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YÜKSEK LĠSANS TEZĠ 

Merve YEMENĠCĠ 

Ġstanbul Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

DanıĢman : Dr. Öğr. Üyesi Semian KARAER UZUNER 

Tunikamisin, proteinlerdeki asparagin gruplarının N-glukozilasyonunu inhibe etmesi 

sonucunda yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin birikimine neden olmaktadır ve endoplazmik 

retikulum (ER) stresini arttırması nedeniyle hücre biyolojisi çalıĢmalarında yaygın olarak 

kullanılan bir antibiyotiktir. Tunikamisin, fosforile edilmiĢ dolikola N-asetilglukozaminil-1-

fosfat transfer eden N-asetilglukozaminfosfotransferazın inhibe edilmesi yoluyla N-

glukozilasyonu engelleyerek ER stresine yol açmaktadır. Bu çalıĢmada, Wortmannin‟e 

dirençli olduğu bilinen koleksiyona yine ER stresine neden olduğu bilinen tunikamisin 

uygulanıp tek gen bakımındandelesyonlu ilgili genlerin sinyal yolakları, etki mekanizması ve 

fonksiyonları analiz edildi. 

Önceki çalıĢmalarda Wortmannin‟e dirençli olduğu tespit edilen her biri tek bir gen 

bakımından delesyonlu olan 111 ayrı mutant Schizosaccharomyces pombe ırklarına, yarı 

öldürücü dozu 0,5 µg/mL olarak belirlenmiĢ olan tunikamisin uygulandı. Tunikamisine 

dirençli ve dirençsiz olan 20 mutan ırk belirlendi. Tunikamisin ile muamele edilmiĢ olan 

hücrelerle kontrol gruplarının hücre içi oksidasyon (ROT seviyeleri, reaktif oksijen türleri) 

farklılıkları, DAPI boyama yöntemiyle nukleuslarındaki değiĢiklikler, akridin orange/etidyum 

bromür (AO/EtBr) boyama tekniği ile hücrelerdeki canlılık ve apoptoz seviyeleri ölçüldü. 

Ayrıca spot ekim yöntemi ile hücrelerin canlılık seviyeleri ve dirençlilik oranları ve 20S 

WORTMANNĠN’E DĠRENÇLĠ Schizosaccharomyces pombe MUTANTLARINA 

TUNĠKAMĠSĠN’ĠN ETKĠSĠ 
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proteozom aktivite ölçümü ile proteozomal aktivitelerinde meydana gelen değiĢiklikler, hem 

kendi kontrol gruplarıyla hem de parental ırk ile karĢılaĢtırmalı olarak gösterildi. Kontrol ve 

tunikamisinli besi ortamında üreyen gruplar kıyaslandığında, tunikamisin eklenen besi 

ortamında daha az sayıda ürediği, morfolojik olarak daha büyük oldukları, nukleus yapılarının 

belirgin ölçüde değiĢtiği, hücre içi oksidasyon seviyelerinin arttığı, proteozomal 

aktivitelerinde ciddi miktarlarda değiĢimlerin olduğu ve hücrelerin apoptoza yöneldiği 

görüldü.  

Elde edilen sonuçlar bazı insan hastalıklarının moleküler mekanizmasının aydınlatılmasına 

yardımcı olacaktır. 

Haziran 2020, 87 sayfa. 

Anahtar kelimeler: Schizosaccharomyces pombe, tunikamisin, Wortmannin, ER stresi. 
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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 µg/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 

THE EFFECT OF TUNICAMYCIN ON WORTMANNIN 

RESISTANT Schizosaccharomyces pombe MUTANTS 
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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. GĠRĠġ

Ökaryotik hücrelerde bulunan endoplazmik retikulum (ER), nukleus ile bitiĢik membran 

vesiküllerinden oluĢan bir ağ olarak tanımlanmıĢtır (Palade, 1956). Tüp benzeri yapılar ve 

düzleĢmiĢ keselerden oluĢan membranöz ağ yapısı, sitoplazma boyunca yayılır ve hücrenin 

yaklaĢık olarak yarısını kaplamaktadır (Kaufman, 1999). 

ER, aynı zamanda hücresel Ca
+2

 homeostazının korunmasını sağlayan büyük bir Ca
+2

deposudur (Knupp ve diğ., 2019). ER stresi sırasında Ca
+2

, ER'den serbest bırakılır ve

mitokondriye girer. Mitokondriye Ca
2+

 hareketi, oksidatif fosforilasyonu (ROT, Reactive

oxygen species) arttırdığı için ER stresine karĢı ilk yanıtlardan biri olarak 

nitelendirilmektedir. Yapılan çalıĢmalarla ER stresinin hücresel mitokondriyal ROT birikimi 

ile hücre ölümüne neden olduğu bilinmektedir (Bravo ve diğ., 2011). 

Hücre içerisinde veya dıĢında ihtiyaç duyulan proteinin üretilmesi için gereken süreçlerde rol 

alan ER, salgı yolağında yer almaktadır. Nukleus zarından sitoplazmaya ve hücre zarına kadar 

hücre içerisinde birbiri ile bağlantılı bir kanal sistemi oluĢturur. Bu kanal sistemi, hücre 

bölünmesi esnasında kaybolmaktadır. Yapısına bakıldığında granüllü ve granülsüz olmak 

üzere iki farklı tipi bulunmaktadır. Granülsüz ER (Smooth ER)‟de membran üzerinde 

ribozom yoktur. Lipid sentezi ve steroid depolama gibi görevleri vardır.  Granüllü ER (Rough 

ER)‟nin üzerinde ise ribozom vardır. Proteinlerin translasyonel değiĢikliklere uğradığı ve 

hedef bölgeye gönderildiği önemli bir organeldir. Proteinler sentezlendikten sonra ER‟de 

çeĢitli düzenlenme, katlanma ve olgunlaĢma gibi aĢamaları gerçekleĢir. mRNA, endoplazmik 

retikuluma bitiĢik ribozomlara ulaĢtığında granüllü ER lümeni içerisinde protein translasyonu 

ve bunun sonucunda çeĢitli modifikasyonlar (örneğin, N-glukozilasyon, disülfit bağ oluĢumu 

gibi)  gerçekleĢmektedir. ER, proteinlerin golgiye ulaĢmalarında yer alan önemli bir geçiĢ 

organelidir (Schwarz ve Blower, 2016). 

Proteinlerin biyosentezi, katlanması, geliĢtirilmesi, modifikasyonu, taĢınması ve yıkımını 

içeren protein homeostazı ER tarafından düzenlenir (Kaufman, 1999). Proteinler hedef bölge 

için ER‟den çıkarken ya katlanmıĢ protein Ģeklinde ya da yanlıĢ katlanmamıĢ proteinler 

Ģeklindedir. Proteinin katlanması düzgün bir Ģekilde devam ettiğinde golgiye giderek 

fonksiyonel iĢlevini sürdürmektedir, ancak yanlıĢ katlanmıĢ proteinler ER‟de birikir, ER 
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fonksiyonunu gerçekleĢtiremeyecek duruma gelir. ER'de yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin 

birikimi sonrasında ER homeostazını sağlamak için katlanmamıĢ protein yanıtı (UPR) olarak 

adlandırılan birkaç hücre içi sinyal iletim yolunun aktivasyonu gerçekleĢmektedir. Bu yanıtın 

gerçekleĢmediği durumlarda ise ER stresi nedeniyle proteinler üst üste birikerek hücreye 

toksik zararlar vermektedir. 

Schizosaccharomyces pombe (S. pombe), tek hücreli bir fisyon mayasıdır. 3 kromozoma 

sahiptir ve I. kromozomu 5,7 Mb, II. kromozomu 4,6 Mb ve III. kromozomu ise 3,5 Mb 

boyutundadır (Hoffman ve diğ., 2016). 5132 adet genden 5118‟i protein kodlamaktadır 

(pombase.org). Genom boyutu 12,57 Mb olan S. pombe organizmasında genellikle haploid 

evre baskındır. S. pombe genomu 2002 yılında tamamlanmıĢtır (Wood ve diğ., 2002) ve 

genom dizilemesi tamamlanmıĢ olan altıncı model organizmadır (Matsuyama ve diğ., 2006). 

Hücresel yüzeyde tam ortadan ikiye ayrılma Ģeklinde bir bölünme göstererek iki eĢit yavru 

hücre meydana getirmektedir (Klar ve Bonaduce, 2013). Kolaylıkla manipüle edilebilen 

genomları sayesinde hücre bölünmesi, DNA replikasyon, metabolizma, protein katlanması ve 

hücre içi transport gibi temel hücresel süreçlerin anlaĢılmasında tercih edilen bir model 

organizma olmaktadır (Fields ve Johnston, 2005). Çok yüksek transformasyon kapasitesine 

sahip olan S. pombe, homolog rekombinasyon yolakları açısından da zengindir (Sabatinos ve 

Forsburg, 2010). Hücre bölünmesi insan dahil diğer ökaryotlarda da benzer mekanizmalarla 

gerçekleĢtiğinden bu süreçle ilgili S. pombe‟de yapılan keĢifler insana kolaylıkla 

uygulanabilmekte ve yapılan çalıĢmalar farmakolojik açıdan önemli katkılar sağlamaktadır. 

Genomunun kolaylıkla manipüle edilebilmesi sayesinde moleküler biyoloji ve hücre 

biyolojisi çalıĢmalarında sıklıkla kullanılan, oldukça önemli bir ökaryotik model 

organizmadır. Genom dizilerine bakıldığında S. pombe‟de bulunan trm10, hxk2, gad8, gut2, 

pyp2…vb. gibi genlerin insanlarda diyabete; cds1, ras1, git5, byr1, gad8…vb. gibi genlerin 

kanser ve hnt3, smn1, tbp1, sen54, ppk3…vb. gibi genlerin de nörodejeneratif hastalıklara 

neden olduğu bilinmektedir. 

Talaromyces wortmanni mantarından izole edilen “Wortmannin”, hidrofobik östrojen-yapılı 

fungal bir metabolittir (Ui ve diğ., 1995). Wortmannin, G-proteinine bağlı reseptörlerin 

hücresel yanıtlarını durdurması ve kinaza etki etmesi nedeniyle hücre yapısını bozan bir ajan 

olarak kullanılmaktadır. Proteinlerin hücre içi transportunu inhibe etmektedir. 
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Tunikamisin, protein glukozilasyonunu inhibe eden bir antibiyotiktir. GlcNAc (N-

asetilglukozamin) fosfotransferaz (GPT)‟ı inhibe eder ve ġekil 1.1‟de gösterildiği üzere 

glukoprotein sentezinin ilk basamağında N-asetilglukozamin-1-fosfatın UDP-N-

asetilglukozaminden dolikol fosfata transferini önler. N bağlı glukozilasyonu inhibe ederek ve 

N-glukozidik protein-karbonhidrat bağlantılarının oluĢumunu bloke ederek hücresel stresin 

oluĢmasına neden olur (Cummings ve diğ., 2015). 

ġekil 1.1: Tunikamisinin GPT enzimini inhibe etmesi (CTP: Sitidin trifosfat, CDP:Sitidin 

difosfat, P:Fosfat, slideplayer.com). 

Bu çalıĢmanın amacı, Wortmannin‟e direnç gösteren 111 tane mutant Schizosaccharomyces 

pombe (S. pombe) suĢundan tunikamisine dirençli ve dirençsiz olanlarının tespit edilmesi ve 

spot ekim, hücre içi oksidasyon, nukleus boyama, AO/EtBr boyama ve proteozomal aktivite 

ölçülerine bakılarak hücredeki değiĢikliklerin gözlenmesidir. ÇalıĢmadan sağlanacak bulgular 

çeĢitli nörodejeneratif hastalıkların altında yatan moleküler mekanizmanın aydınlatılmasına 

katkı sağlayacaktır. 

https://slideplayer.com/slide/14290345/
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2. GENEL KISIMLAR

2.1. ENDOPLAZMĠK RETĠKULUM STRESĠ 

Ökaryotlarda salgılayıcı ve transmembran proteinlerin büyük çoğunluğu endoplazmik 

retikulumda (ER) katlanır. Bu transmembran proteinleri ve salgı proteinleri, salgı yolundaki 

diğer bölgelere veya plazma zarına verilmeden önce ER içerisinde katlandıktan sonra 

olgunlaĢır. Tüm ER organellerinin içerisinde katlanan proteinlerin katlanma yükü bakımından 

belli bir homoestazı bulunmaktadır (Guydosh ve diğ., 2017). Sıcaklık, çift katlı lipit katmanı, 

Ģaperonlar, tuz konsantrasyonu gibi çeĢitli faktörler proteinlerin katlanmasında önemli rol 

oynamaktadır. ER‟de, protein biyosentezi ve katlanmasının yanı sıra, lipid biyosentezi ve 

kalsiyum homeostazı gibi çeĢitli fonksiyonlar da yer alır. Yalnızca doğru katlanmıĢ bir 

protein, salgı yolağında yer alan bu organelden kusursuz bir Ģekilde çıkarak ilerler. Doğru 

katlanmamıĢ proteinler ise birikerek homeostazı bozar ve ER stresine yol açar (Schwarz ve 

Blower, 2016). 

ġekil 2.1: Endoplazmik retikulumun yapısı (micro.magnet.fsu.edu). 

ER içerisinde katlanan proteinlerin çeĢitli nedenlerle birikmesi ve ER‟nin protein katlama 

iĢlevini gerçekleĢtirmesi için gereken katlanma yükü arasındaki dengenin bozulması 

https://micro.magnet.fsu.edu/
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sonucunda ER stresi olarak adlandırılan katlanmıĢ veya katlanmamıĢ proteinlerin birikmesi 

söz konusudur. Bu durum, katlanmamıĢ protein yanıtını (UPR, „Unfolded protein response‟) 

tetikler (Çetinkaya ve Dursun, 2016). ER stres yanıtı ya da katlanmamıĢ protein yanıtı (UPR) 

olarak adlandırılan bu hücresel cevap mekanizması ilk olarak maya çalıĢmaları ile ortaya 

çıkarılmıĢtır. UPR, ER içerisinde protein katlama homeostazını korur. ER stresi durumunda 

proteinlerin sentezinin inhibisyonu, ER'de yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin birikmesini 

engelleyerek hücrenin sağkalımı için oldukça önemli bir mekanizmadır (Walter ve Ron, 

2011). 

Hücrede belirli bir süre içinde düzgün bir Ģekilde katlanamayan proteinler, ER'den sitosole 

geçerek „ER ile iliĢkili degradasyon‟ (ERAD: Endoplasmic Reticulum-Associated 

Degradation) aracılığıyla uzaklaĢtırılır (Smith ve diğ., 2011). Ancak ER‟de katlanan yeni 

proteinlerin kendi doğal konformasyonlarına ulaĢamadığı ve yanlıĢ katlanma süreci ile baĢ 

edemediği durumlarda, proteozom inhibitörleri ERAD yolağını bloke ederek UPR olarak 

adlandırılan bir sinyal kaskadını uyarır. Hücrenin kaderini belirlemedeki merkezi rolü 

nedeniyle UPR, günümüzde birçok çalıĢmanın temelini oluĢturmaktadır. UPR'nin 

aktivasyonu, üç ER stres sensörü proteinine (Ire1, PERK ve ATF6) bağlıdır (Gardner ve diğ., 

2013; Knupp ve diğ., 2019). 

Saccharomyces hücrelerinde, ER‟de bulunan transmembran proteini Ire1 (Inositol-requiring 

enzyme 1), bir endoribonükleaz görevi görür ve daha sonra UPR'den sorumlu olan bir 

transkripsiyon faktörü proteinine çevrilen mayalardaki HAC1‟e (memelilerde XBP1) ait 

mRNA'nın kırpılmasına katkıda bulunur. UPR hedef genleri, ER'de biriken katlanmamıĢ 

proteinlerle baĢa çıkacak kodlayıcı faktörlerin yanı sıra, membran lipit metabolizması 

proteinlerini kodlayan enzimleri içerir. UPR'yi indükleyen hücresel koĢulların tamamı, ER 

stresi olarak adlandırılır (Tran ve diğ., 2019). 

Endoplazmik retikulumda katlanmamıĢ protein birikiminin PERK (Pankreatik ER kinaz, 

PKR-like endoplasmic reticulum kinase) aracılığı sinyal yolağına bakıldığında ise, ER‟de 

katlanmamıĢ protein birikimi ile karĢılaĢıldığında BiP/Grp78 Ģaperonları devreye girmektedir. 

KatlanmamıĢ proteinler PERK‟in homodimerize olmasına ve buna bağlı olarak ökaryotik 

baĢlama faktör 2 (eIF2alfa)‟nın Ser51‟i fosforillemesine neden olmaktadır. Fosforile olmuĢ 

eIF2alfa, translasyonu inhibe eder. Sonuç olarak PERK, hücresel siklusun durması, apoptozis 

ve ERAD ile iliĢkili genleri aktive ederek ER stresinde protein sentezi kontrolünde rol 
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almaktadır (Tashiro, 2019). Tip I transmembran proteinleri olan Ire1 ve PERK‟in hemen 

hemen aynı büyüklükteki ER-lüminal alanlara sahip olması nedeniyle, ER stresini algılamak 

için ortak bir mekanizma paylaĢtıkları varsayılmaktadır (Çetinkaya ve Dursun, 2016). 

Ökaryotik hücrelerdeki UPR sinyalizasyonunda rol alan bir diğer protein olan ATF6 

(Activating transcription factor 6) ise tip II ER transmembran proteinidir. Endoplazmik 

retikulumda (ER) katlanmamıĢ veya yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin birikmesi transkripsiyonel 

olarak ER Ģaperonları, BiP ve GRP94'ü indükler (Kimata ve Kohno,2011). ER membranında 

yer alan ATF6, stres durumunda BĠP Ģaporununa bağlanarak golgiye taĢınır. Golgide 

ATF6‟nın N-terminal sitosolik domaini, BiP, XBP1 ve Grp94 gibi hedef genlerin 

transkripsiyonunu uyaracak olan CRE (ATF/cAMP response element) ve ERSE (ER stres 

yanıt elementi)‟ye bağlanmak için nukleusa geçmektedir. 

ProgramlanmıĢ hücre ölümü anlamına gelen „„apoptoz‟‟, Yunanca„„apo (ayrı)‟‟ ve „„ptozis 

(düĢen)‟‟ kelimelerinden oluĢmaktadır (Tomatır, 2003). Hücrelerde Na, K, Cl gibi 

elementlerin taĢınmasında meydana gelen aksaklıklar nedeni ile hücre içine ve dıĢına 

taĢınmanın bozulmasına bağlı olarak morfolojik olarak büzülme, hacimsel olarak küçülme ve 

çeĢitli biyokimyasal değiĢimlerin beraberinde çevrede bulunan diğer hücrelerle olan temasın 

kaybolmasını takip eden bir süreç izlenmektedir (Munoz ve diğ., 2012; Sousa ve diğ.,2019). 

Hücreler apoptoza uğradığında çevrelerine zarar vermez ve bu süreç oldukça hızlıdır (Kerr ve 

diğ., 1972). Mitokondrial reaktif oksijen birikiminin neticesinde meydana gelen ER stresi 

sonucunda hücre sağ kalımı baĢaramazsa apoptoza sürüklenmektedir (Knupp ve diğ., 2019). 

Apoptoz, hücrelerde genetik belleklerinde yer alan bu programlı intihar olayını tetikleyen 

birtakım sinyalleri baĢlatan stres koĢulları gibi durumlarla aktive olduğu bilinmesine rağmen 

moleküler mekanizması henüz tam anlamı ile bilinmemektedir. Günümüzde Alzheimer, 

Parkinson, Huntington gibi nörodejenaratif bozukluklar ile ilgili hastalıkların temeline 

inildiğinde programlanmıĢ hücre ölümlerindeki artıĢ ile karĢılaĢılmaktadır (Sousa ve diğ., 

2019). Bu mekanizmaların anlaĢılması ve beraberinde yapılacak çalıĢmalarla apoptozun 

engellenmesiyle günümüzde karĢılaĢtığımız pek çok hastalığın önüne geçilebilecektir. 

Bu çalıĢmada ER stresi gibi stres koĢulları ile karĢılaĢan tek gen delesyonlu S. pombe 

organizmalarında apoptoz artmaktadır. ER stresine sebep olan tunikamisin antibiyotiği gibi 

stres koĢulları ile muamele olan organizmaların kontrol gruplarına göre daha fazla sayıda ve 

daha hızlı apoptotik sürece girdikleri gösterilmiĢtir.  
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2.2. WORTMANNĠN 

Fosfatidil inositol-4,5-bifosfat 3-kinaz (PI3K) yolağı baĢta olmak üzere sinyal iletim 

yolaklarının güçlü bir inhibitörü olan Wortmannin, Talaromyces wortmanni mantarının 

hidrofobik östrojen ile iliĢkili bir mantar metabolitidir. Ayrıca G-protein-bağlı reseptörler 

uyarıldığında meydana gelen hücresel tepkileri de inhibe etmektedir. Bunun bir örneği 

bazofilik lösemi hücreleri tarafından çeĢitli ligandlar histamin salgılanmasını 

engellemesidir. Buna ilaveten Wortmannin (C23H24O8), adipositlerde glukoz alımının 

insülin uyarımını da engellemektedir 

Wortmannin, hem S. cerevisiae gibi tomurcuklanan hem de S. pombe gibi bölünen mayalar 

için toksik bir maddedir (Cardenas ve diğ., 1999). 

2.3. TUNĠKAMĠSĠN 

Tunikamisin, gram-pozitif bir bakteri türü olan Streptomyces clavuligerus tarafından üretilen 

bir sekonder metabolittir. 1970‟li yıllarda keĢfedilen tunikamisin, Takatsuki ve ekibinin 

antibiyotikler üzerine yaptığı ilk çalıĢmalarında Streptomyces lysosuperificus‟ten izole 

edilmiĢtir (Takatsuki ve diğ, 1971) ve daha sonraki çalıĢmalarda aynı sekonder metabolitin 

Streptomyces clavuligerus ve Streptomyces chartreusis tarafından da üretildiği gösterilmiĢtir 

(Wyszynski, 2010). 

Tunikamisin, aminodeoksidialdoz (tunikamin) olarak adlandırılan 11-karbonlu bir disakkarit 

olan üridin ve değiĢken uzunluktaki (13-17 karbonlu) bir yağ asidinden oluĢan bir nükleozit 

antibiyotik sınıfına aittir (Varki ve diğ., 1999). Tunikamisinin yapısı ġekil 2.2‟de verilmiĢtir: 
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      ġekil 2.2: Tunikamisinin yapısı (Varki ve diğ., 1999). 

GlcNAc fosfotransferazı (GPT) enzimini inhibe eden tunikamisin, oldukça önemli bir 

homolog nükleozit antibiyotiğidir. ġekil 2.3‟te gösterildiği üzere GPT, asparagine bağlı 

glikoproteinlerin sentezini bloke eden dolikol fosfata N-asetilglukosamin-1-fosfatın UDP-N-

asetilglukozaminden transferini kataliz etmektedir. Glikozasyonu inhibe etmek için gereken 

tunikamisin miktarı; fosfotransferaz ekspresyonundaki farklılıklar, kültür Ģartları, gen 

delesyonları gibi durumlara bağlı olarak hücreden hücreye farklılık göstermektedir. 

Tunikamisin sitotoksik bir maddedir ve dirençli mutantlar, GPT'yi aĢırı üretebilmektedir 

(Wyszynski, 2010). 
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ġekil 2.3: Tunikamisinin ER‟de GPT‟yi inhibe etme mekanizması 

(biochem4.okstate.edu). 

Tunikamisinin antiviral, antibakteriyal ve ökaryotlara ait N-bağlantılı protein glukozilasyonun 

inhibisyonu gibi etkileri bulunmaktadır (Wyszynski, 2010). Antiviral etkisine bakıldığında, 

yapılan ilk araĢtırmalarda Newcastle Hastalık virüsünün çoğalmasını engellediği tespit 

edilmiĢtir (Takatsuki ve diğ., 1971). Aynı zamanda tunikamisin, virüsün neden olduğu tip 1 

diyabet modelinde diyabet insidansını geciktirdiği gösterilmiĢtir (Shaabani ve diğ., 2012). 

Tunikamisinin antibakteriyal etkisi açısından ise, bakterilerde hücre duvarı sentezini inhibe 

ettiği bilinmektedir. Tunikamisin, bakterilerde hücre duvarı temel bileĢenleri olan 

peptidoglikanların yapısını oluĢturan undekaprenil-pirofosforil-N-asetilmüramil pentapeptidin 

(Lipit I) oluĢumunu katalize eden MraY‟i bloke ederek hücre duvarı oluĢumunu 

engellemektedir (Yamamoto ve Ichikawa, 2019). 

Tunikamisinin ökaryotik etkisine bakıldığında ise, N-glikanların sentezini inhibe ettiği ve ER 

stresine neden olduğu gösterilmiĢtir.  Hücre bölünmesini inhibe ederek hücrelerin 

homeostazını bozmaktadır. Tunikamisin ile muamele edilmiĢ olan ökaryotik hücrelere 

bakıldığında hücresel döngüyü G1 evresinde durdurduğu ve hücrenin apoptoza yöneldiği 

gösterilmiĢtir (Shaabani ve diğ, 2012; Xiao ve diğ., 2016). Hücresel döngüyü etkileyen ve ER 

stresine neden olan tunikamisin ile ilgili, diyabet (Diabetes mellitus vb. gibi), kanser 

(kolorektal, meme vb. gibi), nörodejeneratif hastalıkların (Alzheimer, Parkinson, ALS, SMA, 

http://biochem4.okstate.edu/
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motor nöron hastalığı vb. gibi) ve birçok otoimmün hastalığın tedavisi için çalıĢmalar 

yapılmaktadır (Shaabani ve diğ., 2012). 

2.4. Schizosaccharomyces pombe 

S. pombe fisyon mayası, ilk olarak Afrika'da 1893 yılında P. Lindner tarafından çeĢitli Afrika 

biralarından izole edilmiĢtir. Daha sonra A. Osterwalder, 1921'de Fransa'nın güneyinde 

yetiĢen üzüm suyundan minimal besiortamında yaklaĢık olarak %90‟ının konjugasyon yaptığı 

ve sporlar oluĢturduğu için h
90

 olarak adlandırdığı suĢları izole etmiĢtir. S. pombe'nin h
90

 suĢu

ilk olarak, 1940‟lı yıllarda U. Leupold tarafından karakterize edilmiĢtir ve günümüzde 972 

suĢu olarak bilinmektedir. Heterotallik h
+ 

972 ve h
- 
972 suĢları, h

90 
972'den izole edilmiĢtir ve

maya biyoteknolojisi laboratuvarında en yaygın olarak kullanılan suĢlardan biridir (Hoffman, 

2015). 

Dünya çapındaki çeĢitli doğal kaynaklardan elde edilen S. pombe‟nin kelime kökeni, bira 

benzeri fermente bir içecek anlamına gelen „Svahili‟ sözcüğüdür. Bilim insanlarının 1940‟lı 

yıllardaki ilk çalıĢmaları, yaĢam döngüsünü içeren bölünme ve buna bağlı olarak üreme 

mekanizmalarını araĢtırma konuları üzerinde olmuĢtur (Leupold, 1950). 

Normal Ģartlar altında S. pombe, haploid yapıda bulunan ascomycete grubuna ait 

mantarlardandır. Bir ascomycete'nin belirleyici özelliği, sporların ascus olarak adlandırılan 

özel bir yapı içinde oluĢturulmasıdır. Hücreler, silindirik formdadır. Haploid yapıdaki serbest 

yeni bir hücrenin çapı 3-4 µm iken, bölünmek üzere olan hücreler 12-15 μm boyutlarındadır. 

Tüm fungal hücrelerde olduğu gibi hücre için ozmotik koruma sağlayan, hücre bütünlüğünü 

koruyan ve hayatta kalmak için gerekli olan hücre duvarına sahiptir. Hücre duvarı, monopolar 

veya bipolar büyüme, medial fisyonla sitokinez, zigot oluĢumu ve spor geliĢimi gibi yaĢam 

döngüsü boyunca meydana gelen morfolojik değiĢikliklere izin veren dinamik bir yapıdır 

(Durán ve Pérez, 2004). 

Bir S. pombe’nin yaĢam döngüsü, eĢeyli üreme ve vejetatif üremelerden meydana 

gelmektedir. Fisyon mayası (“fission yeast”)  grubunda yer alan S.pombe model organizması, 

vejetatif üreme ile ġekil 2.5‟te görüldüğü üzere nukleus sayısını ikiye katlayarak ve uzun 

eksene dik bir septum oluĢumu gerçekleĢtirerek bölünmektedir. EĢeyli üreme ise h
+
 ve h

-

olarak bilinen iki farklı eĢey tiplerinde olan ırklar arasında meydana gelmektedir, bu süreçte 

meydana gelen zigottan diploid hücreler oluĢabilir veya mayoz bölünme geçirerek içerisinde 
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dört tane haploid askosporun bulunduğu zigotik askuslar meydana getirebilir. S. pombe 

hücrelerinin genellikle bulunduğu form haploid olmasına rağmen açlık gibi dıĢ faktörler, h
+

ve h
-
 suĢlarının haploid hücrelerini eĢeyli üremeye teĢvik eder ve (h + / h-) heterozigot olan

diploid zigotlar oluĢturur (Egel, 2004). S. pombe‟lerde jenerasyon süresi 2-4 saat arasında 

değiĢmektedir (Sharıfmoghadam, 2009).  

ġekil 2.4: Bölünme için nukleusunu iki katına çıkarmıĢ 

olan S. pombe görüntüleri. 

Normal büyüme koĢulları altında ökaryotik hücreler, G1, S, G2 ve M fazlarını içeren tipik bir 

hücre döngüsü gösterirken S. pombe, diğer organizmalardan farklı olarak çok kısa bir G1 fazı 

göstermektedir (Sharıfmoghadam, 2009). Besin eksikliği olan ortamlarda hücreler, hücre 

döngüsünün G1 fazında (azot yoksa) veya G2 fazında (glukoz yoksa) tutuklanır. Farklı eĢey 

tipindeki hücreler azotsuz ortamda inkübe edilirse konjugasyon sürecine ve ardından diploid 

zigot oluĢumuna yol açan bir dizi morfolojik değiĢime maruz kalırlar (Egel, 1994). OluĢan 

zigotlar kararsızdır ve genellikle hemen mayoz geçirir ve bu da dört haploid çekirdeğin 

oluĢumuna yol açar; bunlar birer haploid sporun içinde bulunur ve bu sporlar zigotik bir 

askusun içindedir. 
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ġekil 2.5: S. pombe’nin YaĢam Döngüsü (tr.redsearch.org). 

S. pombe model organizması ile ilgili çalıĢmalar; transkripsiyon, translasyon, DNA 

replikasyonu, hücre döngüsü kontrolü ve sinyal iletimi gibi temel mekanizmalarda yer alan 

oldukça önemli ve üzerinde henüz çalıĢılmamıĢ birçok genin keĢfedilmesine ve 

tanımlanmasını sağlamaktadır. Bu çalıĢmada kullanılan tek gen delesyonlu mutantlar, 

tunikamisin antibiyotiğine maruz bırakılarak farklı fonksiyonlara sahip genlerin 

tanımlanmasına yardımcı olduğu düĢünülmektedir. Bu mutantlar ayrıca hücrelerdeki 

glukozilasyon fonksiyonlarının yanı sıra metabolizma ve hatta insanlarda görülen hastalıklar 

bakımından modeller sunmaktadır. Bununla birlikte, apoptoz indükleyici aktivitesi nedeniyle 

birçok kanser, nörodejeneratif hastalıklar ve obezite gibi hastalığın moleküler düzeyde 

aydınlatılmasına da katkı sağlamaktadır. 

https://tr.redsearch.org/images/6723267
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3. MALZEME VE YÖNTEM

3.1. ÇALIġMADA KULLANILAN Schizosaccharomyces pombe IRKLARI 

Bu tezde, çalıĢma grubumuz tarafından BAP-51649 No.lu ve “Ġnsan hastalıklarının moleküler 

mekanizmalarının araĢtırılmasında Schizosaccharomyces pombe'nin model organizma olarak 

kullanılmasının optimizasyonu” baĢlıklı proje çalıĢmasında S. pombe haploid mutant 

koleksiyonu (BIONEER, Versiyon 5.0) kullanılarak elde edilen wortmannin‟e dirençli 111 ırk 

kullanıldı (Tablo 3.1).  Parental ırk olarak S. pombe ED666 ırkı (h+ade6-M210 ura4-D18 

leu1-32) kullanıldı.  

Tablo 3.1 : Wortmannin‟e direnç gösteren S. pombe tek gen delesyonlu mutant ırklar. 

SPAC8C9.16c 

(mug63) 

SPBC3E7.02c 

(hsp16) 

SPCC970.06 

(erv29) SPBC1347.08c 

SPAC31G5.04 

(lys12) 

SPAC22E12.01 

(pet3) 

SPAC17A2.14 

(mnr2) SPBC8D2.18c 

SPBC1604.01 

(egt1) 

SPAC821.10c 

(sod1) 

SPCC1884.02 

(nic1) SPBC19G7.18c 

SPAC328.06 

(ubp2) 

SPBC15C4.01c 

(oca3) 

SPBC2D10.14c 

(myo51) 

SPAC9E9.13 

(wos2) SPAC1B3.01c SPAC12B10.15c 

SPCC1795.06 

(map2) 

SPCC1682.01 

(qcr9) 

SPBC4F6.16c 

(ero11) 

SPAP27G11.10c 

(nup184) 

SPBC1773.09c 

(mug184) 

SPBC725.12 

(nbl1) 

SPAC57A7.09 

SPAC1687.15 

(gsk3) SPBC8E4.04 

SPBC106.01 

(mph1) 

SPAC926.03 

(rlc1) 

SPCC4B3.01 

(tum1) 

SPCC18.09c 

(hnt3) 

SPAC20G4.03c 

(hri1) 

SPBC4C3.09 

(otg3) 

SPBC146.10 

(mug57) SPAC3H1.08c 

SPBC146.12 

(coq6) 

SPAC1952.17c 

(tbc13) 

SPAC222.07c 

(hri2) 

SPBC106.08c 

(mug2) 

SPBC16H5.02 

(pfk1) SPBC3B8.08 

SPBC23E6.02 

(rrp2) 

SPAC694.05c 

(rps2502) 

SPBC13G1.08c 

(ash2) SPAC227.17c 

SPBC18H10.13 

(rps1402) 

SPBC16G5.09 

(kex1) 

SPBC1685.11 

(rlp1) 

SPBC1604.02c 

(ppr1) 

SPBC28E12.03 

(rga4) SPAC688.03c 

SPAC1556.05c 

(cgr1) SPAC26A3.14c 

SPCC622.12c 

(gdh1) 

SPBC17A3.05c 

SPAC26F1.03 

(pda1) 

SPBC18H10.15 

(cdk11) 

SPBC27.06c 

(mgr2) 

SPAC4D7.01c 

(sec71) SPAC3H5.09c 

SPCC18B5.11c 

(cds1) 

SPBC27B12.09c 

(flx1) 

SPBC21C3.18 

(spo4) 

SPCC188.12 

(spn6) 

SPBC16G5.15c 

(fkh2) SPAC824.03c 
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Tablo 3.1 (devamı) : Wortmannin‟e direnç gösteren S. pombe tek gen delesyonlu mutant ırklar. 

SPCC1322.05c  

(lap2) 

SPBC2D10.06 

(rep1) 

SPAC11E3.04c 

(ubc13) 

SPBC428.04 

(apq12) 

SPBC21D10.07 

(cmc1) 

SPBC1539.03c 

(arg41) 

SPAC24B11.10c 

(cfh1) SPAC23D3.13c 

SPAC14C4.15c 

(dpp1) 

SPAC4F10.04    

(ypa1) 

SPBC26H8.01  

(thi2) 

SPBC29A10.02 

(spo5) 

SPCC1919.12c 

(erm2) 

SPAC3H8.09c 

(nab3) 

SPAC22A12.11 

(dak1) SPBC577.11 

SPBC354.15 

(fap1) SPCC576.02 

SPAC1F5.07c 

(hem14) 

SPAC1296.02 

(cox4) 

SPAC4G8.11c   

(atp10) 

SPBC24C6.10 

(dip1) 

SPBC3E7.01 

(fab1) SPBPB21E7.05 

SPCC1739.08c 

SPAC222.05c 

(mss1) 

SPAPB8E5.06c 

(rpl302) SPCC63.06 

SPBC56F2.09c 

(arg5) SPCC1620.12c 

SPAC1F5.05c 

(mso1) 

SPBC577.06c 

(stt4) 

SPBC27B12.08  

(sip1) 

SPAC926.05c 

(dph4) 

SPBC776.04 

(sec2302) 

SPCC1840.10 

(ism8) 

SPBC21C3.16c 

(spt4) 

SPAC869.02c 

(yhb1) 

SPBC29A3.10c 

(atp14) 

SPCC11E10.06c 

(elp4) SPCC1020.07 SPCC4G3.12c 

SPBC1711.03 

(emc3) 

SPCC1919.13c  

(bmt5) 

SPBP8B7.27 

(mug30) 

3.2. BESĠ ORTAMLARI 

Maya özütlü zengin sıvı besi ortamı (YEL) hazırlamak için Tablo 3.2‟de belirtilen oranlarda 

malzemeler bir araya getirildi ve ardından otoklava atılarak sterilizasyon (121 C, 1.2 

atmosfer basınç altında, 15 dk) aĢaması tamamlandı. Mutant organizmalar için kullanılacak 

YEL içerisine 100 mg/mL stok genetisin antibiyotiği eklendi. Parental organizma için YEL 

içerisine genetisin eklenmedi. 

Tablo 3.2: Yeast Extract Liquid (YEL) besi ortamı içeriği. 

Glukoz 30 gr 

Maya ekstresi (Yeast extract) 5 gr 

Distile su 1000 mL 
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ZenginleĢtirilmiĢ sıvı besi ortamı (YES, Yeast Extract with Supplements) oluĢturmak için 

YEL besi ortamının sterilizasyonu yapıldıktan sonra adenin, urasil, histidin, lösin ve lizin 

metabolitleri (her bir metabolitten 50 mg/L olacak Ģekilde) ilave edildi (Tablo 3.3) ve besi 

ortamı +4 °C‟de inkübe edildi. 

Tablo 3.3: Yeast Extact with Supplements” (YES) zenginleĢtirilmiĢ sıvı besi ortamı. 

YEL besi ortamı (200 mL) 

Genetisin (100 mg/mL) 0,4 mL (Mutantlar için) 

Adenin (50 mg/L) 1 mL 

Histidin (50 mg/L) 1 mL 

Lizin (50 mg/L) 1mL 

Lösin (50 mg/L) 1 mL 

Urasil (50 mg/L) 1 mL 

Besi ortamına konulması gereken tunikamisinin yarı öldürücü dozu (0,5 µg/mL) olarak 

ayarlanmıĢtır. Tüm tunikamisin içeren besi ortamlarındaki oran bu Ģekilde sabitlenmiĢtir. 

3.3. S. pombe MUTANT IRKLARININ ÜRETĠMĠ VE SAKLANMASI 

Ticari olarak Bioneer firmasından sağlanan Schizosaccharomyces pombe mutant ırkları 

(Versiyon 5) Ġstanbul Üniversitesi Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı‟nda bulunan 

Maya Genetiği ve Biyoteknolojisi Laboratuvarı Kültür Koleksiyonunda bulunmaktadır. 

-70°C‟de 200 µL‟lik plakalarda %50 (v/v) gliserol stokta saklanan hücrelerden parental ırk 

YES besi ortamına ekilirken mutant ırklar genetisin içeren YES besi ortamında 30°C‟de, 180 

dakika/devir çalkalayıcı etüvde (Sartoriusstedium, Certomat® IS), 5 gün, inkübe edilerek 

canlandırıldı. ÇalıĢma süresince +4 °C‟de stoklanan hücreler aynı Ģartlarda 1 gün inkübe 

edilerek taze kültürleri elde edildi. Koleksiyonun tamamı (111 ırk) için 96 kuyucuklu 200 

µL‟lik plakalar kullanılırken çalıĢmanın devamında kültür ortamının hacmi artırıldı. Ġlk 

seçimden sonra 24 kuyucuklu plakalar, ikinci seçim için 5 mL‟lik cam tüpler kullanılarak 

hücrelerin üretimi sağlandı. 
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3.4. WORTMANNĠN’E DĠRENÇLĠ MUTANT IRKLARA TUNĠKAMĠSĠN ETKĠSĠ

Bu çalıĢma kapsamında, Endoplazmik Retikulum (ER) stresi yaratan tunikamisinin yarı 

öldürücü dozu (IC50) Özarabacı (2017) tarafından tespit edildiği gibi, 0,5 

µg/mL olarak kullanıldı. 

Wortmannine dirençli 111 ırkın tunikamisin metabolitine karĢı üreme özellikleri, her biri üç 

deney tekrarı içeren iki basamakta seçildi. Birinci basamakta, logaritmik evrenin ortasına 

kadar üretilerek taze kültürleri elde edilen her bir ırkın kontrol (tunikamisin içermeyen) ve 

deney (tunikamisin içeren) grupları, 200 µL‟lik YES besi ortamında, 30°C‟de, 180 

dakika/devir 24 saat üretildi. Kontrol ırk olarak parental ırk kullanıldı. Kör örnek olarak, YES 

ve tunikamisin eklenen YES kullanıldı. Ġnkübasyon baĢlatılmadan önce ve sonra, 

spektrofotometre cihazında (EON, Biotek Instruments Inc.) her bir ırkın kontrol ve deney 

gruplarının 600 nm dalga boyundaki optik yoğunlukları ölçüldü. Buna göre, her bir ırk için 

üreme durumları, baĢlangıç ölçümü son ölçümden çıkartılarak hesaplandı. 

Ġkinci basamakta, üreyen ırklar aynı koĢullarda fakat 10
7 

hücre/mL olacak Ģekilde 1 mL‟lik

kültürlerde üretildi. Üç deney tekrarının ortalaması alındı. Üreme miktarlarına bakılarak 

(Tablo 4.1) seçimleri sağlandı.  

3.5. HÜCRE ĠÇĠ OKSĠDASYON DÜZEYĠNĠN BELĠRLENMESĠ 

Tunikamisin ile muamele sonrasında seçilen yüksek, orta ve düĢük dirençli ırklar ile parental 

ırkın 30°C, 180 dakika/devir, bir gece üretilerek taze kültürleri elde edildi. Her bir ırkın taze 

kültüründen 10
7
 hücre/mL olacak Ģekilde 5 mL‟lik YES (kontrol) ve YES + 0,5 µg/mL

tunikamisin (deney) besi ortamlarına ekimleri yapıldı, 30°C‟de, 180 dakika/devir, 24 saat 

üretildi. Daha sonra, eĢit miktarda baĢlangıç hücre sayısı oluĢturabilmek için çalkalayıcıdan 

alınarak spektrofotometre cihazında absorbans değerleri ölçüldü. Ayrıca, “Malassez” lamında 

(0.0025 mm
2
, Superior, Marienfeld) hücre sayımı yapıldı. Malassez lamında hücre sayımı

aĢağıdaki denkleme göre hesaplandı: 

[Hücre Sayısı / mL = Ortalama Hücre Sayısı x Sulandırma Katsayısı x 10
5
]

Her bir ırkın kontrol ve deney grupları aynı miktarda hücre sayısı içerecek Ģekilde 

mikrosanrtifüj tüplerine alındı. Bu tüplerdeki hücreler, 5.000 rpm‟de 5 dakika santrifüjlenerek 
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süpernatant uzaklaĢtırıldı. Elde edilen pellet, 1 mL taze besi ortamında çözündürüldü (Inoue 

ve diğ., 1999; Pereira ve diğ., 2003). Daha sonra bu tüplerin etrafı alüminyum folyo ile 

sarıldı. Etanolde hazırlanan “Dichloro-dihydro-fluorescein diacetate” (DCFH-DA) 

çözeltisinden son deriĢimi 4 μM olacak Ģekilde her bir tüpe eklendi ve 30ºC‟da 1 saat 

çalkalamalı etüvde inkübe edildi. Örnekler, 5.000 rpm‟de 5 dk santrifüjlendi. Santrifüjün 

ardından kalan süpernatant tekrar uzaklaĢtırıldı ve çöken hücreler deiyonize su ile yıkanarak 

santrifüjleme iĢlemi tekrarlandı. Çökelti üzerine 0,4 mL PBS (Fosfat tampon tuz çözeltisi) 

eklendi ve spektrofluorometre kuyularına aynı örnekten 200 µL‟lik ikiĢer yükleme yapıldı ve 

spektrofluorometre cihazına yerleĢtirildi. Serbest radikallerin etkisiyle oluĢacak 

“diklorofluoresinin” (DCF) yaydığı fluoresans, spektrofluorometrede (BioTek® Instruments, 

Inc FLX800 Spektrofluorometre Mikroplate Okuyucu) eksitasyon ve emisyon dalga 

boylarında (490 ve 524 nm) sırasıyla ölçüldü. Her deney üç defa tekrarlanarak kontrol edildi. 

3.6. TUNĠKAMĠSĠNĠN HÜCRE CANLILIĞINA ETKĠSĠNĠN SPOT EKĠM 

YÖNTEMĠYLE TAKĠP EDĠLMESĠ

Tunikamisin ile muamele sonrasında seçilen yüksek, orta ve düĢük dirençli ırklar ile parental 

ırkın 30°C,180 dakika/devirde bir gece üretilerek taze kültürleri elde edildi. Her bir ırkın 

baĢlangıç saatinde OD‟leri 0,2 olacak Ģekilde YES (kontrol) ve YES + tunikamisin içeren besi 

ortamlarına ekimleri yapıldı ve 30°C, 180 devir/dakikada 24 saat inkübe edildi. 24. saatin 

sonunda her bir ırkın hem kontrol hem de deney grupları sırası ile 10‟ar kat sulandırma 

yapılarak 10, 10
2
, 10

3
, 10

4
, 10

5 
seyreltildi. Ardından mutant ırkların her biri yoğun olandan

seyrek olana doğru sırası ile genetisinli katı YES besi ortamına, parental katı YES besi 

ortamına 5 µL ekim yapıldı. Her ırkın deney ve kontrol grupları alt alta ekildi. Ekim 

yapıldıktan sonra petriler 30°C‟de iki gece boyunca üremeye bırakıldı. 

3.7. HÜCRELERDE PROTEOZOMAL AKTĠVĠTENĠN BELĠRLENMESĠ 

Parental ırk, tunikamisine düĢük, orta ve yüksek dirençli mutant ırklar, 30°C, 180 

devir/dakika, bir gece inkübe edildi. Her bir ırkın baĢlangıç saatinde OD‟leri 0,2 olacak 

Ģekilde YES (kontrol) ve YES + tunikamisin besi ortamlarına ekimleri yapıldı ve 30°C, 180 

devir/dakika, 24 saatinkübe edildi. Her bir ırkın kontrol ve deney gruplarından protein 

izolasyonu yapıldı. Zhang ve arkadaĢları (2001) tarafından önerilen protein izolasyonu 

deneyinin ilk aĢaması olarak her bir deney ve kontrol grupları 10 dk 7.000 rpm‟de santrifüj 
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edildi. Daha sonra üst sıvı uzaklaĢtırılarak pelletin üzerine 400 μL parçalama tamponu (Tablo 

3.4), 0,3 g cam boncuk ve 4 tane metal boncuk ilave edilerek dismembratör cihazında 

(Sartorius Mikro-Dismembratör S) 1 dakika karıĢtırma 1 dakika buzda tutma olacak Ģekilde 

üç kez tekrar edildi. Mikrosantrifüj tüplerinin altları delinerek süpernatant santrifüj ile alttaki 

tüpe geçirildi. 14.000 rpm‟de 20 dakika santrifüj edildikten sonra üst sıvı alınıp 15.000 

rpm‟de 15 dakika yeniden santrifüj edildi ve üst sıvı yeni tüplere alınarak -20 °C‟de saklandı. 

Tablo 3.4: Hücre parçalama tamponu. 

BileĢenler Miktar 

Tris (50 mM)   stok 1M 2,5 mL 

NaCl (150 mM)   stok 1M 7,5 mL 

Nonidet P40 (%0,5) 0,25 mL 

EDTA (5 mM) stok 0,5M 0,5 mL 

    Total hacim: 50 mL 

Her bir grubun protein izolasyon iĢlemi tamamlandıktan sonra protein konsantrasyonunu 

belirlemek için Waterborg (2002) tarafından modifiye edilmiĢ Lowry yöntemi uygulandı 

(Lowry ve diğ.,1951) ve proteozomal aktivite ölçümü için deney baĢlatıldı. Ġlk olarak, daha 

önceden hazırlanmıĢ olan 140 μg/mL, 200 μg/mL, 280 μg/mL, 340 μg/mL, 400 μg/mL olan 

standartlar ile grafik oluĢturuldu ve R
2

 denklemi elde edildi [R
2

 denklemi, y = mx + b, (y:

absorbans, m:eğim, x:konsanstrasyon değeridir ve R
2

 mümkün olduğunca 1‟e yakın

olmalıdır.)]. Her bir deney grubuna ait proteinler 50 kat sulandırıldıktan sonra 0,1 mL örnek 

ve 0,1 mL 2N NaOH, 100°C‟de 10 dk boyunca inkübe edildi. Oda ısısında 10 dk soğuması 

beklendikten sonra taze hazırlanmıĢ olan 1 mL kompleks oluĢturma belirteci (Tablo 3.5) 

eklenerek 10 dk oda ısısında bekletildi. 0,1 mL folin belirteci vortekslenerek ilave edildikten 

sonra alüminyum folyo ile kaplanarak 30-45 dk boyunca oda sıcaklığında inkübe edildikten 

sonra 550 nm‟de spektrofotometrede OD‟leri ölçüldü. Sonuçlar R
2
 denkleminde yerine

koyularak her bir gruptan alınması gereken miktar belirlendi. Her bir deney üç defa 

tekrarlanarak kontrol edildi. 
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Tablo 3.5: Lowry çözeltileri (Çözelti A:B:C =100:1: 1). 

Çözelti A 

Çözelti B 

Çözelti C 

%2 (w/v) Na2CO3  (suda) 

%1 (w/v) CuSO4.5H2O  (suda) 

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

Flood ve ekibinin (2005) S. pombe‟lerdeki 20S proteozom aktivitelerinin ölçümüne dayanan 

yöntemin temelinde, proteozom tarafından kesilen iĢaretli substrat süksinoil-Leu-Leu-Val-

Tyr-amino-4-metilkumarin (Suc-LLVY-AMC)‟den ayrılıp serbest kalan amino-4-

metilkumarin (AMC)‟in flouresan özelliği göstermesi yer almaktadır. Toplam hacmi 100 μL 

olan assay tamponu (Tablo 3.6) içerisinde 50 μg/mL protein ile 4 mM proteazom substratı 

Suc-LLVY-AMC, 37°C‟de 1 saat inkübe edildi. Ġnkübasyonun ardından 100 μL etanol 

eklendikten sonra 0,1 M sodyum borat tamponu (1.6 mL, pH 9.0) ile muamele edilerek 

kuyucuklu plakalarına yüklendi ve açığa çıkan serbest AMC, spektrofluorometre cihazında 

390 nm ve 470 nm‟de ölçüldü (Hamad, 2007). Her deney üç defa tekrarlanarak kontrol edildi. 

         Tablo 3.6: Proteozomal aktivite deney tamponu. 

BileĢenler Miktar 

50 mM Tris (pH 7.8) 605 mg 

20 mM KCl 30 mg 

0,5 mM DTT 5 mg 

5 mM MgOAc 105 mg 

  Toplam hacmi 100 mL 

3.8. HÜCRELERDE CANLILIK VE APOPTOZ MĠKTARININ BELĠRLENMESĠ 

ÇalıĢmada yer alan organizmaların canlılık ve apoptoz durumlarını tespit etmek için akridin 

orange uygulaması yapıldı. Pajaniradje ve arkadaĢlarının (2014) önerdiği ve AğuĢ ve 

arkadaĢlarının (2018) modifiye ettiği yöntem esas alındı. Deneye baĢlamadan önce akridin 

orange/etidyum bromür (AO/EtBr) hazırlandı. AO ve EtBr ayrı ayrı (1 mg/mL) PBS‟te 

çözdürüldü. AO/EtBr (60 µL/mL /100µL/mL ) olacak Ģekilde eklenerek akridin orange 

hazırlandı (AO 60 µL +EtBr 100 µL+ 840 µL PBS). 
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Parental ırk, tunikamisine yüksek, orta ve düĢük dirençli mutant ırklar, 30°C, 180 

devir/dakika, bir gece inkübe edildi. Her bir ırkın baĢlangıç saatinde OD600‟leri 0,2 olacak 

Ģekilde YES (kontrol) ve YES + tunikamisin (deney) besi ortamlarına ekimleri yapıldı ve 

30°C, 180 devir/dakika, 24 saat inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda hücrelere 1,5 mL PBS 

eklenerek 5 dakika 5.000 g‟de santrifüj edildi. Üst sıvı uzaklaĢtırıldıktan sonra 100 µL 

hücreye (2x10
5
) 5 µL AO/EtBr eklendi ve 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi. Tekrar

santrifüj edildikten sonra 1,5 mL PBS eklenerek 5 dakika boyunca 5.000 g‟de santrifüj edildi 

ve üst sıvı uzaklaĢtırıldı. Santrifüjlenme aĢaması tekrar edildi. Yıkanan hücreler 100 µL PBS 

(pH:7.4) ile çözdürüldü ve görüntüleme zamanına kadar alimünyum folyo ile sarılarak -20 

ºC‟de saklandı. 

Görüntülemenin yapılacağı gün örneklerin her biri -20 ºC‟den çıkarılarak polilizinli lamın 

üzerine 10 µL olacak Ģekilde bırakıldıktan sonra kuruması için yaklaĢık 10 dk bekletildi ve 

üzerine “mounting” solüsyonu eklenerek lamel kapatıldı. Mounting solüsyonun hazırlanması 

Tablo 3.7‟de gösterildiği Ģekildedir: 

Tablo 3.7: Mounting solüsyonunun içeriği. 

100 µl PBS 

900 µl gliserol 

1 µg p-fenilendiamin 

Floresans mikroskopta (Karl-Zeiss, Colibri 7)  incelendiğinde canlı hücreler yeĢil, apoptoza 

uğramıĢ hücreler turuncu olarak görüntülendi. Her bir kontrol ve deney grubunun apoptoza 

uğramıĢ hücreleri sayılarak kıyaslama yapıldı (EtBr için eksitasyon 510 nm, emisyon 595 nm, 

akridin orange için eksitasyon 500 nm, emisyon 530 nm). 

3.9. TUNĠKAMĠSĠNĠN HÜCRE MORFOLOJĠSĠNE ETKĠSĠNĠN BELĠRLENMESĠ

Parental ırk, tunikamisine yüksek, orta ve düĢük dirençli mutant ırklar, 30°C, 180 

devir/dakika, bir gece inkübe edildi. Her bir ırkın baĢlangıç saatinde OD600‟leri 0,2 olacak 

Ģekilde YES (kontrol) ve YES + tunikamisin besi ortamlarına ekimleri yapıldı ve 30°C, 180 

devir/dakika, 24 saat inkübe edildi. Bu hücrelerin her birinden 1 mL mikrosantrifüj tüplerine 

aktarıldı. 7.000 rpm‟de 10 dakika santrifüj edildi. Ardından, üst sıvı uzaklaĢtırıldı. Pellet, 1 
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mL distile su ile yıkanarak 7.000 rpm‟de 10 dakika tekrar santrifüj edildi ve üst sıvı tekrar 

uzaklaĢtırıldı. Çökelti üzerine 1 mL %70 soğuk etanol eklendi. -20 ºC‟de 15 dakika inkübe 

edildikten sonra santrifüj edildi ve üst sıvı uzaklaĢtırıldı. Distile su ile yıkama iĢlemi 

tekrarlandı. Santrifüjlenme aĢamasının ardından hücre çökeltisi 200 µL soğuk etanolde 

süspanse edildi. Son konsantrasyon 1µg/mL olacak Ģekilde DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) 

eklendi ve 2 saat 37 ºC‟de inkübe edildi. Ġnkübasyon bittikten sonra santrifüjleme tekrarlandı. 

Üst sıvı dökülerek distile su ile yıkama yapıldı. Çökelti üzerine 200 µL PBS eklendi ve -20 

ºC‟de saklandı. Görüntüleme için 10 µL hücre süspansiyonu lam üzerine bırakıldı ve floresans 

mikroskopta görüntüleme yapıldı. 

3.10. BĠYOĠSTATĠSTĠKSEL ANALĠZLER 

Üç tekrarlı olarak yapılan deneylerin analizi GraphPad Prism 6 yazılımında „Sidak‟ın çoklu 

karĢılaĢtırma testi‟ (Sidak‟s multiple comparisons test) uygulanarak „çift yönlü varyans 

analizi‟ (2-way ANOVA) ile gerçekleĢtirildi. Standart sapmalar ve varsa duyarlılık miktarları 

belirtildi. 
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4. BULGULAR

4.1. TUNĠKAMĠSĠNĠN WORTMANNĠN DĠRENÇLĠ S. pombe MUTANT 

IRKLARININ CANLILIĞI ÜZERĠNE ETKĠSĠ 

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

edilen Wortmannin‟e dirençli 111 ırk kullanıldı. Bu ırkların tunikamisinli besi ortamında 24 

saat sonundaki üreme miktarlarının optik yoğunluğu Tablo 4.1‟de verilmiĢtir: 

Tablo 4.1: Wortmannin‟e direnç gösteren S. pombe tek gen delesyonlu mutant ırkların 

tunikamisinli besi ortamında 24. saatteki üreme miktarları. 

Mutantlar OD±SD Mutantlar OD±SD Mutantlar OD±SD 

SPAC8C9.16c 

(mug63) 0,4±0,012 

SPCC970.06 

(erv29) 0,3±0,049 

SPAC31G5.04 

(lys12) 0,3±0,02 

SPAC17A2.14 

(mnr2) 0,7±0,022 

SPBC1604.01 

(egt1) 0,4±0,05 

SPCC1884.02 

(nic1) 0,3±0,01 

SPAC328.06 

(ubp2) 0,7±0,07 

SPBC2D10.14c 

(myo51) 0,3±0,02 SPAC1B3.01c 0,4±0,007 

SPCC1795.06 

(map2) 0,4±0,03 

SPBC4F6.16c 

(ero11) 0,5±0,01 

SPBC1773.09c 

(mug184) 0,4±0,02 

SPAC57A7.09 0,4±0,012 SPBC8E4.04 0,2±0,0007 

SPAC926.03 

(rlc1) 0,2±0,049 

SPCC18.09c 

(hnt3) 1,13±0,028 

SPBC4C3.09 

(otg3) 0,4±0,045 SPAC3H1.08c 1,21±0,06 

SPAC1952.17c 

(tbc13) 0,8±0,03 

SPBC106.08c 

(mug2) 0,5±0,05 SPBC3B8.08 0,4±0,04 

SPAC694.05c 

(rps2502) 0,5±0,008 SPAC227.17c 0,4±0,06 

SPBC16G5.09 

(kex1) 0,3±0,04 

SPBC3E7.02c 

(hsp16) 0,4±0,05 SPAC688.03c 0,3±0,06 SPAC26A3.14c 0,3±0,06 

SPBC8D2.18c 1,0±0,017 SPBC1347.08c 0,4±0,02 

SPAC22E12.01 

(pet3) 0,4±0,01 
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Tablo 4.1 (devamı): Wortmannin‟e direnç gösteren S. pombe tek gen delesyonlu mutant ırkların 

tunikamisinli besi ortamında 24. saatteki üreme miktarları. 

SPBC15C4.01c 

(oca3) 1,1±0,02 

SPAC821.10c 

(sod1) 0,3±0,04 SPBC19G7.18c 0,2±0,02 

SPCC1682.01 

(qcr9) 0,9±0,04 

SPAC9E9.13 

(wos2) 0,3±0,07 SPAC12B10.15c 0,5±0,06 

SPAC1687.15 

(gsk3) 0,3±0,03 

SPAP27G11.10c 

(nup184) 0,5±0,03 

SPBC725.12 

(nbl1) 0,3±0,03 

SPAC20G4.03c 

(hri1) 0,3±0,05 

SPBC106.01 

(mph1) 0,6±0,07 

SPCC4B3.01 

(tum1) 0,5±0,05 

SPAC222.07c 

(hri2) 0,4±0,008 

SPBC146.10 

(mug57) 0,4±0,03 

SPBC146.12 

(coq6) 0,4±0,06 

SPBC13G1.08c 

(ash2) 0,3±0,04 

SPBC16H5.02 

(pfk1) 0,5±0,02 

SPBC23E6.02 

(rrp2) 0,3±0,049 

SPBC1604.02c 

(ppr1) 0,3±0,02 

SPBC18H10.13 

(rps1402) 0,4±0,05 

SPBC1685.11 

(rlp1) 0,3±0,04 

SPBC17A3.05c 0,6±0,02 

SPBC18H10.15 

(cdk11) 0,3±0,02 

SPAC4D7.01c 

(sec71) 0,3±0,007 

SPCC18B5.11c 

(cds1) 0,6±0,04 

SPBC21C3.18 

(spo4) 0,6±0,04 

SPBC16G5.15c 

(fkh2) 0,4±0,06 

SPCC1322.05c 

(lap2) 0,4±0,005 

SPAC11E3.04c 

(ubc13) 0,5±0,03 

SPBC21D10.07 

(cmc1) 0,3±0,07 

SPAC24B11.10c 

(cfh1) 0,9±0,1 

SPAC14C4.15c 

(dpp1) 0,3±0,03 

SPBC26H8.01 

(thi2) 0,5±0,04 

SPCC1919.12c 

(erm2) 0,3±0,02 

SPAC22A12.11 

(dak1) 0,4±0,03 

SPBC354.15 

(fap1) 1,0±0,017 

SPAC1F5.07c 

(hem14) 0,3±0,07 

SPAC4G8.11c 

(atp10) 0,3±0,05 

SPBC3E7.01 

(fab1) 0,6±0,03 

SPCC1739.08c 1,2±0,07 

SPAPB8E5.06c 

(rpl302) 0,4±0,06 

SPBC56F2.09c 

(arg5) 0,5±0,03 

SPAC1F5.05c 

(mso1) 0,3±0,03 

SPBC27B12.08 

(sip1) 0,3±0,007 

SPBC776.04 

(sec2302) 0,4±0,09 

SPBC21C3.16c 

(spt4) 0,3±0,04 

SPBC29A3.10c 

(atp14) 0,3±0,08 SPCC1020.07 0,3±0,03 

SPBC1711.03 

(emc3) 1,1±0,02 

SPCC1919.13c 

(bmt5) 0,5±0,03 

SPBP8B7.27 

(mug30) 0,4±0,04 
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Tablo 4.1 (devamı): Wortmannin‟e direnç gösteren S. pombe tek gen delesyonlu mutant ırkların 

tunikamisinli besi ortamında 24. saatteki üreme miktarları. 

SPAC1296.02 

(cox4) 0,3±0,1 

SPBC24C6.10 

(dip1) 0,4±0,07 SPBPB21E7.05 0,3±0,02 

SPAC222.05c 

(mss1) 0,3±0,03 SPCC63.06 0,4±0,005 SPCC1620.12c 0,5±0,02 

SPBC577.06c 

(stt4) 0,6±0,1 

SPAC926.05c 

(dph4) 0,3±0,04 

SPCC1840.10 

(ism8) 0,5±0,008 

SPAC869.02c 

(yhb1) 0,5±0,03 

SPCC11E10.06c 

(elp4) 0,3±0,007 SPCC4G3.12c 0,5±0,08 

SPBC28E12.03 

(rga4) 0,3±0,007 

SPAC1556.05c 

(cgr1) 0,3±0,03 

SPCC622.12c 

(gdh1) 0,6±0,04 

SPAC26F1.03 

(pda1) 0,4±0,09 

SPBC27.06c 

(mgr2) 0,4±0,045 SPAC3H5.09c 0,3±0,04 

SPBC27B12.09c 

(flx1) 0,3±0,007 

SPCC188.12 

(spn6) 0,3±0,04 SPAC824.03c 0,5±0,008 

SPBC2D10.06 

(rep1) 0,3±0,04 

SPBC428.04 

(apq12) 0,3±0,02 

SPBC1539.03c 

(arg41) 0,3±0,04 

SPAC23D3.13c 1,1±0,03 

SPAC4F10.04 

(ypa1) 0,5±0,03 

SPBC29A10.02 

(spo5) 0,4±0,012 

SPAC3H8.09c 

(nab3) 0,4±0,04 SPBC577.11 0,3±0,007 SPCC576.02 0,3±0,02 

S. pombe mutant kitaplığının Wortmannin‟e dirençli 111 ırkının 0,5 µg/mL tunikamisin 

metabolitinin etkisi, Bölüm 3.4‟te anlatıldığı gibi, iki basamak halinde yapılan tarama 

deneyleri ile sınıflandırıldı.  Tablo 4.2‟de ilk tarama sonucunda tunikamisin varlığında üreyen 

S. pombe mutantları listelenmiĢtir. 

Tablo 4.2: Tunikamisine dirençli olduğu belirlenen S. pombe mutant ırkları. 

SPCC11682.01 (qcr9) SPBC17A3.05c SPAC14C4.15c 

SPAC22A12.11 (dak1) SPCC63.06 SPCC18.09c (hnt3) 

SPAC24B11.10c (cfh1) SPCC1739.08c SPBC1711.03 (emc3) 
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Tablo 4.2 (devam): Tunikamisine dirençli olduğu belirlenen S. pombe mutant 

ırkları. 

SPBC577.06c SPBC28E12.03 (rga4) SPAC26F1.03 (pda1) 

SPAC23D3.13c SPAC3H1.08c SPAC26A3.14c 

SPBC1685.11 (rlp1) SPBC2D10.14c (myo51) SPAC24H6.08 

SPBC354.15 (fap1) SPBC8D2.18c SPBC15C4.01c (oca3) 

Ġlk basamakta seçilen 31 ırkın ikinci basamakta, tunikamisin varlığında üretilerek elde edilen 

1 mL‟lik kültürlerinin OD600 de ölçülen absorbanslarının ortalamaları alındıktan sonra 

tunikamisine karĢı gösterdikleri toleransa göre üç gruba ayırıldı. Buna göre, OD600‟de ölçülen 

ortalama absorbans değerleri 0.9‟dan büyük olanlar tunikamisine yüksek dirençli; 0.9-0.5 

arasıda olanlar tunikamisine orta dirençli; 0.5‟den küçük olanlar ise tunikamisine düşük 

dirençli olarak değerlendirildi. Ġkinci basamaktaki seçim sonucunda tunikamisine yüksek 

dirençli 10 ırk Tablo 4.3‟te; orta dirençli 5 ırk da Tablo 4.4‟te; düĢük dirençli 5 ırk da Tablo 

4.5‟te verildi.  

        Tablo 4.3: Tunikamisine yüksek dirençli S. pombe mutant ırkları. 

SPCC11682.01 (qcr9) Hücrede mitokondri organelinde bulunur. Aerobik solunumda, 

mitokondrial elektron transportu esnasında kompleks III‟te 

meydana gelen ubikinolden sitokrom c'ye elektronların transferinde 

rol almaktadır. (Phillips ve diğ.,1990). 

SPCC18.09c (hnt3) Hücrede nukleusta yer almaktadır. S. pombe‟de DNA onarımında 

rol alır ve DNA 5 'AMP hidrolazı görevi görür (Daley ve diğ., 
2010) 

SPAC24B11.10c (cfh1) Çoğunlukla hücre iskeleti, nukleus ve sitosolde bulunmaktadır. 

Fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Ortologları, 

Saccharomyces cerevisiae’da ACK1 geni (hücre duvarı bütünlüğüne 

yardımcı görevi olan protein) ve SHC1 geni (Sporülasyon-chs3 

geninin proteininin spesifik aktivatörü; kitin sentaz III) ve Homo 

sapiens‟te DELE1 (apoptozu indükleyen DAP3‟ü bağlayıcı protein) 

genleridir. 

SPCC1739.08c Karakterize edilmemiĢ bir oksidoredüktaz olan bu gen hücre 

içerisinde nukleus ve sitoplazmada bulunmaktadır. CH-OH 

grubunun elektron ve hidrojen donörü olarak rol aldığı ve NAD+ 

veya NADP‟nin indirgendiği yükseltgenme-indirgenme (redoks) 

tepkimelerinin katalizlenmesinde rol almaktadır.  
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Tablo 4.3 (devam): Tunikamisine yüksek dirençli S. pombe mutant ırkları. 

SPBC1711.03 (emc3) Hücrede çoğunlukla sitosol ve ER‟de yer almaktadır. ER‟de protein 

katlanmasında rol alır (ER membran protein kompleks alt birimi 

Emc3) (Xiong ve diğ., 2019) ve ER ile mitokondri zarları arasında 

bir moleküler bağ kurulmasıyla metabolitlerin değiĢimini sağlar 

(Shurtleff ve diğ., 2018). Ġnsanlardaki ortoloğu, EMC3  (ER 

membran protein kompleks alt birimi 3) genidir. 

SPAC23D3.13c Hücrede çoğunlukla golgi, endozom ve sitosolde bulunmaktadır. 

Guanil-nükleotid değiĢim faktörü olduğu tahmin edilmektedir. 

Belirli proteinleri hücrenin belirli bölgelerine iletiminde etkin rolü 

olan gendir. Ayrıca, vesikül aracılı taĢımada da rol oynar. 

SPAC3H1.08c Hücrede çoğunlukla mitokondride bulunmaktadır. Kalsiyum 

iyonunun (Ca
2+

) sitosolden mitokondriyal matrikse taĢınmasında rol 

aldığı düĢünülmektedir. Membran transportunda yer alan bu gen, bir 

lipit çift katman boyunca membranın bir tarafından diğerine madde 

taĢımada rol almaktadır. 

SPBC354.15 (fap1) L-pipekolat oksidaz proteinini oluĢturan bu gen, L-pipekolat ve L-

prolin'i oksitler (L-pipekolat + O
2
 = H

+
 + H

2
O

2
 + L-1-piperideine-6-

karboksilat) (Yoshida ve diğ., 2007). Hücresel aminoasit metabolik 

sürecinde rol oynamaktadır. Hücrelerin ürettiği bir veya daha fazla 

amino grubu içeren karboksilik asitleri ve amino asitleri içeren 

kimyasal reaksiyonlar ve yollarda rol almaktadır (Yoshida, 2004).  

SPBC8D2.18c Adenozilhomosisteinaz proteinini oluĢturan bu gen, hücrede 

sitosolde bulunur. Tripeptid glutatyon, sistein ve metiyonin gibi 

sülfür içeren bileĢikler veya nonmetalik sülfür elementi içeren 

yolaklarda ve aynı zamanda, hücresel aminoasit metabolik 

sürecinde rol oynamaktadır. Adenosilhomosistein, S-adenozil-L-

metiyonin bağımlı metil transferaz reaksiyonlarının rekabetçi bir 

inhibitörüdür, bu nedenle adenosilhomosisteinaz, 

adenosilhomosisteinin hücre içi konsantrasyonunun düzenlenmesi 

yoluyla metilasyonların kontrolünde önemli bir rol oynayabilir 

(Hayashi, 2018). Ġnsanlardaki ortoloğu AHCY 

(adenosilholosisteinaz) geninin fonksiyonuna inhibe edildiğinde, 

DNA hasarına ve hücre döngüsü durmasına neden olduğu 

görülmüĢtür (Belužić ve diğ., 2018). 

SPBC15C4.01c (oca3) Hücrede çoğunlukla nukleus, ER ve sitoplazmada bulunmaktadır. 

Hücre döngüsünde ve endoplazmik retikulumda protein 

katlanmasında rol alır. ER ve mitokondri zarları arasında bir 

moleküler bağlanma kurulmasıyla metabolitlerin değiĢimini 

sağlamaktadır.  
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Tablo 4.4: Tunikamisine orta seviyede dirençli S. pombe mutant ırkları. 

SPAC17A2.14 (mnr2) Transmenbran transportunda görev alır. Vakulolar CorA ailesinden 

magnezyum iyonunun membran transporter rolünü üstlenmektedir. 

Vakuol membranında bulunan mnr2 geninin magnezyum 

depolamada rol aldığı bilinmektedir. Bu genin aktive edildiği 

çalıĢmalarda, Mg transferinin engellendiği ve maya hücrelerinde 

Mg içeriğinde artıĢ saptanmıĢtır (Pisat, 2009). Bu genin ortoloğu, 

Saccharomyces cerevisiae‟da MNR2 (hücresel magnezyum 

homeostazı için gerekli vakuolar membran proteini) genidir 

(Hanner ve diğ., 2019). Enzim metabolizması için oldukça önemli 

bir kofaktör olan Mg
+2

‟un enerji üretimi, iyon metabolizması ve 

hücre döngüsü düzenlemesinde rol aldığı ve 300'den fazla 

metabolik reaksiyona katıldığı bilinmektedir. 

SPAC1952.17c (tbc13) Hücrede çoğunlukla sitosolde bulunur. Vesikül aracılı taĢınımda 

rol alan GTPaz aktive edici protein gen ürünüdür. Vesikül aracılı 

taĢınımda rol oynar.  

SPAC328.06 (ubp2) Proteinlerin katabolik sürecinde rol oynar. Bir veya daha fazla 

ubikuitin veya ubikuitin benzeri proteinler gibi küçük protein 

gruplarının bir hedef proteine kovalent olarak eklendiği veya 

çıkarıldığı protein modifikasyonlarında görev almaktadır.  

SPBC17A3.05c Tek zincirli polipeptitlerin ve çok üyeli komplekslerin kovalent 

veya kovalent olmayan bağında üçüncül yapıya yardımcı olarak 

proteinlerin katlanmasında rol oynamaktadır.  

SPCC18B5.11c (cds1) Replikasyon kontrol noktası kinazı kodlayan cds1 geninin; DNA 

replikasyonu, sinyal iletimi, nükleositoplazmik taĢınma ve mitotik 

hücre döngüsü faz geçiĢinin düzenlenmesinde rolleri 

bulunmaktadır (Xu ve Kelly, 2009). Serin/treonin kinaz olan cdsl, 

S. pombe‟lerde hücre siklusunun S-M kontrol noktasında rol alır 

ve çoğalma için gereklidir ancak cds1'in bu iĢlevleri nasıl 

gerçekleĢtirdiği büyük ölçüde bilinmemektedir (Boddy ve diğ., 

2000; Paparatto ve diğ., 2009). DNA replikasyonunu stres 

durumunda yavaĢlatır. Örneğin, UV ıĢımasından zarar gören 

DNA'nın replikasyonunu yavaĢlatmak için cdsl gereklidir. 

Tablo 4.5: Tunikamisine düĢük seviyede dirençli S. pombe mutant ırkları. 

SPBC19G7.18c „Schizosaccharomyces spesifik protein‟i kodlayan SPBC19G7.18c 

geni, henüz tam olarak karakterize edilememiĢtir. Ġnsanlardaki 

transkripsiyon ve hücre döngüsü ilerlemesinin bir düzenleyicisi 

olan Melanom Antijen D1'e homoloji göstermektedir. Ancak bu 

homolojinin önemi henüz tam olarak aydınlatılabilmiĢ değildir 

(Deshpande ve diğ., 2009). 

SPBC8E4.04 „Alditol NADP
+
 1-oksidoredüktaz aktivitesi‟ni kodlayan, 

nukleusta ve sitoplazmada bulunan SPBC8E4.04 geni karbonhidrat 

metabolik sürecinde rol alır. Karbonhidratların dahil olduğu 

kimyasal reaksiyonlar ve yolaklarda rol alır. Arabinoz ve D-ksiloz 

katabolik sürecinde yer alır. 
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Tablo 4.5 (devam): Tunikamisine düĢük seviyede dirençli S. pombe mutant ırkları. 

SPAC926.03 (rlc1) „Miyosin II düzenleyici hafif zincir Rlc1‟ gen ürünüdür. Mitotik 

sitokinezde ve aktin filamentleriyle iliĢkili proteinleri içeren hücre 

iskeleti organizasyonunda rol alır (Goff ve diğ., 2000). 

SPAC688.03c  „Human AMMECR1 homolog‟ gen ürünüdür. 

SPAC4D7.01c (sec71) Vesikül aracılı taĢınma olarak adlandırılan ve taĢınan maddelerin 

zara bağlı vesiküllerde hareket ettiği hücresel bir taĢıma iĢleminde 

de rol alır. TaĢınan maddeler vesikül lümeni içine alınır veya 

vesikül zarında bulunur. Vesiküller daha sonra bir alıcı membranı 

hedef alır ve yerleĢir. Ġnsanlardaki ortologları olan ARFGEF1ve 

ARFGEF2 (ADP ribozilasyon faktörü guanin nükleotit değiĢim 

faktörü 1-2) genleri, hücre içi vesiküler taĢımada rol almaktadır 

(https://www.pombase.org/gene/SPAC4D7.01c). 

4.2. TUNĠKAMĠSĠNĠNĠN HÜCRE CANLIĞI ÜZERĠNE ETKĠSĠ 

Bölüm 4.1‟de belirlenen Wortmannin‟e ve tunikamisine dirençli ve dirençsiz toplam 20 

mutant ırk ile parental ırkın Bölüm 3.6‟da açıklandığı Ģekilde, kontrol ve deney gruplarının 

seri sulandırımları yapıldıktan sonra tunikamisin içermeyen zengin katı besi ortamlarına spot 

ekimleri yapıldı. Parental ırkın spot üreme sonuçlar, ġekil. 4.1‟de verildi. Buna göre, parental 

ırkta 0,5 μg/mL tunikamisinin öldürücü etkisi %50 olarak tespit edildi.   

         ġekil 4.1: Parental hücreye ait spot ekim görüntüleri. 

Tunikamisine karĢı tolerans gösteren mutantların, tunikamisine maruz bırakıldıktan sonra, 

tunikamisin içermeyen katı ortamdaki spot üremeleri ġekil 4.2 ve ġekil 4.3‟te verildi. 

Tunikamisine maruz bırakılan hücrelerin tunikamisin içermeyen ortamlardaki spot üremeleri, 

bu ırkların Bölüm 4.1‟de yapılan gruplandırmalarına (yüksek, orta ve düĢük düzey dirençlilik) 

paralel bir sonuç olduğu tespit edildi. 

https://www.pombase.org/gene/SPAC4D7.01c
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 ġekil 4.2: Tunikamisine yüksek dirençli hücrelere ait spot ekim görüntüleri. 
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       ġekil 4.3: Tunikamisine orta ve düĢük dirençli hücrelere ait spot ekim görüntüleri. 

4.3. TUNĠKAMĠSĠNĠN HÜCRE ĠÇĠ OKSĠDASYONA ETKĠSĠ 

Hücre içi oksidasyon (ROT) deneyinde her bir ırkın deney grupları ile kontrol grupları 

karĢılaĢtırılarak sonuçlar analiz edildi. ġekil 4.4‟te görüldüğü üzere, tunikamisine maruz kalan 

her bir ırkın kontrol gruplarıyla karĢılaĢtırılarak ROT içerdiği tespit edildi. 

Hücre içi oksidasyon düzeylerinin istatistiksel veri analizi GraphPad Prisim 6 programı ile 

yapıldı. Bölüm 3.5‟te açıklandığı üzere en az üç tekrarlı ve her biri duplike olarak yapılan 

deneylere ait ortalama değerler kullanılarak çizilen grafikler ġekil 4.4‟te verildi. S. pombe 

qcr9, cfh1, hnt3, SPCC1739.08c, emc3, SPAC23D3.13c, SPAC3H1.08c, fap1, SPBCD2.18c 

ve oca3 mutantlarının tunikamisine maruz kaldıktan sonra hücre içi oksidasyon düzeylerinin 
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kontrollerine göre arttığı tespit edildi. Bu mutantlardan S. pombe qcr9, hnt3, cfh1, 

SPAC23D3.13c, fap1, SPBCD2.18c ve oca3 mutantlarında 2 ila 3 kat seviyelerinde gözlenen 

ROT artıĢı istatistiki olarak anlamlı bulundu. Tunikamisin uygulanan S. pombe parental 

ırkında ise kontrole göre ROT miktarında bir değiĢiklik belirlenmedi. 

ġekil 4.4: TM içeren besi ortamında üretilen parental ırk ve tunikamisine yüksek dirençli 

mutant ırkların kendi kontrol grupları ile karĢılaĢtırmalı olarak hücre içi oksidasyon 

düzeyleri (TM: Tunikamisin). 

Tunikamisine orta ve düĢük düzeyde tolerans gösteren hücrelerde de kontrollerine göre ROT 

seviyelerinde artıĢ tespit edildi (ġekil 4.5). Ancak burada, S. pombe ubp2 ve SPAC688.03c 

ırklarında kontrollerine göre oldukça fazla (yaklaĢık 6 kat) ROT artıĢı gözlendi. Diğer 5 ırkta 

1,5-2 kat artıĢ tespit edildi.  
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ġekil 4.5: TM içeren besi ortamında üretilen tunikamisine orta ve düĢük düzeyde dirençli 

mutant ırkların kendi kontrol grupları ile karĢılaĢtırmalı olarak hücre içi oksidasyon 

düzeyleri (TM: Tunikamisin). 

4.4. TUNĠKAMĠSĠNĠN HÜCRELERDEKĠ PROTEOZOMAL AKTĠVĠTEYE 

ETKĠLERĠ 

Bu çalıĢmada tunikamisin rekabetinin tetiklediği ER stresi ile proteozomal aktivite arasındaki 

iliĢki, parental ırk ile tunikamisine yüksek, orta ve düĢük dirençli ırklarda ölçülen 

proteozomal aktivite ile araĢtırıldı. Bölüm 3.7‟de anlatıldığı gibi ve 3 tekrarlı yapılan 

proteozomal aktivite deney verileri GraphPad Prisim 6 programı kullanılarak, hem istatistiki 

olarak hem de grafik oluĢturularak analiz edildi. Tunikamisinle muamele edilmiĢ olan deney 

gruplarında tunikamisin eklenmemiĢ olan kontrol gruplarına göre tunikamisine bağlı olarak 

proteozomal aktivitelerin düĢtüğü görüldü (ġekil 4.6 ve ġekil 4.7). S. pombe mutant hücrelere 

göre parental ırkta kontrol ve deney grupları arasındaki proteozomal aktivite farkının daha 

fazla olduğu görüldü. S. pombe qcr9, hnt3, emc3, SPAC23D3.13c, SPAC3H1.08c, fap1 ve 
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oca3 mutantlarında yaklaĢık %75 ve üzeri; cfh1, SPCC1739.08c ırklarında yaklaĢık %50;  

SPBCD2.18c ırkı ile parental ırkta %50‟nin altında proteozomal aktivite tespit edildi. 

ġekil 4.6: Tunikamisine yüksek dirençli mutant ırkların kendi kontrol grupları ile 

karĢılaĢtırmalı olarak proteozomal aktivite yüzdeleri (TM:Tunikamisin). 

Tunikamisine orta ve düĢük toleranslı S. pombe ırklarında kontrole göre ve deney gruplarında 

proteozomal aktivitenin bazı hücrelerde arttığı bazılarında da azaldığı tespit edildi (ġekil 4.7). 

Buna göre, S. pombe rlc1 ve sec71 ırklarında proteozomal aktivite %300‟ün üzerinde; S. 

pombe ubp2, SPBC17A3.05c ırklarında ise %100-200 arasında ölçülürken, diğer ırklarda 

(mnr2, tbc13, cds1, SPBC19G718c ve SPAC688.03c) %50-75 arasında olduğu belirlendi.  

SPBC8E404 ırkındaki proteozomal aktivitenin kontrole göre değiĢmediği gözlendi. 
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ġekil 4.7: Tunikamisine orta ve düĢük seviyede dirençli mutant ırkların kendi kontrol 

grupları ile karĢılaĢtırmalı olarak proteozomal aktivite yüzdeleri (TM:Tunikamisin). 

4.5. TUNĠKAMĠSĠNĠN APOPTOZA ETKĠSĠ 

Tunikamisin ile tetiklenen ER stresinin apoptoza etkisini belirlemek için S. pombe parental ırk 

ile tunikamisine yüksek, orta ve düĢük tolerenaslı 20 mutant ırkın Bölüm 3.8‟de anlatıldığı 

gibi kontrol ve deney gruplarının her biri floresans mikroskopta (Karl-Zeiss, Colibri 7) 

AO/EtBr filtrelerinde görüntülendi. Canlı hücreler yeĢil, apoptoza uğramıĢ hücreler ise 

turuncu renkte gözlendi (ġekil 4.8). 
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ġekil 4.8: Tunikamisine dirençli tüm grupların AO/EtBr boyama görüntüleri (TM: 

Tunikamisin. Her bir fotoğrafın boyutu 20 µm‟dir). 
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ġekil 4.8 (devam): Tunikamisine dirençli tüm grupların AO/EtBr boyama görüntüleri 

(TM: Tunikamisin. Her bir fotoğrafın boyutu 20 µm‟dir). 
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ġekil 4.8 (devam): Tunikamisine dirençli tüm grupların AO/EtBr boyama görüntüleri 

(TM: Tunikamisin. Her bir fotoğrafın boyutu 20 µm‟dir). 
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ġekil 4.8 (devam): Tunikamisine dirençli tüm grupların AO/EtBr boyama görüntüleri 

(TM: Tunikamisin. Her bir fotoğrafın boyutu 20 µm‟dir).
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ġekil 4.8 (devam): Tunikamisine dirençli tüm grupların AO/EtBr boyama görüntüleri 

(TM: Tunikamisin. Her bir fotoğrafın boyutu 20 µm‟dir). 
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ġekil 4.8 (devam): Tunikamisine dirençli tüm grupların AO/EtBr boyama görüntüleri (TM: 

Tunikamisin. Her bir fotoğrafın boyutu 20 µm‟dir). 
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ġekil 4.8 (devam): Tunikamisine dirençli tüm grupların AO/EtBr boyama görüntüleri 

(TM: Tunikamisin. Her bir fotoğrafın boyutu 20 µm‟dir). 
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BaĢlangıçta eĢit sayıda hücre ile baĢlatılan kültürlerin 24. saat sonundaki üreme ve sağkalım 

farklılıkları tespit edildi. AO/EtBr boyama deneyinde, tunikamisine dirençli tüm grupların 

birim alandaki kontrol ve tunikamisin eklenmiĢ besi ortamındaki hücre grupları sayıldıktan 

sonra apoptotik hücreler belirlendi. Tunikamisli besi ortamında üreyen mutant ırklar arasında 

hem apoptotik hücre bakımından hem de üreme miktarı bakımından farklılıklar tespit edildi. 

Buna göre, deney gruplarında, tunikamisine yüksek direnç gösteren hücrelerde, tunikamisine 

düĢük direnç gösteren ırklara göre daha fazla üreme gözlendi. Ayrıca, tunikamisinli besi 

ortamında üretilen tüm grupların kontrol gruplarına kıyasla daha çok apoptoza uğradığı 

belirlendi. 

ÇalıĢmada kullanılan tunikamisine dirençli ve dirençsiz tüm ırkların apoptoz oranlarını 

belirleyebilmek için her bir örnek için üç tekrarlı olarak farklı alanlardan alınan floresans 

görüntülerdeki tüm hücreler içerisindeki apoptotik hücreler tek tek sayılarak ortalamaları 

alındı. Aynı gen delesyonlu ırka ait verilerin yüzdesel apoptoz oranları kıyaslandı (ġekil 4.9 

ve ġekil 4.10) ve kontrol gruplarına göre deney gruplarında daha çok apoptoza uğramıĢ 

hücreler olduğu tespit edildi. 

S. pombe qcr9, cfh1, hnt3, SPCC1739.08c, emc3, SPAC23D3.13c, SPAC3H1.08c, fap1, 

SPBCD2.18c ve oca3 mutantlarının tunikamisine maruz kaldıktan sonra deney gruplarının 

tümünde kontrollerine göre apoptotik hücre sayılarının daha çok olduğu tespit edildi. Bu 

mutantlardan en çok apoptoza uğrayan grup olan S. pombe fap1‟de yaklaĢık 6 kat; 

SPAC23D3.13c ve cfh1‟de5 kat; qcr9ve hnt3‟te yaklaĢık 3-4 kat; SPCC1739.08c, emc3, 

SPAC3H1.08c, SPBCD2.18c ve oca3 mutantlarında yaklaĢık 2-3 kat seviyelerinde gözlenen 

apoptotik hücre miktarı istatistiki olarak da anlamlı bulundu. Tunikamisin uygulanan S. 

pombe parental ırkında ise kontrole göre apoptotik hücre miktarında çok fazla bir değiĢiklik 

belirlenmedi (ġekil 4.9). 
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ġekil 4.9: Tunikamisine yüksek dirençli olan mutant ırklara ait kontrol ve deney 

gruplarındaki apoptoz oranları (%). 

S. pombe mnr2, tbc13, ubp2, SPBC17A3.05c, cds1, SPBC19G7.18c, SPBC8E4.04, rlc1, 

SPAC688.03c mutantlarının tunikamisine maruz kaldıktan sonra deney gruplarının tümünde 

kontrollerine göre apoptotik hücre sayılarının daha çok olduğu tespit edildi. Bu mutantlardan 

en çok apoptoza uğrayan gruplar olan S. pombe ubp2 ve rlc1mutantlarında yaklaĢık 7-8 kat; 

sec71mutantında yaklaĢık 6 kat; mnr2 ve SPAC688.03c mutantlarında yaklaĢık 4-5 kat; 

tbc13, SPBC19G7.18c, SPBC8E4.04 ve SPBC17A3.05c mutantlarında yaklaĢık 2-3 kat 

seviyelerinde gözlenen apoptotik hücre miktarı istatistiki olarak da anlamlı bulundu. 

Tunikamisin uygulanan S. pombe cds1 ırkında ise kontrole göre apoptotik hücre miktarında 

çok fazla bir değiĢiklik belirlenmedi (ġekil 4.10). 
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ġekil 4.10: Tunikamisine orta ve düĢük dirençli mutant ırklara ait kontrol ve deney 

gruplarındaki apoptoz oranları (%). 

4.6. TUNĠKAMĠSĠNĠN HÜCRE MORFOLOJĠSĠNE ETKĠSĠ 

Tunikamisin ile indüklenen ER stresinin hücre morfolojisi ve nukleus üzerindeki etkisini 

ölçmek için Bölüm 3.9‟da anlatıldığı gibi tüm ırkların kontrol ve deney gruplarına ait hücre 

örnekleri DAPI ile boyandıktan sonra floresan mikrosopta görüntüleri alındı. Burada, 

tunikamisine yüksek, orta ve düĢük direnç gösteren ırklara ait S. pombe mutant ırkları ile 

parental ırkın kontrol ve deney gruplarının toplam hücre sayıları, morfolojileri ve nukleus 

yapılarındaki farklılıkları ġekil 4.11 ve 4.12‟de verildi. Tunikamisinli besi ortamında üretilen 

ırklara ait hücrelerin nukleuslarında ve hücrenin genel morfolojisinde yapısal bozulmalar ve 

değiĢiklikler görüldü (ġekil 4.11 ve 4.12).  
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ġekil 4.11: Tunikamisine yüksek direnç gösteren ırkların ve parental ırkın DAPI boyaması 

sonrası nukleus görüntüleri (TM: Tunikamisin. Her bir fotoğrafın boyutu 20 µm‟dir). 
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ġekil 4.11 (devam): Tunikamisine yüksek direnç gösteren ırkların ve parental ırkın DAPI 

boyaması sonrası nukleus görüntüleri (TM: Tunikamisin. Her bir fotoğrafın boyutu 20 

µm‟dir). 
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ġekil 4.11 (devam): Tunikamisine yüksek direnç gösteren ırkların ve parental ırkın DAPI 

boyaması sonrası nukleus görüntüleri (TM: Tunikamisin. Her bir fotoğrafın boyutu 20 

µm‟dir). 
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ġekil 4.11 (devam): Tunikamisine yüksek direnç gösteren ırkların ve parental ırkın DAPI 

boyaması sonrası nukleus görüntüleri (TM: Tunikamisin. Her bir fotoğrafın boyutu 20 

µm‟dir). 

Tablo 4.6: Tunikamisine yüksek direnç gösteren ırkların ve parental ırkın DAPI boyaması 

sonrası hücresel farklılıkları. 

Hücre Morfolojisi Nukleusun Konumu Nukleusun yapısı 

Parental 

K normal hücre merkezi normal 

TM 
normal, hücreler arası 

agregat oluĢumu 
hücre merkezi normal 

qcr9 

K normal hücre merkezi normal 

TM normal hücre merkezi normal 



49 

Tablo 4.6 (devam): Tunikamisine yüksek direnç gösteren ırkların ve parental ırkın DAPI 

boyaması sonrası hücresel farklılıkları. 

hnt3 

K normal hücre merkezi normal 

TM daha uzun hücre merkezi normal 

cfh1 

K normal hücre merkezi normal 

TM normal kutba yakın normal 

SPCC1739.08c 

K normal hücre merkezi normal 

TM daha uzun kutba yakın 
çok sayıda çift 

nukleuslu hücre 

emc3 

K normal hücre merkezi normal 

TM normal kutba yakın bozuk 

SPAC23D3.13c 

K normal hücre merkezi normal 

TM daha uzun kutba yakın 
çok sayıda çift 

nukleuslu hücre 

SPAC3H1.08c 

K normal hücre merkezi normal 

TM ĢiĢmiĢ hücreler hücre merkezi normal 

fap1 

K normal hücre merkezi normal 

TM 
daha uzun ve koni 

Ģeklinde yapı 
kutba yakın normal 

SPBC8D2.18c 

K 
Ģekilsiz ve kısa hücre 

yapısı 
kutba yakın normal 

TM 
daha korunmuĢ hücre 

yapısı 
kutba yakın normal 

oca3 

K bozuk kutba yakın 
iki nukleuslu hücreler 

çoğunlukta 

TM bozuk kutba yakın bulanık 
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ġekil 4.12: Tunikamisine orta ve düĢük direnç gösteren ırkların ve parental ırkın DAPI 

boyaması sonrası nukleus görüntüleri (TM: Tunikamisin. Her bir fotoğrafın boyutu 20 

µm‟dir). 
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ġekil 4.12 (devam): Tunikamisine orta ve düĢük direnç gösteren ırkların ve parental ırkın 

DAPI boyaması sonrası nukleus görüntüleri (TM: Tunikamisin. Her bir fotoğrafın boyutu 

20 µm‟dir). 
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ġekil 4.12 (devam): Tunikamisine orta ve düĢük direnç gösteren ırkların ve parental ırkın 

DAPI boyaması sonrası nukleus görüntüleri (TM: Tunikamisin. Her bir fotoğrafın boyutu 

20 µm‟dir). 
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ġekil 4.12 (devam): Tunikamisine orta ve düĢük direnç gösteren ırkların ve parental ırkın 

DAPI boyaması sonrası nukleus görüntüleri (TM: Tunikamisin, Her bir fotoğrafın boyutu 

20 µm‟dir). 

Tablo 4.7: Tunikamisine düĢük direnç gösteren ırkların DAPI boyaması sonrası hücresel 

farklılıkları. 

Hücre Morfolojisi Nukleusun Konumu Nukleusun yapısı 

mnr2 

K bozuk hücre merkezi normal 

TM daha bozuk hücre merkezi bulanık 

tbc13 

K normal hücre merkezi normal 

TM 
ĢiĢe ve üçgen Ģekillere 

benzer yapı 
hücre merkezi bulanık 

ubp2 

K zayıf hücre yapısı hücre merkezi normal 

TM 
ĢiĢe ve üçgen Ģekillere 

benzer yapı 
kutba yakın bulanık 

SPBC17A3.05c 

K normal kutba yakın normal 

TM daha uzun ve Ģekilsiz kutba yakın bulanık 

cds1 

K 
daha küçük hücre 

yapısı 
hücre merkezi normal 

TM bozulmuĢ hücre yapısı kutba yakın bulanık 
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Tablo 4.7 (devam): Tunikamisine düĢük direnç gösteren ırkların DAPI boyaması sonrası 

hücresel farklılıkları. 

SPBC19G7.18c 

K normal hücre merkezi normal 

TM bozuk kutba yakın bulanık 

SPBC8E4.04 

K normal kutba yakın normal 

TM daha büyük kutba yakın bulanık 

rlc1 

K bozuk hücre merkezi normal 

TM bozuk ve daha büyük kutba yakın bulanık 

SPAC688.03c 

K normal hücre merkezi normal 

TM daha uzun hücre merkezi 
çok sayıda iki 

nukleuslu hücreyapısı 

sec71 

K normal hücre merkezi normal 

TM daha büyük ve 

koni Ģeklinde yapı 
hücre merkezi bulanık 

4.7. TUNĠKAMĠSĠNE YÜKSEK DĠRENÇLĠLĠK SAĞLAYAN GENLERĠN 

BĠYOLOJĠK SÜREÇLERDEKĠ ROLÜNÜN ARAġTIRILMASI 

Tunikamisine dirençli olduğunu tespit ettiğimiz organizmaların birbirleri ile iliĢkisi BiNGO 

(Biological Networks Gene Ontology) programında incelenerek ġekil 4.13‟te verilen genler 

arasındaki ortak biyolojik fonksiyonlar ve iliĢkiler gözlemlendi. SPBC15C4.01c (oca3) ve 

SPBC1711.03 (emc3) suĢlarının her ikisi de ER‟de protein katlamalarında görev almaktadır. 

SPBC354.15 (fap1) ve SPBC8D2.18c ĢuĢları, aspartat ailesi aminoasit metabolizmasında 

görev aldığı bilinmektedir. 
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ġekil 4.13 : Tunikamisine yüksek direnç gösteren 10 ayrı ırk arasındaki iliĢki. 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ

Tunikamisinin ökaryotik hücrelerde N-glikan sentezini bloke ederek ER stresine neden 

olduğu, hücre bölünmesini inhibe ettiği ve hücreleri apoptoza sürüklediği bilinmektedir (Xiao 

ve diğ., 2016). Organizmaların tunikamisin antibiyotiğine maruz kaldıktan sonra meydana 

gelen ER stresi nedeniyle programlanmıĢ hücre ölümüne gittiği bilinse de ER stresi kaynaklı 

apoptozis hakkındaki bilgiler her soruya tam olarak cevap verebilecek yeterlilikte değildir. 

Hücrenin apoptotik sürece girmesi ve bunu sağlayan mekanizmaya ait kontrolündeki 

mekanizmayla mı veya birkaç pro-apoptotik yolla mı olduğu henüz tam olarak 

bilinmemektedir. Kaspazlardan hangilerinin ER stres kaynaklı hücre ölümü ile iliĢkisinin olup 

olmadığı da henüz aydınlatılabilmiĢ değildir. Proteinlerin yanlıĢ katlanmıĢ formlarını 

tanımlamada kullanılan belirgin özellikler ve protein yarı ömürlerini düzenlemedeki 

mekanizmalar hakkındaki bilgiler henüz oldukça kısıtlıdır (Smith ve diğ., 2011). 

ÇalıĢmada, parental ırk olarak kullanılan S. pombe ED666 ırkında (h+ade6-M210 ura4-D18 

leu1-32) yarı öldürücü doz seviyesinde tunikamisin antibiyotiği muamele edilen ve 24 saat 

üretilen hücrelerin kontrol grubunun deney grubuna göre daha fazla yoğunlukta olduğu 

görülmüĢtür. Apoptoz miktarı açısından ele alındığında her iki grupta da apoptotik hücre 

miktarı açısından ciddi bir fark görülmemesi bu genlerin tunikamisine direnç gösterme 

açısından etkin bir rol oynamadığını göstermektedir. Parental hücrelerde ROT miktarına 

bakıldığında kontrol ve deney grupları arasında da önemli bir fark gözlemlenmemesi bu 

genlerin hücresel reaktif oksijen üretiminde etkin bir rol almadığını göstermektedir. Ayrıca 

hem kontrol hem de tunikamisin içeren besi ortamında üretilen iki grupta da hücre yapılarının 

normal olması, tunikamisin yarı öldürücü dozunun parental hücre için hücre Ģekillerinde 

etkisinin olmadığını göstermektedir. 

AraĢtırmada kullanılan genlerden biri olan qcr9 geni bakımından delesyonlu S. pombe 

mutantlarının tunikamisin bulunan besi ortamında üreyenlerde kontrol hücrelerine kıyasla 

daha çok apoptotik hücre görülmesi ve spot ekimler dikkate alınarak değerlendirildiğinde 

deney grubundaki canlı hücre sayısının kontrole göre daha az olması bu genin canlılık üzerine 

etkisinin bir göstergesi sayılabilmektedir. ER‟de meydana gelen apoptoz olayında 

mitokondride rol oynayan qcr9 geninin delesyonlu mutantında elde edilen bu sonuçlar ER-
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mitokondri iliĢkisini de açıkça gözler önüne sermektedir (Phillips ve diğ., 2016). ATP 

sentazını, özellikle NARP (nöropati, ataksi ve retinitis pigmentoza) sendromunu etkileyen 

insan kalıtsal mitokondriyal hastalıklarına karĢı aktif ilaçların taranması çalıĢmalarında 

S.pombe‟lerdeki qcr9 geninin S. cerevisiae‟daki ortoloğu (QCR9 geni) kullanılmıĢtır 

(Couplana ve diğ., 2011). Hücre içi oksidasyon miktarına ait istatistiksel verilerin anlamlı 

bulunduğu bu ırkta, deney gruplarında kontrol grubuna göre daha fazla reaktif oksijen 

birikimi görülmesi tunikamisinin mitokondride elektron transfer mekanizmasını bozarak 

hücre fonksiyonunu olumsuz etkilediğini göstermektedir. Ancak buna rağmen hücre 

Ģekillerinin her iki grupta da normal ve nukleusların hücre merkezi olması hücresel morfolojik 

yapının korunduğunu ortaya koymaktadır.  

hnt3 geni (Daley ve diğ., 2010) bakımından delesyonlu deney grubu hücrelerinde kontrol 

grubu hücrelerine oranla daha fazla apoptotik hücre görülmesi ve spot ekimlere bakıldığında 

deney grubunun daha az üreme göstermesi, hücrelerin canlılığı hakkında fikir 

verebilmektedir. Deney grubundaki hücre içi oksidasyon miktarı istatistiksel olarak oldukça 

anlamlı bulunan bu ırkta, kontrol grubuna göre daha çok reaktif oksijen birikmesi ve 

hücrelerin morfolojik olarak daha uzun olması, DNA onarımı gerçekleĢmeyen mutantlarda 

tunikamisinin hücresel fonksiyonları değiĢtirdiğini düĢündürmektedir. Kontrol grubundaki 

hücre Ģekillerinin normal yapılarda iken, deney grubundakilerin daha uzun hücre Ģekillerine 

sahip olması tunikamisinin hücrenin morfolojik yapısını bozduğunu göstermektedir.  

cfh1 geninin S. pombe‟de fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Hücrede ER stresine neden 

olan tunikamisin antibiyotiğine maruz bırakılan deney grubundaki hücrelerde kontrol 

hücrelerine kıyasla daha fazla apoptoz görülmesi hücre canlılığında önemli bir etkisi 

olduğunu düĢündürmektedir.  Deney gruplarında hücre içi oksidasyon miktarı istatistiksel 

açıdan da oldukça anlamlı bulunan bu ırkta daha yüksek oranda reaktif oksijen birikimi 

görülmesi, tunikamisin ile muamele edilmiĢ hücrelerde hücre duvarı bütünlüğünde rol aldığı 

düĢünülen bu genin fonksiyonunu aydınlatmaya katkı sağlayacağı öngörülmektedir. 

Nukleusların kontrol grubunda hücre merkezinde iken deney grubunda kutba daha yakın 

bölgede konumlandığı fakat hücresel morfolojik yapının bozulmadığı görülmüĢtür. Spot ekim 

görüntüleri değerlendirildiğinde deney grubuna kıyasla kontrol grubundaki hücrelerde daha 

fazla canlı hücre görülmesi, bu genin hücre canlılığı üzerindeki etkisini gösterdi. 
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SPCC1739.08c geni bakımından delesyonlu ırkların deney grubundaki apoptoz miktarının 

kontrol grubuna kıyasla kadar fazla olması, hücre içi oksidasyon miktarına bakıldığında 

kontrol grubuna göre daha çok reaktif oksijen birikimi görülmesi ve spot ekim görüntülerinde 

tunikamisin ile muamele olmuĢ kültürlerin daha az yoğunlukta bulunması hücresel canlılık 

hakkında fikir vermektedir. Kontrol grubuna ait hücreler normal morfolojik yapıya sahip, 

ayrıca nukleusları hücre merkezinde konumlanmıĢ durumdadır fakat deney grubuna ait 

hücreler daha uzun, nukleus kutba yakın ve çok fazla sayıda çift nukleuslu hücreler 

bulunmaktadır. Hücrelerin uzun, nukleusların kutba yakın ve çift sayıda olması hücrelerin 

bölünmek üzere olduğu veya bölünemediği için bu formda kaldıklarını düĢündürmektedir.  

emc3 geni bakımından delesyonlu olan mutant S. pombe ırklarında hücre üremesi bakımından 

çok düĢük bir fark görülmesi, bu genin hücre üremesinde çok etkili olmadığını düĢündürmüĢ 

olup apoptotik hücre miktarı olarak bakıldığında deney grubunda kontrol grubuna göre daha 

fazla apoptotik hücreler bulunması hücre canlılığını etkileyen bir rolü üstlendiğini 

göstermiĢtir. Deney gruplarındakontrol grubuna göre daha yüksek oranda reaktif oksijen 

birikimi görülmesi ve nukleusun kutba daha yakın bulunması tunikamisinin hücrede 

oluĢturduğu stresi göstermektedir. Hem deney hem de kontrol hücrelerinin morfolojileri 

değiĢmemiĢtir ancak kontrol grubunda nukleus hücre merkezinde yer almıĢ durumunda iken 

deney grubunda kutba yakındır. Ayrıca spot ekimler incelendiğinde tunikamisinli besi 

ortamında üretilen kültürlerin tunikamisin eklenmemiĢ besi ortamında üretilenlere kıyasla 

daha az üremesi, tunikamisinin hücre canlılığına etkisi hakkında bir ön bilgi vermektedir. 

SPAC23D3.13c geninin delesyonlu olduğu ırklar tunikamisin içeren besi ortamında 

üretildiğinde kontrol grubuna göre apoptotik hücrelerin daha fazla bulunması, bu genin hücre 

canlılığında önemli bir rolü üstlendiğini gösterdi. Spot ekim görüntülerine bakıldığında, 

kontrol grubundaki hücrelerin deney grubuna ait kültürlerden daha çok üremiĢ olması hücre 

canlılığının göstergesi olarak düĢünülebilmektedir. Deney gruplarında kontrol grubuna göre 

fazla reaktif oksijen bulunması ve bunun istatistiki açıdan da anlamlı olması, tunikamisinin 

hücre fonksiyonunu etkilediğini göstermektedir. 

SPAC3H1.08c geni bakımından delesyonlu olan ırklarda kontrol ve deney grupları apoptoz 

miktarı açısından karĢılaĢtırıldığında deney grubunda kontrol grubuna göre yüksek oranda 

apoptotik hücre gözlemlenmiĢ olması bu genin, hücre ölümündeki rolünü göstermektedir. 

Deney gruplarında hücre içi oksidasyon miktarına bakıldığında, kontrol grubuna göre daha 
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çok reaktif oksijenin birikmesi ve aynı zamanda hücrelerin daha büyük ve ĢiĢmiĢ yapıda 

olması tunikamisinin hücresel yapıyı bozduğunu göstermektedir. Spot ekimler dikkate 

alınarak değerlendirildiğinde canlı hücre sayısının kontrol grubuna kıyasla deney grubunda 

daha az görülmesi, canlılık üzerine etkisi hakkında bilgi vermektedir.  

fap1 geni bakımından delesyonlu mutantların deney gruplarında apoptoz miktarı açısından 

karĢılaĢtırıldığında kontrol grubuna göre daha yüksek oranda apoptotik hücre gözlemlenmiĢ 

olması bu genin, hücre canlılığında etkin bir rolü olduğunu göstermiĢtir. Hücrelerin spot 

ekimleri dikkate alındığında, kontrol gruplarının tunikamisinli besi ortamında üretilen deney 

gruplarına kıyasla daha fazla üremiĢ olmaları hücrelerin canlılığı ve çoğalmaları hakkında ön 

bilgi oluĢturdu. Ayrıca deney grubunda hücre içi oksidasyon miktarının yüksek olması, aynı 

zamanda kontrol grubunda normal yapıda iken deney grubunda daha uzun ve koni Ģeklinde 

bir hücre morfolojiside bulunması ve nukleusun kutba yakın konumlanması tunikamisinin 

yarattığı hücresel stresi gösterdi. 

SPBC8D2.18c geni bakımından delesyonlu ırklarda kontrol ve deney grupları apoptoz oranı 

açısından karĢılaĢtırıldığında deney grubunda kontrol grubuna göre daha fazla apoptotik hücre 

gözlemlendi. Spot ekimlerde kontrol grubundakilerin deney grubu kültürlerden daha yoğun 

olmaları, bu genin canlılık üzerine etkisinin bir göstergesi sayılabileceğini göstermektedir. 

Deney gruplarında hücre içi oksidasyon miktarı istatistiksel açıdan da anlamlı bulunan bu 

ırkta, kontrol grubuna göre reaktif oksijen birikimi görülmesi tunikamisinin hücre 

fonksiyonunu bozduğunu iĢaret etmektedir. Diğer genlerin aksine kontrol grubundaki 

hücrelerin deney grubundakilere kıyasla daha Ģekilsiz ve kısa bulunması ve ayrıca 

nukleusların hücre kutbuna yakın lokalizasyonda bulunması, SPBC8D2.18c geninin hücre 

morfolojisi bakımından oldukça önemli olduğunu düĢündürmektedir. Metil metabolizma 

yolağının bloke edilmesiyle hücrelerde oksidatif stres oluĢtuğu ve morfolojik yapılarının 

bozulduğu görülmektedir.  

oca3 bakımından delesyonlu ırklarda kontrol ve deney grupları apoptoz miktarı açısından ele 

alındığında, deney grubunda kontrol grubuna kıyasla daha fazla apoptotik hücre bulunması, 

bu genin hücre canlılığında etkin bir rolü olduğunu ortaya koymaktadır. Deney gruplarında 

hücre içi oksidasyon miktarı istatistiki açıdan da anlamlı bulunan bu ırkta, kontrol grubuna 

göre daha çok reaktif oksijen birikimi görülmesi tunikamisinin hücre fonksiyonunu 

değiĢtirdiğini iĢaret etmektedir. Ayrıca hem kontrol hem de deney grubunda hücre 
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morfolojisinin bozuk ve nukleusun kutba yakın olması, protein katlanma mekanizmalarının 

hücresel metabolizmadaki rolünü gösterdi. Spot ekimler karĢılaĢtırıldığında deney 

grubundakilerin kontrol grubundan daha az üremesi, tunikamisinin hücre canlılığındaki 

etkisinin göstergesi sayılabilmektedir. 

mnr2 geni bakımından delesyonlu ırklar apoptoz miktarı açısından ele alındığında deney 

grubunda kontrol grubuna göre daha fazla apoptotik hücre bulunması bu genin, hücre 

canlılığında etkin bir rolü olduğunu göstermektedir. Reaktif oksijen türleri açısından deney 

grubu ile kontrol grubu arasında az fark olması, tunikamisinin mnr2 bakımından delesyonlu 

ırklarda hücresel reaktif oksijen miktarını çok fazla etkilemediğini göstermektedir. Ancak 

deney grubu hücrelerinin kontrol grubundakilere göre daha bozuk Ģekillerde olması, hücrede 

Mg
+2

 transportu üzerinde rol alan bu genin delesyonlu olduğu durumda, hücre morfolojisinin 

bozulmasına neden olduğunu göstermektedir.  Kontrol ve deney grubuna ait spot ekimler 

karĢılaĢtırıldığında tunikamisinli besi ortamında üretilmiĢ olan deney grubunun daha az 

üremesi, hücre canlılığı üzerine etkisinin bir göstergesi sayılabilmektedir. 

tbc13 geni bakımından delesyonlu ırklarda apoptoz miktarına bakıldığında deney grubunda 

kontrol grubuna kıyasla daha fazla apoptotik hücre görüldüğünden dolayı bu genin, hücre 

canlılığında etkin bir rolü olduğunu göstermiĢtir. Deney gruplarında hücre içi oksidasyon 

miktarı istatistiksel olarak anlamlı bulunan bu ırkta, kontrol grubuna göre daha fazla reaktif 

oksijen birikimi görülmesi, ayrıca kontrol grubunda normal yapıda iken deney grubuna ait 

hücrelerin ĢiĢe ve üçgen Ģekillere benzer yapılarda olması nedeniyle, tbc13 geninin hücresel 

metabolizma ve özellikle morfolojik yapının korunması için oldukça önemli olduğunu ifade 

etmektedir. Spot ekimlerde kontrol grubu hücrelerinin daha fazla üremiĢ olması, 

tunikamisinin hücre canlılığında etkisini daha da destekler niteliktedir.  

ubp2 geni bakımından delesyonlu ırklar apoptoz miktarı açısından ele alındığında; deney 

grubunda kontrol grubuna kıyasla çok fazla apoptotik hücre bulunması, hücre canlılığındaki 

önemli rolü olduğunu kanıtlamaktadır. ubp2 geni bakımından delesyonlu olan S. pombe‟ler 

tunikamisinli besi ortamında üretildiğinde hücrelerin Ģekilleri oldukça bozulmakta ve nukleus 

kutba yakın lokalize olmaktadır. ubp2 geninin delesyonlu olduğu hücreler tunikamisinli besi 

ortamında bulunduğunda, hücre morfolojilerinin oldukça değiĢtiği ve hücrelerin bu stresten 

çok fazla etkilendiği görüldü. Ayrıca deney gruplarında hücre içi oksidasyon miktarı 

istatistiksel açıdan oldukça anlamlı bulunan bu ırkta, kontrol grubuna göre hücresel reaktif 
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oksijen miktarının ciddi miktarda artması, bu genin ROT metabolizmasındaki rolünü 

göstermektedir. Spot ekimlerde bu gene ait kontrol grubunda deney grubuna kıyasla canlı 

hücre sayısının daha çok bulunması, tunikamisinin hücre canlılığına etkisini göstermektedir. 

SPBC17A3.05c geni bakımından delesyonlu ırklarda apoptoz miktarları karĢılaĢtırıldığında, 

deney grubunda kontrol grubuna kıyasla daha fazla apoptotik hücre görüldü. Hücre içi 

oksidasyon miktarının istatistiki açıdan anlamlı bulunması ve kontrol grubuna göre daha fazla 

reaktif oksijen birikmesi, hücrelerin daha uzun ve Ģekilsiz yapılarda görülmesi, tunikamisinin 

hücresel metabolizmayı olumsuz etkileyerek ER stresine neden olduğunu düĢündürdü. 

Tunikamisinin deney gruplarına ait hücrelerde protein katlanmalarının bozularak hücrelerin 

üremelerinin azalttığı, apoptoz oranını artırdığı ve hücresel metabolizmayı bozduğu 

görülmüĢtür. Ayrıca spot ekimlere bakıldığında kontrol grubundaki canlı hücre sayısının 

deney grubuna göre daha yoğun olması, hücre canlılığına etkisinin bir göstergesi olabileceği 

sanılmaktadır. 

cds1 geni bakımından delesyonlu ırklarda hücre içi oksidasyon miktarının istatistiki açıdan 

anlamlı bulunması, deney grubunda kontrol grubuna göre daha fazla reaktif oksijen birikimi 

görülmesi, daha bozulmuĢ hücre yapılarının bulunması ve nukleusun kutba yakın 

konumlanması, uygulanan stres faktörü tunikamisinin hücreleri oldukça etkilediğiniancak 

apoptoza yönlendirmediğini gösterdi. Spot ekimlerde deney grubu hücrelerin kontrol grubuna 

göre daha az yoğunlukta üremesi, tunikamisinin hücre çoğalması konusunda fikir 

verebilmektedir.  

SPBC19G7.18c geni bakımından delesyonlu ırklarda spot ekimler göz önüne alındığında, 

kontrol grubundaki hücrelerin deney grubundakilere göre daha fazla yoğunlukta olması, 

tunikamisinin hücre canlılığına etkisi olduğunu düĢündürdü. Bu gen bakımından delesyonlu 

ırklar apoptoz miktarı açısından ele alındığında, deney grubunda kontrol grubuna kıyasla daha 

fazla apoptotik hücre bulunması bu genin, hücre ölümünde etkin bir rolü olduğunu gösterdi. 

Deney gruplarında hücre içi oksidasyon miktarı istatistiki açıdan anlamlı bulunan bu ırkta, 

kontrol grubuna göre daha fazla reaktif oksijen birikimi görülmesi, hücre morfolojilerinin 

daha bozuk olması ve nukleusun kutba yakın yerleĢimi tunikamisinin hücrelerde yarattığı 

stresi göstermektedir.  
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SPBC8E4.04 genibakımından delesyonlu ırka aitdeney grubunda kontrol grubuna göre 

apoptotik hücre sayısının daha çok olması ve hücre içi oksidasyon miktarı istatistiki açıdan 

anlamlı bulunan bu ırkta kontrol grubuna göre daha fazla reaktif oksijen birikimi görülmesi, 

bu genin hücre canlılığında etkin bir rolü olduğunu iĢaret etmektedir. Deney grubuna ait 

hücrelerin daha büyük ve nukleusun kutba yakın olması tunikamisinin hücre morfolojisini 

değiĢtirdiğini göstermektedir. Spot ekimlere göre kontrol grubunda deney grubundan çok 

daha fazla canlı hücre bulunması, tunikamisinin hücre canlılığındaki etkisi konusunda fikir 

verebilmektedir. Karbonhidrat metabolizmasında rol alan bu gen bakımından delesyonlu 

hücrelerde tunikamisinin hücre metabolizmasına ve morfolojisine etkisinin fazla olduğunu 

ortaya koymaktadır. 

rlc1 geni bakımından delesyonlu ırklara ait spot ekimler kıyaslandığında, kontrol grubunda 

deney grubuna göre daha fazla canlı hücre bulunması ve deney grubundaki hücrelerin 

üremelerinin oldukça düĢük olması, tunikamisinin hücre canlılığına etkisi konusunda fikir 

verebilmektedir.  Hücreler apoptoz miktarı açısından ele alındığında deney grubunda kontrol 

grubuna kıyasla oldukça fazla apoptotik hücre bulunması bu genin, hücre canlılığında çok 

büyük etkisi olduğunu gösterdi. Deney gruplarında kontrol grubuna göre daha fazla reaktif 

oksijen birikimi görülmesi tunikamisinin bu bakımından delesyonlu ırklarda hücresel reaktif 

oksijen miktarını çok fazla değiĢtirmediğini ancak hücrelerin morfolojik olarak daha bozuk ve 

büyük olması ve ayrıca nukleusun kutba yakın konumda yer almasına bakılarak hücre 

metabolizmasını değiĢtirdiğini ve hücresel ölüm mekanizmalarını artırdığı ortaya konuldu. 

SPAC688.03c geni bakımından delesyonlu ırklarda apoptotik hücrelere bakıldığında deney 

grubunda kontrol grubuna kıyasla daha fazla apoptotik hücre bulunması tunikamisinin hücre 

ölümünü önemli ölçüde artırdığını gösterdi. Kontrol grubuna ait hücrelerin spot ekimleri, 

deney grubuna ait hücrelere göre daha fazla canlı hücre içermesi, canlılık üzerine etkisinin 

göstergesi sayılabilmektedir. Deney gruplarındaki hücre içi oksidasyon miktarı istatistiki 

açıdan anlamlı bulunan bu ırkta, kontrol grubuna göre daha çok reaktif oksijen birikimi ve 

daha uzun yapıda hücre morfolojisi bulunmaktadır. Bunun yanı sıra çok sayıda çift nukleuslu 

hücrelerin bulunması hücre bölünmesinin bloke edildiğini, bölünemediğinden dolayı 

hücrelerin uzamıĢ olabileceğini ve apoptotik sürece yöneldiğini düĢündürmektedir. 

sec71 geni bakımından delesyonlu ırklar apoptoz miktarı açısından ele alındığında deney 

grubunda kontrol grubuna kıyasla daha fazla apoptotik hücre bulunması bu genin, hücre 
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ölümünde etkin bir rolü olduğunu göstermektedir. Deney gruplarında hücre içi oksidasyon 

miktarı istatistiksel açıdan anlamlı bulunmayan bu ırkta, kontrol grubuna göre biraz fazla 

reaktif oksijen birikimi görülmesi tunikamisinin bu bakımından delesyonlu ırklarda hücresel 

reaktif oksijen miktarını çok fazla değiĢtirmediği düĢünülmektedir. Deney grubuna ait spot 

ekimlerde kontrol grubuna göre daha az canlı hücre bulunması, hücre canlılığı hakkında da ön 

bilgi verebilmektedir.  Ayrıca kontrol grubundaki normal yapıdaki hücrelere kıyasla deney 

grubu hücrelerinin daha büyük ve koni Ģeklindeki morfolojik yapılara dönüĢmeleri de 

hücresel metabolik süreçlerin stresten etkilendiğini göstermektedir. 

Bu çalıĢmada yer alan birçok genin çeĢitli hastalıklarla iliĢkili olabileceği görüldü. hnt3 

geninin insanlardaki ortoloğu olan APTX geni ile ilgili çalıĢmalarda okülomotor apraksi 

(APTX genindeki mutasyonlar nedeniyle ortaya çıkan otozomal resesif kalıtsal bir hastalık) ve 

ataksiye neden olan nörodejeneratif hastalıklarla iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. APTX geni 

tarafından kodlanan Aprataxin proteini, DNA-tek-zincir kırılmalarının tamirinde rol almakta 

ve bu gen delesyona uğratıldığında DNA hasarı birikerek hücreyi ölüme sürüklemektedir 

(Gong ve diğ., 2011). DNA onarım mekanizmasının engellenmesi ile hücrelerin apoptotik 

sürece yöneldiği düĢünülmektedir. S. pombe‟de hnt3 geni çalıĢmalarının artırılması, 

insanlarda nörodejeneratif, otozomal resesif ve monogenik (tek gen) hastalıkların 

aydınlatılmasında oldukça yararlı olacaktır. SPAC3H1.08c geni ortologu MCUR1 geni (Homo 

sapiens) mitokondride kalsiyum geçiĢini düzenlemektedir. Mitokondriyal kalsiyum uniporter 

kompleksi oldukça seçici bir kalsiyum kanalıdır. Mitokondriyal kalsiyum homeostazı, hücre 

hayatta kalmasında ve ökaryotlarda aerobik metabolizmada kritik roller oynar. AĢırı Ca
+2

 

birikimi, mitokondri iç zarını geçirgen hale getirir. Bu da apoptoz ile sonuçlanmaktadır ve 

insan patolojisindeki apoptotik özellikler neoplazmlar, otoimmün hastalıklar, inme, 

Alzheimer hastalığı, Parkinson hastalığı ve ailesel amiyotrofik lateral skleroz gibi bazı 

nörodejeneratif hastalıklarla ilgilidir (Yamamoto ve diğ., 2019).  SPAC3H1.08c geninin 

fonksiyonunun ortaya koyulabilmesi için gerekli çalıĢmaların artırılması gerekmektedir. 

SPBC8D2.18c geni çalıĢmalarının artırılması, insanlardaki aminoasit metabolizması 

bozuklukları (örneğin, S-adenosilhomosistein hidrolaz eksikliği olan hipermetiyoninemi) gibi 

hastalıkların aydınlatılabilmesi için oldukça faydalı olabileceği sanılmaktadır. ER ve 

mitokondri zarları arasında moleküler iliĢki, sadece lipit gibi metabolitlerin değiĢimini ve 

sinyalleĢme süreçlerini kapsamaz, aynı zamanda kalsiyum sinyali, apoptoz, Alzheimer 

hastalığı patolojisi ve viral replikasyonda da rol oynamaktadır (Lahiri ve diğ., 2014). S. 
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pombe‟deki oca3 geninin Alzheimer gibi diğer nörodejeneratif hastalıkların moleküler 

mekanizmasının aydınlatılması için öncü olabileceğini düĢündürmektedir. Bunun dıĢında 

Mg
+2

, genomik stabilitenin sürdürülmesinde ve kanserojenliğin önlenmesinde önemli bir rol

oynar. Bu nedenle, Mg
+2

 metabolizmasındaki değiĢikliklerin, tip 2 diabetes mellitus ve

hipertansiyon gibi metabolik sendromlar dahil olmak üzere birçok önemli insan hastalığı ile 

iliĢkili olduğu düĢünülmektedir (Cui ve diğ., 2015). tbc13 geni hakkında yeterli çalıĢma 

olmamasına rağmen insanlardaki ortoloğunda (TBC1D13 geni) insülin çalıĢılmıĢ (Davey ve 

diğ., 2012) ve adipositlerdeki glikoz naklini uyardığı görülmüĢtür. Khan ve arkadaĢlarının 

(2013) insanlarda prostat kanserinin ilerlemesinin metabolomik profili üzerine yaptığı 

çalıĢmasında, pipekolat oksidazın sarkosini metabolize ederek prostat hücrelerinin onkojenik 

potansiyelini azalttığı görülmüĢtür. Ġnsanlardaki ortoloğu PIPOX geni olan fap1 geni, 

özellikle kanser gibi hastalıkların araĢtırılmasında oldukça önemli olduğunu ortaya 

koymaktadır. Ayrıca Alzheimer, Parkinson ve Huntington gibi nörodejeneratif hastalıklar, 

proteinlerin yıkımı nedeniyle karĢılaĢılan hastalıklardır ve bu hastalıkların aydınlatılması için 

S. pombe‟lerdeki ubp2 geni çalıĢmalarının artırılması oldukça faydalı olacağı 

düĢünülmektedir. ÇeĢitli kanser türleri (Meme kanseri, kalıtsal meme-yumurtalık kanseri 

sendromu, osteosarkom, prostat kanseri), monogenik hastalıklar, böbrek yetersizliği ve 

otozomal dominant hastalıklarının aydınlatılabilmesi için yapılacak çalıĢmalarda S. 

pombe‟lerdeki cds1 geni çalıĢmalarının artırılması oldukça yararlı olacağı tahmin 

edilmektedir. Bunun dıĢında, delesyonu hücre iskeleti organizasyonunun bozulmasına neden 

olan rlc1 bakımından mutasyonlu hücrelerde, ER stresine neden olan tunikamisin 

antibiyotiğine maruz kaldığında meydana gelen metabolik ve morfolojik değiĢiklikler 

gösterildi ve S. pombe‟deki rlc1 geni çalıĢmalarının artırılması, insanlardaki miyopati ve kalp 

hastalıklarının aydınlatılmasında yararlı olacaktır. Bir diğer gen olan SPAC688.03c geni 

çalıĢmalarının artırılması, insanlardaki Alport sendromu gibi monogenik hastalıkların 

tedavilerinin geliĢtirilmesi için oldukça önemli olacağı varsayılmaktadır.  

Sonuç olarak bu çalıĢmada elde edilen bulgular, bu genlerle iliĢkili bazı yorumların 

yapılabilmesine olanak vermektedir. Bu genlerin yapısı ve iĢlevleri hakkında iliĢkinin ortaya 

konulması açısından tam olarak açıklanabilmesi için baĢka araĢtırmaların da yapılabilmesi 

gerekecektir. Bunlar arasında gen anlatım düzeylerine bakılması, gen izolasyonu ve 

klonlanması yer alabilir. ÇalıĢmada kullanılan mutantlara ait kontrol gruplarının morfolojik 

yapıları, pombase.org sitesindeki verilerle uyuĢmaktadır. Ayrıca ROT seviyesi artan 
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hücrelerde antioksidan savunma sağlayan çeĢitli gen ürünlerinin ekspresyonuna bakılması 

gerekebilir. Bu çalıĢmada, S. pombe‟lerde bulunan genler hakkında daha detaylı bilgi 

edinilerek çalıĢmada yer alan genlerin fonksiyonel özellikleri ayrıntılı olarak incelenmiĢ ve bu 

genlerin insanlardaki diyabet, obezite ve nörodejeneratif hastalıklar gibi çeĢitli hastalıklarla 

iliĢkilerine bakılmıĢtır. Ayrıca bu hastalıkların tedavileri için gereken moleküler 

mekanizmaların temelini aydınlatmak üzere tunikamisin antibiyotiğinin hücrelerde meydana 

getirdiği değiĢiklikler ve hücrelerin bu strese maruz kaldığında hayatta kalma süreçleri 

incelenmiĢtir. Bu tezde yapıldığı gibi, tunikamisin stresine maruz bırakılan S. pombe‟lerde 

hücresel yanıtın moleküler mekanizmalarının aydınlatılmasına yönelik çalıĢmalar, 

hastalıkların moleküler düzeyde tedavileri için yeni fikirler oluĢturacaktır. 
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