki
mekanizmayla m1 veya birkag pro-apoptotik yolla mi1 oldugu heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Kaspazlardan hangilerinin ER stres kaynakli hiicre 6liimii ile iligkisinin olup
olmadigi da heniliz aydinlatilabilmis degildir. Proteinlerin yanlis katlanmis formlarimi
tanimlamada kullanilan belirgin 6zellikler ve protein yari Omiirlerini diizenlemedeki

mekanizmalar hakkindaki bilgiler heniiz oldukga kisitlidir (Smith ve dig., 2011).

Calismada, parental 1k olarak kullanilan S. pombe ED666 irkinda (h+ade6-M210 ura4-D18
leul-32) yari 6ldiiriicii doz seviyesinde tunikamisin antibiyotigi muamele edilen ve 24 saat
iiretilen hiicrelerin kontrol grubunun deney grubuna gore daha fazla yogunlukta oldugu
goriilmistiir. Apoptoz miktar1 acisindan ele alindiginda her iki grupta da apoptotik hiicre
miktar1 agisindan ciddi bir fark goriilmemesi bu genlerin tunikamisine direng gdsterme
acisindan etkin bir rol oynamadigini gostermektedir. Parental hiicrelerde ROT miktarina
bakildiginda kontrol ve deney gruplari arasinda da onemli bir fark gdzlemlenmemesi bu
genlerin hiicresel reaktif oksijen iiretiminde etkin bir rol almadigini géstermektedir. Ayrica
hem kontrol hem de tunikamisin i¢eren besi ortaminda iiretilen iki grupta da hiicre yapilariin
normal olmasi, tunikamisin yar1 6ldiiriici dozunun parental hiicre icin hiicre sekillerinde

etkisinin olmadigin1 géstermektedir.

Arastirmada kullanilan genlerden biri olan cr9 geni bakimindan delesyonlu S. pombe
mutantlarinin tunikamisin bulunan besi ortaminda iireyenlerde kontrol hiicrelerine kiyasla
daha ¢ok apoptotik hiicre goriilmesi ve spot ekimler dikkate alinarak degerlendirildiginde
deney grubundaki canli hiicre sayisinin kontrole gore daha az olmasi bu genin canlilik iizerine
etkisinin bir goOstergesi sayilabilmektedir. ER’de meydana gelen apoptoz olayinda

mitokondride rol oynayan qcr9 geninin delesyonlu mutantinda elde edilen bu sonuglar ER-
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mitokondri iliskisini de agik¢a gozler oOniine sermektedir (Phillips ve dig., 2016). ATP
sentazini, Ozellikle NARP (noropati, ataksi ve retinitis pigmentoza) sendromunu etkileyen
insan kalitsal mitokondriyal hastaliklarina karsi aktif ilaglarin taranmasi caligmalarinda
S.pombe’lerdeki qgcr9 geninin S. cerevisiae’daki ortologu (QCR9 geni) kullanilmigtir
(Couplana ve dig., 2011). Hiicre i¢i oksidasyon miktarina ait istatistiksel verilerin anlamli
bulundugu bu irkta, deney gruplarinda kontrol grubuna goére daha fazla reaktif oksijen
birikimi goriilmesi tunikamisinin mitokondride elektron transfer mekanizmasin1 bozarak
hiicre fonksiyonunu olumsuz etkiledigini gostermektedir. Ancak buna ragmen hiicre
sekillerinin her iki grupta da normal ve nukleuslarin hiicre merkezi olmasi hiicresel morfolojik

yapinin korundugunu ortaya koymaktadir.

hnt3 geni (Daley ve dig., 2010) bakimindan delesyonlu deney grubu hiicrelerinde kontrol
grubu hiicrelerine oranla daha fazla apoptotik hiicre goriilmesi ve spot ekimlere bakildiginda
deney grubunun daha az iireme gostermesi, hiicrelerin canliligi hakkinda fikir
verebilmektedir. Deney grubundaki hiicre i¢i oksidasyon miktari istatistiksel olarak oldukga
anlamli bulunan bu irkta, kontrol grubuna gore daha g¢ok reaktif oksijen birikmesi ve
hiicrelerin morfolojik olarak daha uzun olmasi, DNA onarimi gerceklesmeyen mutantlarda
tunikamisinin hiicresel fonksiyonlar1 degistirdigini diisiindlirmektedir. Kontrol grubundaki
hiicre sekillerinin normal yapilarda iken, deney grubundakilerin daha uzun hiicre sekillerine

sahip olmasi tunikamisinin hiicrenin morfolojik yapisin1 bozdugunu gostermektedir.

cfhl geninin S. pombe’de fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Hiicrede ER stresine neden
olan tunikamisin antibiyotigine maruz birakilan deney grubundaki hiicrelerde kontrol
hiicrelerine kiyasla daha fazla apoptoz goriilmesi hiicre canliliginda 6nemli bir etkisi
oldugunu diisiindiirmektedir. Deney gruplarinda hiicre i¢i oksidasyon miktar1 istatistiksel
acidan da olduk¢a anlamli bulunan bu irkta daha yiliksek oranda reaktif oksijen birikimi
goriilmesi, tunikamisin ile muamele edilmis hiicrelerde hiicre duvari biitlinliiglinde rol aldig1
diisiiniilen bu genin fonksiyonunu aydinlatmaya katki saglayacagi Ongoriilmektedir.
Nukleuslarin kontrol grubunda hiicre merkezinde iken deney grubunda kutba daha yakin
bolgede konumlandig: fakat hiicresel morfolojik yapinin bozulmadigr goriilmiistiir. Spot ekim
gorlntiileri degerlendirildiginde deney grubuna kiyasla kontrol grubundaki hiicrelerde daha

fazla canli hiicre goriilmesi, bu genin hiicre canlilig1 izerindeki etkisini gosterdi.
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SPCC1739.08¢c geni bakimindan delesyonlu irklarin deney grubundaki apoptoz miktarinin
kontrol grubuna kiyasla kadar fazla olmasi, hiicre i¢i oksidasyon miktarina bakildiginda
kontrol grubuna gore daha ¢ok reaktif oksijen birikimi goriilmesi ve spot ekim goriintiilerinde
tunikamisin ile muamele olmus kiiltiirlerin daha az yogunlukta bulunmasi hiicresel canlilik
hakkinda fikir vermektedir. Kontrol grubuna ait hiicreler normal morfolojik yapiya sahip,
ayrica nukleuslar1 hiicre merkezinde konumlanmis durumdadir fakat deney grubuna ait
hiicreler daha uzun, nukleus kutba yakin ve cok fazla sayida ¢ift nukleuslu hiicreler
bulunmaktadir. Hiicrelerin uzun, nukleuslarin kutba yakin ve ¢ift sayida olmasi hiicrelerin

boliinmek iizere oldugu veya boliinemedigi i¢in bu formda kaldiklarini diisiindiirmektedir.

emc3 geni bakimindan delesyonlu olan mutant S. pombe irklarinda hiicre iiremesi bakimindan
¢ok diisilik bir fark goriilmesi, bu genin hiicre liremesinde ¢ok etkili olmadigini diisiindiirmiis
olup apoptotik hiicre miktar1 olarak bakildiginda deney grubunda kontrol grubuna gore daha
fazla apoptotik hiicreler bulunmasi hiicre canliliginmi etkileyen bir rolii iistlendigini
gostermistir. Deney gruplarindakontrol grubuna goére daha yiiksek oranda reaktif oksijen
birikimi goriilmesi ve nukleusun kutba daha yakin bulunmasi tunikamisinin hiicrede
olusturdugu stresi gostermektedir. Hem deney hem de kontrol hiicrelerinin morfolojileri
degismemistir ancak kontrol grubunda nukleus hiicre merkezinde yer almis durumunda iken
deney grubunda kutba yakindir. Ayrica spot ekimler incelendiginde tunikamisinli besi
ortaminda iretilen kiltlirlerin tunikamisin eklenmemis besi ortaminda iiretilenlere kiyasla

daha az iiremesi, tunikamisinin hiicre canliligina etkisi hakkinda bir 6n bilgi vermektedir.

SPAC23D3.13c geninin delesyonlu oldugu 1rklar tunikamisin igeren besi ortaminda
tiretildiginde kontrol grubuna goére apoptotik hiicrelerin daha fazla bulunmasi, bu genin hiicre
canliliginda 6nemli bir rolii istlendigini gosterdi. Spot ekim goriintiilerine bakildiginda,
kontrol grubundaki hiicrelerin deney grubuna ait kiiltiirlerden daha ¢ok liremis olmasi hiicre
canliliginin gostergesi olarak diisiiniilebilmektedir. Deney gruplarinda kontrol grubuna gore
fazla reaktif oksijen bulunmasi ve bunun istatistiki a¢idan da anlamli olmasi, tunikamisinin

hiicre fonksiyonunu etkiledigini géstermektedir.

SPAC3H1.08c geni bakimindan delesyonlu olan irklarda kontrol ve deney gruplari apoptoz
miktar1 acgisindan karsilastirildiginda deney grubunda kontrol grubuna gore yiiksek oranda
apoptotik hiicre gozlemlenmis olmasi bu genin, hiicre dlimiindeki roliinii gostermektedir.

Deney gruplarinda hiicre i¢i oksidasyon miktaria bakildiginda, kontrol grubuna gore daha
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cok reaktif oksijenin birikmesi ve ayni zamanda hiicrelerin daha biiyiik ve sismis yapida
olmasi tunikamisinin hiicresel yapiyr bozdugunu gostermektedir. Spot ekimler dikkate
alarak degerlendirildiginde canli hiicre sayisinin kontrol grubuna kiyasla deney grubunda

daha az goriilmesi, canlilik iizerine etkisi hakkinda bilgi vermektedir.

fapl geni bakimindan delesyonlu mutantlarin deney gruplarinda apoptoz miktar1 agisindan
karsilastirildiginda kontrol grubuna gore daha yiiksek oranda apoptotik hiicre gbézlemlenmis
olmast bu genin, hiicre canlilifinda etkin bir rolii oldugunu gdstermistir. Hiicrelerin spot
ekimleri dikkate alindiginda, kontrol gruplarinin tunikamisinli besi ortaminda tiretilen deney
gruplarina kiyasla daha fazla tiremis olmalar1 hiicrelerin canliligi ve ¢ogalmalar1 hakkinda 6n
bilgi olusturdu. Ayrica deney grubunda hiicre i¢i oksidasyon miktarinin yiiksek olmasi, ayni
zamanda kontrol grubunda normal yapida iken deney grubunda daha uzun ve koni seklinde
bir hiicre morfolojiside bulunmasi ve nukleusun kutba yakin konumlanmasi tunikamisinin

yarattig1 hiicresel stresi gosterdi.

SPBC8D2.18c geni bakimindan delesyonlu 1rklarda kontrol ve deney gruplari apoptoz orani
acisindan karsilastirildiginda deney grubunda kontrol grubuna goére daha fazla apoptotik hiicre
gozlemlendi. Spot ekimlerde kontrol grubundakilerin deney grubu kiiltiirlerden daha yogun
olmalari, bu genin canlilik iizerine etkisinin bir gdstergesi sayilabilecegini gostermektedir.
Deney gruplarinda hiicre i¢i oksidasyon miktari istatistiksel acidan da anlamli bulunan bu
irkta, kontrol grubuna gore reaktif oksijen birikimi goriilmesi tunikamisinin hiicre
fonksiyonunu bozdugunu isaret etmektedir. Diger genlerin aksine kontrol grubundaki
hiicrelerin deney grubundakilere kiyasla daha sekilsiz ve kisa bulunmasi ve ayrica
nukleuslarin hiicre kutbuna yakin lokalizasyonda bulunmasi, SPBC8D2.18c geninin hiicre
morfolojisi bakimindan olduk¢a 6nemli oldugunu disiindiirmektedir. Metil metabolizma
yolaginin bloke edilmesiyle hiicrelerde oksidatif stres olustugu ve morfolojik yapilarinin

bozuldugu goriilmektedir.

oca3 bakimindan delesyonlu 1rklarda kontrol ve deney gruplart apoptoz miktar1 acisindan ele
alindiginda, deney grubunda kontrol grubuna kiyasla daha fazla apoptotik hiicre bulunmasi,
bu genin hiicre canliliginda etkin bir rolii oldugunu ortaya koymaktadir. Deney gruplarinda
hiicre i¢i oksidasyon miktar: istatistiki agidan da anlamli bulunan bu 1rkta, kontrol grubuna
gore daha ¢ok reaktif oksijen birikimi goriilmesi tunikamisinin hiicre fonksiyonunu

degistirdigini isaret etmektedir. Ayrica hem kontrol hem de deney grubunda hiicre
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morfolojisinin bozuk ve nukleusun kutba yakin olmasi, protein katlanma mekanizmalarinin
hiicresel metabolizmadaki roliinii gosterdi. Spot ekimler Kkarsilastirildiginda deney
grubundakilerin kontrol grubundan daha az {iremesi, tunikamisinin hiicre canliligindaki

etkisinin gostergesi sayilabilmektedir.

mnr2 geni bakimindan delesyonlu irklar apoptoz miktar1 agisindan ele alindiginda deney
grubunda kontrol grubuna gore daha fazla apoptotik hiicre bulunmasi bu genin, hiicre
canliliginda etkin bir rolii oldugunu gostermektedir. Reaktif oksijen tiirleri acisindan deney
grubu ile kontrol grubu arasinda az fark olmasi, tunikamisinin mnr2 bakimindan delesyonlu
irklarda hiicresel reaktif oksijen miktarini cok fazla etkilemedigini gdstermektedir. Ancak
deney grubu hiicrelerinin kontrol grubundakilere gore daha bozuk sekillerde olmasi, hiicrede
Mg*? transportu iizerinde rol alan bu genin delesyonlu oldugu durumda, hiicre morfolojisinin
bozulmasia neden oldugunu gostermektedir. Kontrol ve deney grubuna ait spot ekimler
karsilastirildiginda tunikamisinli besi ortaminda {iretilmis olan deney grubunun daha az

tiremesi, hiicre canlilig1 lizerine etkisinin bir gostergesi sayilabilmektedir.

tbcl3 geni bakimindan delesyonlu 1rklarda apoptoz miktarina bakildiginda deney grubunda
kontrol grubuna kiyasla daha fazla apoptotik hiicre goriildiiglinden dolayr bu genin, hiicre
canliliginda etkin bir rolii oldugunu gostermistir. Deney gruplarinda hiicre i¢i oksidasyon
miktar istatistiksel olarak anlamli bulunan bu irkta, kontrol grubuna gore daha fazla reaktif
oksijen birikimi goriilmesi, ayrica kontrol grubunda normal yapida iken deney grubuna ait
hiicrelerin sise ve tiggen sekillere benzer yapilarda olmasi nedeniyle, thc13 geninin hiicresel
metabolizma ve 6zellikle morfolojik yapinin korunmasi i¢in olduk¢a 6nemli oldugunu ifade
etmektedir. Spot ekimlerde kontrol grubu hiicrelerinin daha fazla iiremis olmasi,

tunikamisinin hiicre canliliginda etkisini daha da destekler niteliktedir.

ubp2 geni bakimindan delesyonlu irklar apoptoz miktar1 agisindan ele alindiginda; deney
grubunda kontrol grubuna kiyasla ¢ok fazla apoptotik hiicre bulunmasi, hiicre canliligindaki
onemli rolii oldugunu kanitlamaktadir. ubp2 geni bakimindan delesyonlu olan S. pombe’ler
tunikamisinli besi ortaminda {iretildiginde hiicrelerin sekilleri olduk¢a bozulmakta ve nukleus
kutba yakin lokalize olmaktadir. ubp2 geninin delesyonlu oldugu hiicreler tunikamisinli besi
ortaminda bulundugunda, hiicre morfolojilerinin oldukga degistigi ve hiicrelerin bu stresten
cok fazla etkilendigi goriildii. Ayrica deney gruplarinda hiicre i¢i oksidasyon miktari

istatistiksel agidan oldukc¢a anlamli bulunan bu irkta, kontrol grubuna gore hiicresel reaktif
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oksijen miktarmin ciddi miktarda artmasi, bu genin ROT metabolizmasindaki roliinii
gostermektedir. Spot ekimlerde bu gene ait kontrol grubunda deney grubuna kiyasla canli

hiicre sayisinin daha ¢ok bulunmasi, tunikamisinin hiicre canliligina etkisini gostermektedir.

SPBC17A3.05¢ geni bakimindan delesyonlu irklarda apoptoz miktarlar1 karsilagtirildiginda,
deney grubunda kontrol grubuna kiyasla daha fazla apoptotik hiicre goriildii. Hiicre igi
oksidasyon miktarinin istatistiki agidan anlamli bulunmasi ve kontrol grubuna gore daha fazla
reaktif oksijen birikmesi, hiicrelerin daha uzun ve sekilsiz yapilarda goriilmesi, tunikamisinin
hiicresel metabolizmay1 olumsuz etkileyerek ER stresine neden oldugunu disiindiirdi.
Tunikamisinin deney gruplarina ait hiicrelerde protein katlanmalarinin bozularak hiicrelerin
iiremelerinin azaltti§i, apoptoz oranimi artirdii ve hiicresel metabolizmay1r bozdugu
goriilmustlir. Ayrica spot ekimlere bakildiginda kontrol grubundaki canli hiicre sayisinin
deney grubuna gore daha yogun olmasi, hiicre canliliina etkisinin bir gostergesi olabilecegi

sanilmaktadir.

cdsl geni bakimindan delesyonlu irklarda hiicre igi oksidasyon miktarinin istatistiki agidan
anlamli bulunmasi, deney grubunda kontrol grubuna gore daha fazla reaktif oksijen birikimi
goriilmesi, daha bozulmus hiicre yapilarimin bulunmasi ve nukleusun kutba yakin
konumlanmasi, uygulanan stres faktorli tunikamisinin hiicreleri oldukca etkilediginiancak
apoptoza yonlendirmedigini gdsterdi. Spot ekimlerde deney grubu hiicrelerin kontrol grubuna
gore daha az yogunlukta {iremesi, tunikamisinin hiicre ¢ogalmas: konusunda fikir

verebilmektedir.

SPBC19G7.18c geni bakimindan delesyonlu irklarda spot ekimler goz Oniine alindiginda,
kontrol grubundaki hiicrelerin deney grubundakilere gore daha fazla yogunlukta olmasi,
tunikamisinin hiicre canliligina etkisi oldugunu diisiindiirdii. Bu gen bakimindan delesyonlu
irklar apoptoz miktar1 acisindan ele alindiginda, deney grubunda kontrol grubuna kiyasla daha
fazla apoptotik hiicre bulunmasi bu genin, hiicre 6liimiinde etkin bir rolii oldugunu gosterdi.
Deney gruplarinda hiicre i¢i oksidasyon miktari istatistiki agidan anlamli bulunan bu 1rkta,
kontrol grubuna goére daha fazla reaktif oksijen birikimi goriilmesi, hiicre morfolojilerinin
daha bozuk olmasi ve nukleusun kutba yakin yerlesimi tunikamisinin hiicrelerde yarattigi

stresi gostermektedir.
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SPBC8E4.04 genibakimindan delesyonlu 1rka aitdeney grubunda kontrol grubuna gore
apoptotik hiicre sayisinin daha ¢ok olmasi ve hiicre i¢i oksidasyon miktar istatistiki agidan
anlamli bulunan bu 1rkta kontrol grubuna goére daha fazla reaktif oksijen birikimi goriilmesi,
bu genin hiicre canliliginda etkin bir rolii oldugunu isaret etmektedir. Deney grubuna ait
hiicrelerin daha biiylik ve nukleusun kutba yakin olmasi tunikamisinin hiicre morfolojisini
degistirdigini gostermektedir. Spot ekimlere gore kontrol grubunda deney grubundan g¢ok
daha fazla canli hiicre bulunmasi, tunikamisinin hiicre canliligindaki etkisi konusunda fikir
verebilmektedir. Karbonhidrat metabolizmasinda rol alan bu gen bakimindan delesyonlu
hiicrelerde tunikamisinin hiicre metabolizmasina ve morfolojisine etkisinin fazla oldugunu

ortaya koymaktadir.

ricl geni bakimindan delesyonlu irklara ait spot ekimler kiyaslandiginda, kontrol grubunda
deney grubuna gore daha fazla canli hiicre bulunmasi ve deney grubundaki hiicrelerin
iiremelerinin oldukg¢a diisiik olmasi, tunikamisinin hiicre canliligina etkisi konusunda fikir
verebilmektedir. Hiicreler apoptoz miktar1 agisindan ele alindiginda deney grubunda kontrol
grubuna kiyasla oldukga fazla apoptotik hiicre bulunmast bu genin, hiicre canliliginda ¢ok
biiyiik etkisi oldugunu gosterdi. Deney gruplarinda kontrol grubuna gore daha fazla reaktif
oksijen birikimi goriilmesi tunikamisinin bu bakimindan delesyonlu irklarda hiicresel reaktif
oksijen miktarini ¢ok fazla degistirmedigini ancak hiicrelerin morfolojik olarak daha bozuk ve
bliylik olmasi ve ayrica nukleusun kutba yakin konumda yer almasina bakilarak hiicre

metabolizmasini degistirdigini ve hiicresel 6liim mekanizmalarini artirdigi ortaya konuldu.

SPAC688.03c geni bakimindan delesyonlu irklarda apoptotik hiicrelere bakildiginda deney
grubunda kontrol grubuna kiyasla daha fazla apoptotik hiicre bulunmasi tunikamisinin hiicre
Olimiini 6nemli Olgiide artirdigimi gosterdi. Kontrol grubuna ait hiicrelerin spot ekimleri,
deney grubuna ait hiicrelere gore daha fazla canli hiicre igermesi, canlilik {izerine etkisinin
gostergesi sayilabilmektedir. Deney gruplarindaki hiicre i¢i oksidasyon miktar: istatistiki
agidan anlamli bulunan bu irkta, kontrol grubuna gore daha ¢ok reaktif oksijen birikimi ve
daha uzun yapida hiicre morfolojisi bulunmaktadir. Bunun yan sira ¢ok sayida ¢ift nukleuslu
hiicrelerin bulunmasi hiicre bdliinmesinin  bloke edildigini, bdoliinemediginden dolay1

hiicrelerin uzamis olabilecegini ve apoptotik siirece yoneldigini diisiindiirmektedir.

sec71l geni bakimindan delesyonlu irklar apoptoz miktar1 agisindan ele alindiginda deney

grubunda kontrol grubuna kiyasla daha fazla apoptotik hiicre bulunmasi bu genin, hiicre
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Oliimiinde etkin bir rolii oldugunu gostermektedir. Deney gruplarinda hiicre i¢i oksidasyon
miktar1 istatistiksel agidan anlamli bulunmayan bu irkta, kontrol grubuna gore biraz fazla
reaktif oksijen birikimi goriilmesi tunikamisinin bu bakimindan delesyonlu irklarda hiicresel
reaktif oksijen miktarmni ¢ok fazla degistirmedigi diisiiniilmektedir. Deney grubuna ait spot
ekimlerde kontrol grubuna gore daha az canli hiicre bulunmasi, hiicre canlilig1 hakkinda da 6n
bilgi verebilmektedir. Ayrica kontrol grubundaki normal yapidaki hiicrelere kiyasla deney
grubu hiicrelerinin daha biiyiik ve koni seklindeki morfolojik yapilara donligmeleri de

hiicresel metabolik siireclerin stresten etkilendigini gostermektedir.

Bu calismada yer alan birgok genin ¢esitli hastaliklarla iligkili olabilecegi goriildii. hnt3
geninin insanlardaki ortologu olan APTX geni ile ilgili ¢alismalarda okiilomotor apraksi
(APTX genindeki mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikan otozomal resesif kalitsal bir hastalik) ve
ataksiye neden olan norodejeneratif hastaliklarla iliskili oldugu gosterilmistir. APTX geni
tarafindan kodlanan Aprataxin proteini, DNA-tek-zincir kirtlmalarinin tamirinde rol almakta
ve bu gen delesyona ugratildiginda DNA hasar1 birikerek hiicreyi oliime stiriiklemektedir
(Gong ve dig., 2011). DNA onarim mekanizmasinin engellenmesi ile hiicrelerin apoptotik
stirece yoneldigi disiliniilmektedir. S. pombe’de hnt3 geni ¢alismalarinin artirilmasi,
insanlarda norodejeneratif, otozomal resesif ve monogenik (tek gen) hastaliklarin
aydinlatilmasinda oldukga yararli olacaktir. SPAC3H1.08c geni ortologu MCURL1 geni (Homo
sapiens) mitokondride kalsiyum gegisini diizenlemektedir. Mitokondriyal kalsiyum uniporter
kompleksi oldukga secici bir kalsiyum kanalidir. Mitokondriyal kalsiyum homeostazi, hiicre
hayatta kalmasinda ve Okaryotlarda aerobik metabolizmada kritik roller oynar. Asir Ca*?
birikimi, mitokondri i¢ zarini gecirgen hale getirir. Bu da apoptoz ile sonuglanmaktadir ve
insan patolojisindeki apoptotik oOzellikler neoplazmlar, otoimmiin hastaliklar, inme,
Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve ailesel amiyotrofik lateral skleroz gibi bazi
norodejeneratif hastaliklarla ilgilidir (Yamamoto ve dig., 2019). SPAC3H1.08c geninin
fonksiyonunun ortaya koyulabilmesi i¢in gerekli caligmalarin artirilmasi gerekmektedir.
SPBC8D2.18c geni c¢alismalarinin artirilmasi, insanlardaki aminoasit metabolizmasi
bozukluklar: (6rnegin, S-adenosilhomosistein hidrolaz eksikligi olan hipermetiyoninemi) gibi
hastaliklarin aydinlatilabilmesi i¢in olduk¢a faydali olabilecegi sanilmaktadir. ER ve
mitokondri zarlar1 arasinda molekiiler iliski, sadece lipit gibi metabolitlerin degisimini ve
sinyallesme siireglerini kapsamaz, ayni zamanda kalsiyum sinyali, apoptoz, Alzheimer

hastalig1 patolojisi ve viral replikasyonda da rol oynamaktadir (Lahiri ve dig., 2014). S.
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pombe’deki oca3 geninin Alzheimer gibi diger noérodejeneratif hastaliklarin molekiiler
mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in 6ncii olabilecegini diisiindiirmektedir. Bunun disinda
Mg*?, genomik stabilitenin siirdiiriilmesinde ve kanserojenligin énlenmesinde 6nemli bir rol
oynar. Bu nedenle, Mg*? metabolizmasindaki degisikliklerin, tip 2 diabetes mellitus ve
hipertansiyon gibi metabolik sendromlar dahil olmak {izere birgcok 6nemli insan hastaligi ile
iliskili oldugu diistiniilmektedir (Cui ve dig., 2015). tbcl3 geni hakkinda yeterli ¢alisma
olmamasina ragmen insanlardaki ortologunda (TBC1D13 geni) insiilin ¢alisilmis (Davey ve
dig., 2012) ve adipositlerdeki glikoz naklini uyardigir goriilmiistiir. Khan ve arkadaslarinin
(2013) insanlarda prostat kanserinin ilerlemesinin metabolomik profili iizerine yaptig
calismasinda, pipekolat oksidazin sarkosini metabolize ederek prostat hiicrelerinin onkojenik
potansiyelini azalttig1 goriilmiistiir. Insanlardaki ortologu PIPOX geni olan fapl geni,
ozellikle kanser gibi hastaliklarin aragtirilmasinda olduk¢a Onemli oldugunu ortaya
koymaktadir. Ayrica Alzheimer, Parkinson ve Huntington gibi norodejeneratif hastaliklar,
proteinlerin yikimi nedeniyle karsilasilan hastaliklardir ve bu hastaliklarin aydinlatilmasi i¢in
S. pombe’lerdeki ubp2 geni ¢aligmalarinin artirilmasi  oldukg¢a faydali olacagi
disiiniilmektedir. Cesitli kanser tlirleri (Meme kanseri, kalitsal meme-yumurtalik kanseri
sendromu, osteosarkom, prostat kanseri), monogenik hastaliklar, bobrek yetersizligi ve
otozomal dominant hastaliklarinin aydinlatilabilmesi i¢in yapilacak c¢aligmalarda S.
pombe’lerdeki cdsl geni ¢alismalarmin artirilmasi olduk¢a yararli olacagi tahmin
edilmektedir. Bunun disinda, delesyonu hiicre iskeleti organizasyonunun bozulmasina neden
olan rlcl bakimindan mutasyonlu hiicrelerde, ER stresine neden olan tunikamisin
antibiyotigine maruz kaldiginda meydana gelen metabolik ve morfolojik degisiklikler
gosterildi ve S. pombe’deki rlcl geni ¢alismalarinin artirilmasi, insanlardaki miyopati ve kalp
hastaliklarinin aydinlatilmasinda yararli olacaktir. Bir diger gen olan SPAC688.03¢c geni
caligmalarinin artirilmasi, insanlardaki Alport sendromu gibi monogenik hastaliklarin

tedavilerinin gelistirilmesi i¢in oldukca 6nemli olacagi varsayilmaktadir.

Sonu¢ olarak bu calismada elde edilen bulgular, bu genlerle iliskili bazi yorumlarin
yapilabilmesine olanak vermektedir. Bu genlerin yapis1 ve islevleri hakkinda iliskinin ortaya
konulmasi agisindan tam olarak agiklanabilmesi i¢in bagka arastirmalarin da yapilabilmesi
gerekecektir. Bunlar arasinda gen anlatim diizeylerine bakilmasi, gen izolasyonu ve
klonlanmasi yer alabilir. Calismada kullanilan mutantlara ait kontrol gruplarinin morfolojik

yapilari, pombase.org sitesindeki verilerle uyusmaktadir. Ayrica ROT seviyesi artan
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hiicrelerde antioksidan savunma saglayan ¢esitli gen iirlinlerinin ekspresyonuna bakilmasi
gerckebilir. Bu ¢alismada, S. pombe’lerde bulunan genler hakkinda daha detayli bilgi
edinilerek ¢aligmada yer alan genlerin fonksiyonel 6zellikleri ayrintili olarak incelenmis ve bu
genlerin insanlardaki diyabet, obezite ve norodejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarla
iliskilerine bakilmistir. Ayrica bu hastaliklarin tedavileri i¢in gereken molekiiler
mekanizmalarin temelini aydinlatmak iizere tunikamisin antibiyotiginin hiicrelerde meydana
getirdigi degisiklikler ve hiicrelerin bu strese maruz kaldiginda hayatta kalma siirecleri
incelenmistir. Bu tezde yapildigi gibi, tunikamisin stresine maruz birakilan S. pombe’lerde
hiicresel yanmitin  molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik calismalar,

hastaliklarin molekiiler diizeyde tedavileri i¢in yeni fikirler olusturacaktir.
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