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Bor, biyolojik Onemi tartisilmaz ve yaygm kullanimi ile en Onemli
elementlerden biridir. Bor elementinin en ¢ok c¢alisilan tiirevleri borik asit ve
tuzlanidir. Bu calisma kapsaminda, borik asit ve lityum tuzu lityum metaboratin
Saccharomyces cerevisiae BY4741 susunun canlilik, enzimatik antioksidan savunma
sistemi, lipid hasari, hiicre yiizey morfolojisi ile baz1 pro- ve anti-apoptotik gen
ekspresyonlari iizerindeki etkileri arastirilmistir. Calisilan tiim derisimleri i¢in borik
asit S. cerevisiae mayasma kars1 toksik etki gosterirken, lityum metaborat en yiiksek
derisimde bile hiicre canliligmi etkili bir sekilde inhibe edememistir. Ayrica lityum
metaboratin kullanilan derisimine bagli olarak maya hiicre proliferasyonu ve
metabolik aktivitesi tlizerinde zit etki gosterdigi gozlemlenmistir. Borik asit
muamelesi sonucunda maya siliperoksit dismutaz ve glutatyon S-transferaz
aktiviteleri onemli 6lgiide indiiklenmistir. Ancak bu indiiksiyonlar, hiicreleri borik
asit kaynakh lipid peroksidasyonundan koruyamamustir. Lityum metaborat
muamelesi sonucu indiiklenen tek enzim glutatyon S-transferaz iken mutant suslar ile
yapilan deneyler glutatyon sentaz ve tiyoredoksin-disiilfid rediiktaz enzimlerinin de
lityum metaborata karsi hiicreyi koruduguna isaret etmistir. Sirasiyla borik asit ve
lityum metaborat ile muamele edilen maya hiicrelerinde nekrotik ve erken apoptotik
mekanizmalarin ~ tipik  morfolojileri  taramali  elektron = mikroskobisi ile
goriintiilenmistir. Her iki ajan icin, ekspresyon diizeyleri incelenen genlerden pro-
apoptotik 4IF1 ve NDII ile anti-apoptotik BIRI’in ekspresyonlarinda kontrole
kiyasla artislar belirlenmistir. Sonug olarak sunulan tez ¢aligmasi, bor ve tiirevlerine
kars1 oldukga toleransli oldugu bilinen S. cerevisiae mayasi lizerinde yiiriitiilen smirh
sayidaki arastirma sonuclarina 6nemli yeni bulgular eklemektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Borik asit, Lityum metaborat, Saccharomyces
cerevisiae, enzimatik antioksidan sistem, apoptotik hiicre ¢limii.



ABSTRACT

BIOCHEMICAL EFFECTS OF BORIC ACID AND SOME DERIVATIVES
ON SACCHAROMYCES CEREVISIAE
MSC THESIS
ZEHRA MOLLAOGLU
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY )
(SUPERVISOR:ASSIST. PROF. DR. BERNA KAVAKCIOGLU YARDIMCI)

DENIZLIi, JULY 2021

Boron is one of the most important elements with its indisputable biological
importance and widespread use. The most studied derivatives of boron are boric acid
and its salts. In this study, the effects of boric acid and its lithium salt lithium
metaborate on viability, enzymatic antioxidant defense system, lipid damage, cell
surface morphology and some pro- and anti-apoptotic gene expressions of
Saccharomyces cerevisiae BY4741 strain were investigated. For all concentrations
studied, boric acid was toxic to S. cerevisiae yeast, while lithium metaborate could
not effectively inhibit cell viability even at the highest concentration. In addition, it
was observed that lithium metaborate had an opposite effect on yeast cell
proliferation and metabolic activity, depending on the studied concentration. As a
result of boric acid treatment, yeast superoxide dismutase and glutathione S-
transferase activities were significantly induced. However, these inductions failed to
protect cells from boric acid-induced lipid peroxidation. While the only enzyme
induced by lithium metaborate treatment was glutathione S-transferase, experiments
conducted with mutant strains indicated that glutathione synthase and thioredoxin-
disulfide reductase enzymes also protected the yeast cell against lithium metaborate.
Typical morphologies of necrotic and early apoptotic mechanisms were visualized by
scanning electron microscopy in yeast cells treated with boric acid and lithium
metaborate, respectively. For both agents, increases were determined in the
expression levels of pro-apoptotic A/F1 and NDII, and anti-apoptotic BIRI genes
compared to the untreated control group. As a result, the thesis presents important
new findings to the limited number of studies conducted on the effects of bor and its
derivatives on yeast S. cerevisiae, which is known to be highly tolerant to these
agents.

KEYWORDS: Boric acid, Lithium metaborate, Saccharomyces cerevisiae,
enzymatic antioxidant system, apoptotic cell death.
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1. GIRIS

1.1 Genel Bilgi

Bor (B), giderek yayginlagan kullanim alanlarma paralel olarak 6nemi de her
gecen giin artan bir elementtir. Ulkemiz B rezervlerinin zenginligi ile diinyada ilk
sirada yer almaktadir. B ve tiirevleri genel olarak; cam, ¢imento, tekstil, demir-¢elik,
temizlik, kozmetik, ilag endiistrileri, tarim, eczacilik, tip alanlar1 ve savunma sanayi
tarafindan kullanilmaktadir. B, dogada saf halde degil; genellikle oksijenli bilesikleri
halinde bulunmaktadir. En 6nemli B bilesigi olan borik asit (BA) ise hem dogal
olarak bulunabilmekte hem de farkli B bilesiklerinin rafine edilmesiyle
tiretilmektedir. BA ve tiirevlerinin, yiiksek dkaryotlardan prokaryotlara kadar degisen
canl tiirleri lizerinde genis bir etki mekanizmas1 vardir. Mikroorganizmalar iizerinde
hiicreler aras1 sinyalizasyon, biiylime, iireme gibi fizyolojik etkilerinin yaninda
mikrobiyotik ve mikrobiyostatik etkileri de gozlenmektedir. Bu etkilerin doza
bagimli oldugu yapilan arastirmalarla gosterilmis fakat etki mekanizmasi hala tam
olarak anlasilamamistir. BA’nin etkili oldugu mikroorganizmalardan biri de tek
hiicreli bir 6karyot olan Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) mayasidir. Firinci
mayasi veya bira mayasi olarak da bilinen bu tiir, adindan da anlasilacagi gibi tarih
Oncesi ¢aglardan beri alkollii icecek ve ekmek iiretiminde kullanilmaktadir. Farkli
suslarmin izole edilerek kiiltiirlenmesi, kullanim alanlarmi da genisletmis ve bu
mayay1 hem model organizma olarak hem de fermentasyon mayasi olarak daha da
popiiler hale getirmistir. Ancak S. cerevisiae ayn1 zamanda bir gida kirleticisidir ve
gida  driinlerindeki  populasyon yogunlugunun kontrol altinda tutulmasi
gerekmektedir. Bu da ancak gidaya koruyucu katki maddeleri ilavesiyle miimkiindiir.
Ancak birgok maya tiiriiniin gida koruyucu olarak kullanilan zayif asitlere direng

gelistirdigi de bilinen bir gergektir.

Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda BA ve lityum metaborat (LMB) tuzunun S.
cerevisiae mayasi lzerindeki etkileri antioksidan sistem ve apoptotik belirtecler

acisindan ilk kez incelenmistir. Bu baglamda calismada belirtilen ajanlarin degisen



derisimleri kullanilarak 12 ve 36 saat siire ile maruziyet sonucunda hiicre
proliferasyonu, metabolik aktivitesi, enzimatik antioksidan sistem, lipit
peroksidasyon diizeylerinin yani sira hiicre ylizey morfolojisinde meydana gelen
degisiklikler irdelenmistir. Ayrica, maya apoptozunda rol aldig1 bilinen 6nemli bazi
genlerin ekspresyon diizeyindeki degisimler tespit edilmistir. Gergeklestirilen
aragtirma sayesinde, pek ¢ok kullanim alani olan ve {ilkemizde oldukg¢a bol bulunan
bu iki B tiirevinin tek hiicreli 6karyotik maya modeli {izerindeki etkileri ilk kez

ortaya konulmustur.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Bor Elementi ve Tiirevlerine Genel Bakis

Periyodik cetvelin 3A grubunda bulunan bir metalloid olan ve dnemli organik
gruplarla kompleks olusturma yetenegine sahip B elementi, yiiksek oksijen affinitesi
nedeniyle dogada saf halde degil oksijenli bilesikleri halinde bulunur. Ayrica
biyolojik 6nemi olan fonksiyonel gruplarin oksijen ve azot atomlar1 ile kovalent bag
yapabilir (Kot 2009; Uluisik ve dig. 2018). BA, B’un en 6nemli bilesigidir ve
B(OH)3 veya H3BOs olarak formiilize edilir (Woods 1994; Kot 2009; Yigit ve dig.
2013). Dogada sassolit olarak bulunan BA; iileksit ve hidroklorik asit, tinkal ve
stilfiirik asit, kolemanit ve siilfiirik asit veya tinkal ve nitrik asit gibi ham materyaller

kullanilarak rafine olarak iiretilebilir (Becker ve dig. 2011; Demirel ve dig. 2015).

Sekil 2.1: Borik asit formiiliiniin iki ve li¢ boyutlu gdsterimi.

BA; renksiz, kokusuz seffaf kristal, beyaz graniil veya toz halinde bulunur.
Su, alkol, gliserol, eter, metanol ve sivi amonyak gibi ¢oziiciilerde iyi, asetonda ise

az ¢Oziiniir (Yavuz ve Denizli 2007; Demirel ve dig. 2015).

BA’in c¢ozeltilerinde iyon veya molekiil halinde bulunmasi1 ¢6zeltinin
derisimine ve pH’ma baghdir. Seyreltik sulu BA c¢ozeltileri yalnizca B(OH)3
molekiiliinii ve borat anyonunu (B(OH)4") bulundurmaktadir. Yiiksek pKa degeri ile
zayif bir inorganik asit olan BA’in fizyolojik pH 7,4 de agulkli olarak (~%96)
B(OH); ve olduk¢a az miktarda B(OH)4™ tiirlerini icerdigi tahmin edilmektedir
(Woods 1994; Bolanos ve dig. 2004).



BA’in biyomolekiiller ile olan iligkisi yeni organoboron bilesiklerinin
tiretilmesiyle ilgili ¢alismalar1 giindeme getirmistir. BA tiirevi bu bilesiklere ilgi
giderek artmaktadir ve BA’e gore daha toksik oldugu belirlenen boronatlarin
terapotik etkisinden yaralanilabilecegi one siiriilmektedir (Benderdour ve dig. 2000).
BA’in yiikseltgenmesiyle olusan tiirevi boronik asitle diol arasinda olusan kovalent
iiriine boronat ester ad1 verilmektedir. Bu etkilesimler, tetrahedral boronat esterin
olustugu bazik pH araliklarinda desteklenmekle birlikte, pH'a bagh olarak kompleks
olusturabilmekte ve degisiklik gosterebilmektedir (Calisir 2019). Boronik asit
tlirevlerinin cis-hidroksil gruplarla etkilesimini temel alan ve bu asitlerin fonksiyonel
gruplarini tastyan destek malzemelerinin kullanildigi boronat affinite kromotografisi
ile karbohidratlar, niikleozidler, niikleik asitler ve glikoproteinler gibi bircok bilesik
izole edilebilmekte veya saflastirilabilmektedir. Immobilize boronatlarm affinite
ligand1 olarak kullanildig1 boronat affinite kromotografisi genellikle yiiksek basingh
stv1 kromotografisi (HPLC) ile yiiriitiilmekte ve glikozillenmis hemoglobin (HbA1c)
tayininde siklikla kullanilmaktadir (Adamek ve dig. 1992, Singhal ve dig. 1992,
Turkova 1993). Organoboron bilesikleri, bircok farkli fonksiyonel grupla
baglanabilmesi ve yliksek verimle doniisiimleri nedeniyle organik sentezde ¢ok yonlii
yap1 taslarmdan biri haline gelmistir. Ozellikle alkenilboronatlar, Suzuki-Miyaura
capraz eslesme reaksiyonlarinda ¢ok reaktif substratlar olarak dikkat ¢cekmektedir

(Carreras ve dig. 2019).

Diinyada B rezervi agisindan en zengin iilke, toplam rezervin %72’sini
bulunduran Tiirkiye’dir. Ulkemizde Kiitahya, Balikesir ve Eskisehir, B cevherlerinin
en yogun islendigi yerlerdir (Yavuz H. ve Denizli A. 2007; Tosun ve dig. 2018).
Ulkemizde 1865 yilinda kalsiyum borat pandermitinin ¢ikarilmasiyla baslayan borat
(BA tiirevleri olarak degerlendirilen, B oksianyonlarmi olusturan oksijenli B
bilesikler) endiistrisi, bugiin rafine boraks dekahidrat, boraks pentahidrat, susuz
boraks ve BA ihracatiyla diinyanin en biiyiigiidiir. Ayrica, daha o6nce belirtildigi gibi
rafine BA iiretiminde kullanilan tinkal, kolemanit ve iileksit gibi minerallerin de
ithracat1 yapilmaktadir (Woods 1994; http://en.etimaden.gov.tr, 2019 Bor Sektor
Raporu). Amerika, Arjantin, Rusya, Sili, Cin ve Peru da B rezervi agisindan zengin

diger iilkeler arasindadir (Yigit ve dig. 2013).


http://en.etimaden.gov.tr/

2.1.1 Bor ve Tiirevlerinin Bashca Kullanim Alanlar

BA, fiberglas tiretimi, gdzlilk cam yapimi, seramik isleri, atese dayanikli ve
hava gecirmez kumas iiretimi, ahsapta alevlenmeyi geciktirici, deterjan ve sabun
tiretimi, nikel kaplama banyolar1, celigin sertlestirilmesi, kaynak eritme, bakirin
piringlenmesi ve borat iiretimi basta olmak tizere oldukga cesitli endiistriyel alanlarda
kullanim alan1 bulmaktadir. BA, niikleer uygulamalar1 i¢ceren kimya endiistrisinde ve
sodyum borohidrit yapiminda da kullanilmaktadir. Sodyum borohidritin, artan temiz
enerji ihtiyaci ile ortaya ¢ikan ve gelecegin alternatif enerji kaynagi olarak goriilen
hidrojenden enerji iiretim prosesinde en Onemli basamak olan hidrojenin
depolanmasinda, yiiksek depolama kapasitesi ve gerektiginde kolayca hidrojen elde
edilebilmesi avantajlariyla oldukga iyi bir segenek oldugu belirtilmelidir (Demirel ve
dig. 2015; Yilmaz ve Sevik 2017). Ayrica giibrelerde mikro besin olarak, gida
koruyucusu olarak, turunggillerde mantar kontroliinde, insektisit olarak, kozmetik
endiistrisinde, orta dereceli antiseptik olarak merhem ve gdz banyolarinda da
kullanilmaktadir (Yavuz ve Denizli 2007; Tosun ve dig. 2018). Eski bir ¢alismada,
BA’in polialkollerle tepkimesi sonucu olusan halkal1 esterlerinden hekzilen glikol,
borik anhidrit ve 1,3-biitilen glikol biborat bilesikleri karistirilarak, Cladosporium
resinae mantari ve Pseudomonas aeruginasa (P. aeruginasa) bakterisi gibi tiirlere
kars1 yakit tanklarinda jet mikrobiyositi olarak kullanildigir belirtilmistir (Woods
1994). Giiniimiizde, BA’in yiiksek konsantrasyonlarda genis spektrumlu toksik
etkisinden yararlanilarak giinlilk hayatta kullanilan antiseptik, antifungal hatta

antiviral uygulamalarma da rastlanmaktadir (Pointer ve dig. 2015; Tosun ve dig.
2018).

2.1.2 Bor ve Tiirevlerinin Yiiksek Okaryotlardaki Biyolojik Onemi

B ve tiirevlerinin farkli canlilar {izerindeki biyolojik dnemi uzun yillardan
beri arastirilmaktadir. Genel olarak hem BA hem de boratin organizmalar i¢in ¢ok
onemli olan riboflavin (vitamin B2), adenozin monofosfat (AMP), piridoksin
(vitamin B6), pirimidin niikleotidler, askorbik asit (C vitamini), baz1 pentozlar ve
polisakkaritler gibi biyomolekiiller ile tersinir kompleksler olusturduklar

bilinmektedir. Borat ayrica hayvanlarda nikotinamid adenin diniikleotid (NAD™) 'ye



baglanir ve islevlerini etkiler (Woods 1994; Uluisik ve dig. 2018). Asagida verilen
Tablo 2.1°de B ve tiirevlerinin yiiksek okaryotlardaki biyolojik etkileri, son 20 yilda

yapilan ¢alismalardan bazilar1 6zetlenerek sunulmustur.

Tablo 2.1: B ve tiirevlerinin yiiksek 6karyotlardakibazi biyolojik etkileri.

Bor Bilesigi Organizma Etki Referans
Trietanolaminborat,
N-dietil-
fosforamidat-
propilboronik asit,
2,2 dimetilheksil-I,
3-propandiol-
aminopropilboronat,
1,2 propandiol-
aminopropilboronat

Proteoglikanlar ve
Civciv proteinler gibi
embriyo ekstraselliiler matriks
kikirdagi makromolekiillerinin Benderdour ve
Insan derisimlerinde azalss, dig. 2000

fibroblast Intra ve ekstraselliiler
hiicresi proteazlarm aktivitesinde

artis.

Lipit bilesimi
bakimindan farklihik
gosteren mutant suslarda;
Vahsi tlir ile
karsilastirildiginda, daha
diisik  sterol oranma
Arabidopsis | sahip chsl-I mutantinda, Dordas ve
thaliana %30 daha yiiksek bor| Brown 2000
almi, Vahsi tir ile
karsilastirildiginda, daha
uzun yag asitlerinin
ylizdesinde artis olan
actl-1 mutantinda %35
daha diisiik bor alimu.
Iki  alellik  L-fukoz
eksikligi olan ve hiicre
duvar pektik polisakkarit
rhamnogalakturonan I
Arabidopsis | yapist  degismis cilice | O’Neil ve dig.
thaliana mur-1 mutantlarinda, 2001
capraz bagin olusum hizi
ve stabilitesinin azalma
defektinin ekzojen sulu
borat ile giderilmesi
Cinko ve bor icermeyen
kosullarda yetistirilen
bitki tohum-
yumrularmm, 8§ mM
Borik asit Solanum borik asit ile muamelesi | Puzina 2004
tuberosum L. )
sonucunda; indol-3-
asetik asit igerigi (IAA)
ve [A A/sitokinin
seviyelerinde artis,

Borik asit

Borik asit
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yumru biiylimesi sonucu
yumru agirhgmda artis.

Borik asit

Aedes
albopictus,
Culex
nigripalpus,
Ochlerotatus
taeniorhynch
us

Bitki yaprak, kok ve
diger ylizeylerine %]1’lik
borik asit igeren tuzak
seker ¢ozeltisinin
plskiirtiilmesi ile 48 saat
maruziyet sonunda
belirtilen tiirlerde en az
%80 oraninda mortalite.

Xue ve dig.
2006

Borik asit

Hamile
fareler

Gebeligin 8. glinii
teratojenik doz borik asit
uygulamas1t  sonucunda
embriyolarda histon
deasetilaz enzim
inhibisyonu ve histon
hiperasetilasyonu.

Di Renzo ve
dig. 2007

Borik asit,
Boraks

Sprague
Dawley erkek
sicanlar

28 giin siireyle standart
kemirgen  diyeti ile
beslenen kontrol gruba
kiyasla 100 mg/kg bor
bilesigi iceren diyet ile
beslenen deney
gruplarmda; LPO
diizeylerinde diisiis,
antioksidan savunma
sistemi  ve  vitamin
statiistind e indiiksiyon.

Ince ve dig.
2010

Borik asit

Iris bitkisi

Kiiltiirlemenin 45 ve 60.
giinlerinde 0-5 ppm borik
asitin tek basina ya da 0-
4,5 g/l ¢inko siilfat ile
kombinasyon halinde
yapraklara piiskiirtiilmesi
seklinde uygulanmasi
sonucu kontrole kiyasla;
Bliyiime  parametreleri,
cicek ozellikleri,
sogancik saylist  ve
verimde Onemli Olcilide
artis,

Yapraklardaki
karbohidrat ve pigment
diizeyleri ile N, P, K, Fe,
Mn, Zn ve bor
iceriklerinde, c¢iceklerde
ise karbonhidrat ve yag
ylizdelerinde artis.

Khalifa ve dig.
2011




Borik asit
Sodyum borat

Insan

B iiriinlerine mesleki ve
cevresel olarak sirasiyla
dogrudan ve dolayh
yoldan yiiksek oranda
maruz kalan bireylerin
kan Orneklerindeki bor
seviyelerinin toksik
olmayan seviyelerde
olmasi.

Duydu ve dig.
2012

Borik asit

Yeni
Zellanda
tavsani

Standart diyetle beslenen
kontrol grubuna kiyasla
31,25, 62,5 ve 125 mg/kg
BA takviyeli diyetle 5
hafta beslenen deney
gruplarda;

Serum alkali fosfataz
enzim aktivitesi ve fosfor
diizeylerinde arts,

62,5 ve 125 mg/kg borik
asit  takviyeli diyetle
beslenen gruplarda ise
alkali fosfataz ve fosfora
ek olarak ¢inko ve bor
diizeylerinde artis.

Yigit ve dig.
2013

Borik asit

Etlik pilic

Standart diyetle beslenen
kontrol grubuna kiyasla,
42 giinliik diyetin
tamaminda, ilk 21 ve son
21 giliniinde 60 mg/kg
borik  asit  takviyeli
diyetle beslenen
gruplarin kaval
kemiginde kalsiyum ve
fosfor depolanmasinda
art1s.

Yildiz ve dig.
2013

Borik asit

Sprague
Dawley
sicant

Bazal kemirgen diyeti ile
beslenen kontrol grubuna
kiyasla 40; 80; 160; 320
ve 640 mg/L borik asit
takviyeli diyetle 60 giin
beslenen gruplarda;
Diisiik konsantrasyonda
(40 mg/L) dalagin
dokusu ve yapisi, organ
indeksleri ve antioksidan
kapasitesi iizerinde
olumlu etkiler,

Yiiksek konsantrasyonda
(80 mg/L tizeri
konsantrasyonlarda)

Hu ve dig.
2014
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dalagin yapisi, agirlig,
organ  indeksleri  ve
antioksidan  kapasitesi
tizerinde doza  bagh
olumsuz etkiler,

Daha yiiksek dozlarda
(0zellikle 640 mg/L
konsantrasyonunda)
dalak gelisiminin dnemli
Olgiide inhibisyonu ve
toksik etki.

Borik asit
Boraks

Sprague
Dawley erkek
sigcanlar

28 giin standart kemirgen
diyetiyle beslenen
kontrol grubuna kiyasla
100 mg/kg borik asit
veya boraks ile beslenen
gruplarda;

Viicut agirhgi, leptin ve
insiilin seviyelerinde
diisiis, plazmadaki
trityodotironin (T3)
seviyelerinde ve
dolayisiyla metabolik
aktivitede artis,

Hormonal durum
tizerinde 6zellikle boraks
uygulamas1 sonucu daha
anlamli etki.

Kucukkurt ve
dig. 2015

Borik asit

Insan adipoz
kaynakli kok
hiicreleri

81,9 uM ve 819,6 uM
olmak {izere diisik ve
yiiksek
konsantrasyonlarda borik
aside maruziyet
sonucunda;
Farklilagmanin 4.
glinlinde miyojenik gen
ekspresyon diizeylerinde
artis,

Yiiksek
konsantrasyonlarda  ise
farklilagmanin 21.
gilinlinde miyojenik
iliskili gen ve protein
seviyelerinde diisiis.

Apdik ve dig.
2015

Borik asit

Insan primer
epitel hiicre
hatti

Irinotekan, etopozid,
doksorubisin ve H20: ile
birlikte toksik olmayan
derisimde  borik  asit
uygulamas1 sonucu DNA
cift zincirinde goriilen

Tepedelen ve
dig. 2016
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kiriklarda azalmalar ve
yara iyilesme prosesinde
hizlanma.

Borik asit

Sican

10-640 mg/L veya 1-96
mg/kg borik asitin 60
giin siireyle oral yoldan
verildigi sicanlarda
kontrol grubuna gore;
Diisiik derisimlerde borik
asit  takviyesi alan
gruplarda hiicresel
bagisik ik
fonksiyonlarinda Onemli
Olctide artis,

320 mg/L (48 mg/kg)
derisiminin  {izerindeki
borik asit takviyesi alan
gruplarin bagisik ik
fonksiyonlarinda
inhibisyon hatta toksik
etki.

Jin ve dig.
2017

Borik asit

Erkek Swiss
albino Fare

0,1-0,3 mg/giin  borik
asitin 60 giin siireyle oral
yoldan verildigi
sicanlarda kontrol
grubuna gore;

Canli viicut agirliginda
kademeli artis,

Artan borik asit derigimi
ile alanin
aminotransferaz aktivites
inde diisiis, laktat
dehidrogenaz
aktivitesinde artis,
Glutatyon peroksidaz ve
stiperoksit dismutaz
aktivitelerinde artis.

Kurtoglu ve
ark. 2018

Borik asit

Arabidopsis
thaliana,
Pisum
sativum,
Danio rerio

9,3 uM borik asit igeren
normal kiltiirlere kiyasla
borik asit icermeyen besi
yerinde Kkiiltiirlenen ve
biiyiitillen  bitkiler ve
zebra balig1
embriyolarinda; N-
glikozizasyon
metabolizmasinda
diizensizlikler, hiicre
farklilasmasi ve
organogenezde
basarisizlik.

Reguera ve
dig. 2019
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Boraks

Gokkusagi
alabalig1

500-1000 mg/kg bakir
indiklia bobrek hasarma

karst  1,25-5  mg/kg
boraks uygulamasi
sonucu;

Glutatyon  peroksidaz,

sliperoksit dismutaz ve
katalaz enzim
aktivitelerinde ve gen
ekspresyonlarinda artis,
Sitokrom P450 1A ve 1s1
sok proteini 70 gen
ekspresyonlarinda artis,
Oksidatif DNA hasar,
kaspaz-3 ve
malondialdehit
seviyelerinde diists.

Alak ve dig.
2019

Borik asit

Oncorhynchu
s mykiss

%0,01-0,2 borik asit
katkili diyetle beslenen
grubun serum
orneklerinde kontrol
grubuna kiyasla;
Hemoglobin ve
hematokrit degerlerinde
azalma,

Artan bor seviyesi ile
karaciger  enzimlerinin
aktivitelerinde artis.

Oz ve dig.
2020a

Borik asit

Oncorhynchu
s mykiss

%0,01-0,2  borik asit
katkili diyetle beslenen
grupta kontrol grubuna
kiyasla; borik asit miktart
ile orantil olarak
karaciger parankiminde
hidropik ve  vakuolar
dejenerasyonlar,
solungaclarda  lameller
6dem, bobreklerde
hiyalin birikimi, kaslarda
dejenerasyon, dalakta
nekroz  ve  beyinde
hiperemi.

Oz ve dig.
2020b

Borik asit
Borat
Kolemanit
Uleksit

Insan

Cesitli bor tiirevleri ile
bor kaynaklarma ¢ok
disuk, dusik, orta,
yiikksek ve ¢ok yiiksek
diizeyde maruz kalan
bireylerin kan
orneklerinde;

Kadm bireylerde, orta ve

Basaran ve
dig. 2020
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yiiksek diizeyde

maruziyet sonrasl,
glutatyon-S-transferaz
aktivitesinde diistik

maruziyet grubuna gore
anlamli artis; interlokin-8
seviyelerinde distik
diizeyden yiiksek diizey
maruziyete  gecis ile

diists.

Erkek bireylerde, yliksek
diizeyde maruziyet
sonrast, glutatyon-S-

transferaz  aktivitesinde
cok yiiksek diizeyde
maruziyet grubuna gore

anlaml artis; orta,
yiksek ve ¢ok yiiksek
diizeyde maruziyet
sonrasi glutatyon

peroksidaz aktivitesinde
ise disik  diizeyde
maruziyet grubuna gore
anlaml artis,

Erkek bireylerde, yiiksek

diizeyde maruziyet
sonrast  malondialdehit
seviyelerinde diger

gruplara gore artis,
Erkek bireylerde, yiiksek
ve ¢ok yiiksek diizeyde

maruziyet sonrast
niikleer faktor kappa B
seviyelerinde orta
diizeyde maruziyet

grubuna gore diisis,
Erkek bireylerde, ¢ok

yiiksek diizeyde
maruziy et sonrast
interlokin-8 seviyelerinde
yiiksek diizeyde

maruziyet grubuna gore
diisis.

Uleksit

Y etiskin
Zebra Baligi

96 saat boyunca 5-40
mg/L.  ileksite maruz
kalan  yetiskin  zebra
baliklarinda;

40 mg/L’lik uygulamada
kan orneklerinde

Alak ve dig.
2020
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genotoksik hasar,
karaciger dokusunda
oksidatif stres, oksidatif
DNA hasart ve apoptoz,

5-20 mg/L’lik
uygulamada  karaciger
dokularinda antioksidan
sistem indiiksiyonu
sonucu DNA hasar1 ve
apoptoz seviyelerinde
diists.

2.1.3 Bor ve Tiirevlerinin Mikroorganizmalar Uzerindeki Etkileri

B ve tiirevlerinin mikroorganizmalar lizerinde hem fizyolojik hem de toksik
etkilerinin oldugu bilinmektedir. Ornegin, prokaryotlar siifinda yer alan bakterilerin
bircok tiirii tarafindan {iretilen ve yapisinda furasonil borat diester bulunduran
otomatik indiikleyici-2 (AI-2) molekiilii, B’un bakteriyel iletisimde rolii olabilecegini
gostermektedir (Coulthurst ve dig. 2002). Bolanos ve dig. (2002) tarafindan
yiriitiilen bir c¢aliymada, aktinorhizal bitkilerle nitrojen sabitleyici bir simbiyoz
olusturan aktinobakteri Frankia BCU110501 susunun biiyiimesinin B’dan yoksun
ortamlarda azot varlig1 ve yokluguna bagli olarak sirasiyla geciktigi ya da tamamen
inhibe oldugu ortaya konulmustur. Diger yandan, yapilan ¢aligmalar 6zellikle B’un
en yaygm tlirevi olan BA’in, olduk¢a uzun yillardan beri Salmonella pullorum,
Brucella abortus, Escherichia coli, Proteus, Klebsiella spp., Pseudonionas,
Streptococcus, Staphylococcus spp., Enterobacter ve Citrobacter spp, Morganella,
P. aeruginosa, Acinetobacter calcoaceticus, Aiwolffii ps, Streptococcus B ve D tiirii
bakteriler ve Candida mantarlar: gibi iiriner patojen tiirlerin proliferasyonlarmin
engellenmesi amaciyla kullanilabilecegini gostermektedir. %10-40 g/L araliginda
BA ¢0zeltisinin yukarida belirtilen tiirler lizerinde proliferatif etkisi belirlenmistir. 10
g/L BA, baz1 A. calcoaceticus ve P. aeruginosa suslarn igin zayif bakteriyosidal,
ancak daha yiiksek konsantrasyonlar1 bakteriyostatiktir. Grup B streptokoklar igin
10-20 g/ ve tstii derisimlerde BA bakteriyostatik, 40 g/L'de ise tamamen
bakterisidialdir (Porter ve Brodie 1969; Lauer ve dig. 1979; Meers ve Chow 1990;
Abubakar 2009; Rowlands ve dig. 2011). Ortakulak enfeksiyonuna neden oldugu
bilinen Mycobacterium abscessus/bolletii/massiliense tirli bakterilere kars1 1 aylik
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toz BA uygulamasmin etkili oldugu belirlenmistir (Lefebvre ve dig. 2015). BA’in
yaygin goriilen bakteri tiirleri Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus'a
kars1 antibakteriyel etkileri arastirilmis ve minimum bakterisidal konsantrasyonlar
sirastyla 1,93 ve 3,80 mg/mL olarak tespit edilmistir (Uluisik ve dig. 2018; Ilhan ve
dig. 2019). BA’in asma patojeni Eutypa lata fungusunun misel gelisimine karsi
maksimum etkili konsantrasyonunun yari degeri (EC50) 125 pg/mL, askospor
¢imlenmesini dnlemek icin gereken derisimi ise 475 pg/mL olarak bulunmustur
(Rolshausen ve Gubler 2005). %0,05-1 potasyum tetraborat (K:B4O7) tuzunun
patojen mantar Botrytis cinerea’nin spor ¢imlenmesini, germ tlipiiniin uzamasini ve
misel yayilmasmi gii¢lii sekilde inhibe ettigi, %]1°lik uygulamada ise anormal spor
olusumuna ve membran biitiinliigiiniin kaybma neden oldugu belirlenmistir (Qin ve
dig. 2010). Yapilan bir diger ¢alismada, 20 mM K2B4O7 tuzunun patojen bir mantar
olan Colletotrichum gloeosporioides tiirinde reaktif oksijen tiirlerinin {iretimine ve
mitokondriyel hasara neden olarak spor gelisimi ve misel olusumunu engelledigi
belirlenmistir (Shi ve dig. 2012). Mavi kiife neden olan Penicillium expansum
mantarma kars1 antagonistik maya Cryptococcus laurentii’nin etkinliginin K2B4Oy7
varhginda degerlendirildigi bir arastirmada, %0,5 derisimindeki bor tuzunun maya
proliferasyonunu etkilemezken %0,25°lik derisiminin mitokondriyal hasar
indiikleyerek fungal misel yayillimmi tamamen inhibe ettigi gosterilmistir (Cao ve
dig. 2012). Yine patojen bir fungus olan Fusarium sulphureum tiiriine kars1 KoB4O7
ve boraksin efektif dozlan sirasiyla 2,1 ve 2,4 g/L ve tiiriin misel olusumuna karsi
efektif dozlar 2,8 ve 3,2 g/L olarak belirlenmis olup hiflerdeki morfolojik degisimler
gorsellestirilmistir (L1 ve dig. 2012). Ayrica, insanlarda hastalik olusturan ve ¢oklu
ilag direnci gosteren patojenik Candida tirlerine karst da BA nin kullanilabilirligi
uzun yillardan beri ¢esitli arastirmalarda gosterilmistir (Sobel ve Chaim 1997; Sobel
ve dig. 2003; Larsen ve dig. 2018). BA’in, vahsi ve hif sinyal yolaklar1 kusurlu
mutant Candida albicans (C. albicans) suslarindaki etkisinin arastirildigi calismada,
%0,2’lik BA’e 15 dk. maruziyetin hif biiylimesi ve biitiinliglinii tersinir olarak
engelledigi belirlenmis ve sitoskeletal degisiklikler gorsellestirilmistir (Pointer ve
dig. 2015).

Yukarida verilen Orneklerden de anlagilacagi iizere uzun yillardan beri
yiiriitiilen toksisite caliymalarma ragmen, BA’in canlilar, 6zellikle de mantarlar

tizerindeki etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (Swate ve Weed, 1974;
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Van Slyke ve dig. 1981; Sobel ve Chaim 1997; Sobel ve dig. 2003; Beach ve dig.
2016). Baz1 arastirmacilar BA’in toksik etkisinin ortamin/besi yerinin pH degerine
bagh oldugunu 6ne slirmiislerdir. Bu etkinin arastirilmasma yonelik yiiriitiilen bir
calismada, derisimleri ayni olan BA, sodyum borat ve 6 farkli organik asit bilesigi
cesitli mantar ve bakteri tiirlerine 24 saat uygulanmis, sonug olarak pH degeri daha
diisiik asitlerde koloni sayismin daha fazla olabildigi fakat pH degeri 9,2 olan
sodyum borat ile inkiibe edilen mikroorganizmalarin ¢ok daha diisik sayida
tiredikleri belirlenmistir (De Seta ve dig. 2009). Yine ayn1 calismada, BA toksisitesi
tizerinde oksijen yoklugunun koruyucu etkisi oldugu ve C. albicans’n virulans
mekanizmasmin bir parcast olan hif biiylimesinin 10-50 mg/L BA tarafindan 18

saatlik muamele ile kontrol altinda tutuldugu da gosterilmistir.

Bira mayas1 ya da firmci mayas: olarak da bilinen model organizma S.
cerevisiae gelisim i¢in B’a ihtiyag¢ duyan tek hiicreli diisiik Okaryotik
mikroorganizmalardan biri  olup 80 mM lizerindeki derisimlerde, B
metabolizmasimda diizenleyici oldugu belirlenen Borlp, Dur3p ve Fpslp membran
proteinlerinin yani sira B disa atim pompasi1 olarak iglev gosteren ve B toleransi i¢in
gerekli oldugu belirlenen ATRI geni sayesinde hayatta kalabilir (Nozawa ve dig.
2006; Kaya ve dig. 2009). Ayrica S. cerevisiae' nin normal BA direncinin yiiksek
ozmolarite gliserol sinyalinin isleyisine, trehaloz sentez yoluna ve bakir-¢inko
stiperoksit dismutaz (Cu, Zn-SOD) enzim aktivitesine bagl oldugu sonucu
bulunmustur (Schmidt ve dig. 2012). Bahsi gecen BA toleranst S. cerevisiae’yi,

B’un etkilerini hiicresel olarak incelemek i¢in kullanigli bir model haline getirmistir
(Uluisik ve dig. 2018).

2.2 Okaryotik Model Organizma: Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae; tek hiicreli, mantar veya kiif olarak smniflandirilan, dkaryotik bir
mayadir (Mortimer 2000). Firinc1 mayast veya bira mayasi1 olarak da bilinen S.
cerevisiae bir¢ok yiyecek ve alkollii igecek tlretiminde kritik oneme sahip bir
mikroorganizmadir (Stewart 2016). Mayalar dogada, liziim baglarinda bol miktarda
bulunur, ayn1 zamanda mese agaclarmim kabuklari, olgun meyvelerin ve bitkilerin

ylizeyleri (yapraklar, ¢igekler, meyveler) veya aga¢ 6zsulari; sicakkanli hayvanlarin,
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bdceklerin veya kabuklularin viicut yiizeyleri ve sindirim sistemleri; magara ¢camuru,
farkli iklim bolgelerindeki topraklar; tath veya tuzlu sular gibi bircok ortamda koloni
olusturabilirler (Martini 1993; Greig ve Leu 2009).

7000 yildan daha uzun stiredir kullanildig: bilinse de Saccharomyces suslar
1891 yilinda Hansen tarafindan karisik baslangi¢ kiiltiirlerinden izole edilmis ve S.
cerevisiae susu ise deneysel model organizma olarak, 1930’lu yillarda Winge
tarafindan yiiriitiilen genetik arastirmalar sirasinda kullanilmaya baglanmistir
(Hansen 1891; Winge 1935; Mortimer 2000). 1978 yilina kadar kullanish fakat
siradan bir mikroorganizma olarak goriilen S. cerevisiae, genetik manipiilasyona
yatkinhigmm kesfedilmesi ile 6nde gelen bir model organizma olarak diger suslardan
ayrilmigtir (Duina ve dig. 2014). Bu susun, ilk genom dizisi 1996 yilinda
yayinlanmis olup Saccharomyces genom veri tabaninda diizenli olarak
giincellenmektedir (Engel ve dig. 2014). Giinlimiizde, S. cerevisiae genomunun, 12
156 677 baz cifti ve 16 kromozom iizerinde organize edilmis 6275 genden olustugu
bilinmektedir (Sherman 2002; Engel ve dig. 2014; Kurban 2019). S. cerevisiae,
genomu tamamen dizilenen ilk Okaryotik canhdir ve bu 6zelligiyle biyokimya,
molekiiler biyoloji ve sistem biyolojisi ¢aligmalarinda model organizma olarak
kullanilmaktadir (Duina ve dig. 2014). 1930’lardan bugiine kadar olan evrimsel
olarak kisa zaman araliginda, degisik alanlarda kullanilan yiizlerce S. cerevisiae susu,
ilgili endiistriler tarafindan kiiltiirlenmis, se¢ilmis ve saf hale getirilmistir. Bu
suglarm  farkli Ozellikler gosterdigi ve birbirinin yerine kullanilamayacagi

unutulmamahdir (Mortimer 2000).

2.2.1 Saccharomyces cerevisiae: Hiicre Yapisi, Kiiltiirlenme Kosullar:

ve Onemi

S. cerevisiae Okaryotik hiicre yapisina sahip yani bir ¢ekirdek, endomembran
sistemi ve mitokondri gibi membrana bagli organeller iceren bir organizmadir (Sekil
2.2) (Duina ve dig. 2014). S. cerevisiae; hiicreye seklini veren, elastik yapisiyla
hiicreyi mekanik yaralanmalardan ve turgor basmncindan koruyan, biiyilik
molekiillerin hiicreye girisini engelleyen, ayni1 zamanda gozenekli yapis1 sayesinde

madde aligverisine de olanak saglayan hiicre duvarma sahiptir. Hiicre duvarinin
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islevleri arasinda tomurcuk biiyiimesi, ¢iftlesme, sporiilasyon, psodohif/yalanct hif
olusumu sirasinda hiicre seklini belirlemek ve yapiskan glikoproteinleri diger maya
hiicrelerine sunmak bulunmaktadir (Orlean 2012). S. cerevisiae hiicre duvari,
invertaz, asit fosfataz ve kitinaz gibi sindirim enzimleri ve metabolizma igin
diizenleyici enzimleri i¢erir (Arnold 2018). Hiicre duvari, elektron gegirgen bir i¢
katmana ve elektron yogun bir dis katmana sahip katmanli bir yapidir. i¢ katman,
glukan polimerleri ve kitinden (N-asetilglukozamin polimerleri) olusmaktadir (Levin
2005). Duvarin mekanik saglamhgmi biiyiik Olciide saglayan ayrica duvarm dig
tabakasindaki proteinler icin baglant1 yerleri saglayan kisim hiicre duvarmm ig¢
tabakasidir (Klis ve dig. 2002). Hiicre duvarinin dis katmani ise yiiksek oranda
mannoproteinlerden olusmus, i¢ katmani bozucu enzimlerden koruyan bir kafestir
(Levin 2005). Hiicre duvan bilesimi dis kosullara, hiicre gelisimine ve hiicre duvar

stresine yanit olarak degismektedir (Levin 2005; Orlean 2012).

Nucleus

Secretory

vesicles Endoplasmic

reticulum

Fat
globule

Mitochondrion

Golgi

Vacuole

membrane

Sekil 2.2 : Maya hiicre yapisi (Walker ve Stewart 2016)

Maya hiicre duvarmin altinda 7,5 nm kalinligmda ¢ift lipit tabakasindan
olusmus plazma zari/sitoplazmik membran bulunmaktadir. Zar, hidrofilik ve
hidrofobik etkilesimler ile yonetilen, polar lipitler ve asimetrik (igsel ve digsal)
konumda proteinlerin yer aldig1 kismen hareketli bir yapidir. Plazma zarinda bulunan
proteinler; ¢oziinen maddelerin taginmasi, sinyal iletimi, hiicre iskeletinin baglanmasi
ve dig zar bilesenlerinin sentezinde gorev almaktadirlar. Plazma zarmm icerdigi
baslica lipit siniflar1 gliserofosfolipidler, sfingolipidler ve sterollerdir. Steroller, polar
bir hidroksil grubuna sahip kompakt, kat1 hidrofobik molekiillerdir (Van der Rest ve
dig. 1995). Kolesteroliin en bol sterol oldugu yiiksek Okaryotlarin aksine, maya
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plazma zari esas olarak ergosterol ve az miktarda zimosterol igerir. Plazma
membrani ve salgi keseciklerinin sertligi yapilarindaki lipitlerin ergesterol igeriginin
fazla olmasma baglanabilmektedir (Zinser ve dig. 1991). Okaryot hiicre
organellerinden olan mitokondri metabolik enerji olusumunda rol alirken,
endoplazmik retikulum (ER) protein sentezinde ve metabolizma igin gerekli
maddelerin tagmmasinda ve golgi cisimcigi ise protein ve lipit sentezinde rol
oynamaktadir. Benzer sekilde, mayalarda birden fazla sayida bulunan vakuol ve
ER’dan kopup kendi kendine béliinerek cogalan peroksizomal membranlar 6zel
metabolik ve sindirim fonksiyonlarini yerine getirmektedirler (Van Der Rest ve dig.

1995; Kurban 2019).

Fakiiltatif bir canli olan S. cerevisiae; normal sartlarda anaerobik bir yasam
stirmekte (6rn: alkolik fermentasyon) ancak aerobik sartlarda da hayatta kalabilmekte
hatta cogalabilmektedir (Kiregci 2018). Aerobik organizmalarin yaptig1 gibi
solunumla piruvati, Oz (oksijen) varhgmda CO2’ye (karbondioksit) ddniistiirmesinin
yaninda hizli enerji iiretimi i¢in fermentasyonla glukozu etil alkole metabolize
etmektedir. Aerobik ortamda, glukoz konsantrasyonu 0,8 mM.’1 agtiginda ise karisik
bir respirofermantatif metabolizmaya ge¢gmekte ve solunum enzimlerini baskilayip
fermentasyon enzimlerini aktif hale getirirerek etil alkol tiretmektedir (Verduyn ve
dig. 1984; Bekatorou ve dig. 2006). Bu nedenle S. cerevisiae esasen ortamdaki

glukoz  konsantrasyonuna  bagh  olarak, solunum veya fermentasyon

metabolizmalarindan birini tercih etmektedir (Kappeli 1986).

S. cerevisiae mayasmin, 28-30 °C sicaklik, hafif asidik pH, yeterli besin
kaynaklarinm bulundugu besi yeri ve yaklasik 180 rpm’lik ajitasyon gibi optimum
kosullar olarak nitelendirilebilecek kosullar altinda olduk¢a hizli bir sekilde
kiltiirlenebildigi bilinmektedir. Mikrobiyal biliyiimenin eksponansiyel fazinda,
yaklasik 90 dk. gibi bir siirede, yeast ekstrakt, pepton, dekstroz (YPD) besi yerinde
kiiltiirlenen maya hiicrelerinin sayis1 iki katina g¢ikmakta (Sherman 2002), YPD
agarlarinda ise 48-72 saatlik inkubasyon periyodunun sonunda diiz, piiriizsiiz, nemli,
parlak, krem veya mat renkte ve ¢iplak gozle gozlemlenebilen koloniler (Sekil 2.3)
olugsmaktadir (O’Kennedy ve Reid 2008).
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Sekil 2.3: Dogalsus S. cerevisiae BY4741 hiicrelerinin taramah elektron mikroskobu (SEM)
(5K X biiyiitme) goriintiisii (Pamukkale Universitesi, [ leri Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi,

ILTAM tarafindan gekilmistir).

S. cerevisiae tomurcuklanarak veya askospor olusturarak iireyen bir mayadir.
Haploid maya hiicreleri MATa veya MATo tiirii gamet hiicrelerinden
olugmaktadirlar. Bu hiicreler, yavru hiicreler iireterek tomurcuklanma yoluyla mitotik
hiicre boliinmesine ugrayabilmektedir (Duina ve dig. 2014). Tomurcuklanarak
cogalmada maya hiicresinin bir tarafinda olusan tomurcuk giderek biiylimekte;
sirastyla niikleer boliinme ve sitoplazmik béliinmenin ardindan anne-kiz hiicre
arasinda sadece bir kanal kalmakta ve hiicre duvarmin da olusmasiyla bu kanal
kapanarak boliinme gerceklesmektedir. Her bir ana hiicre genellikle 20-30
tomurcuktan daha fazlasmi olusturamamakta ve yasi, hiicre duvarinda kalan
tomurcuk izlerinin sayisma gore belirlenebilmektedir (Sherman 2002). Eseyli
cogalmada ise; iki hiicre tiirii kendine ozgii feromonlart (a, a) salgilamakta,
schmolarm (hiicrelerin feromonlara tepki olarak olusturduklar ¢ikintili goriintii ¢izgi
film karakteri Schmo’ya benzedigi i¢in bdyle adlandirilmaktadirlar) olusumunu ve
ardindan ¢iftlesmeyi baslatmakta ve sonugta kararli bir diploid MATa/MATa (a/a
hiicresi) olusumu ile sonuglanmaktadir. Diploid hiicreler ayrica genetik olarak 6zdes
yavru hiicreler tiretmek igin tomurcuklanarak mitotik olarak boliinmektedirler. Zayif
bir karbon kaynagi varliginda nitrojen aghfina yanit olarak, diploitler, mayoz

boliinmeyle iki MATa hiicresine ve iki MA Ta hiicresine filizlenebilen, iginde dort
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haploid ¢ekirdek bulunduran askospor olusturmaktadirlar (Sekil 2.4) (Neiman 2011;
Duina ve dig. 2014).
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Sekil 2.4: Haploid sus S. cerevisiae mayasmin basitlestirilmis yasam dongiisii diyagrami.
(Duina ve dig. 2014).

Sporlar ¢evresel kosullara kars1 olduke¢a direnglidir ve yeterli besin ortaminda
tekrar ¢imlenerek dort haploid hiicre olarak biiylimeye devam etmektedirler (Landry
ve dig. 2006). Yash anne hiicrelerin gen¢ yavru hiicrelere gore boyutlart daha
biiyiiktiir ve ayrica aktin hiicre iskeletinde ¢okmeler, hiicre duvarinda kivrilmalar gibi
morfolojik farkliliklar gézlemlenmektedir. Bahsi ge¢cen morfolojik 6zellikler hiicre
Olim markerleri arasindadir ve yaslanmanin yarattigi oksidatif stres sonucu

indiiklenmektedir (Dickinson ve Schweizer 2004).

S. cerevisiae, ekonomik ortamlarda biiylik popiilasyonlarinin hizli ve kolay
yetistirilebilmesi; %15 (v/v) gliserol ortaminda -80 °C sicaklikta siiresiz olarak ya da
dondurulup kurutularak oda sicakliginda yillarca saklanabilmesi; genlerin asiri
ekspresyonu veya delesyonu sayesinde kolayca manipiile edilebilmesi; haploid
olarak var olabilmeleri nedeniyle resesif mutasyonlarin tanimlanmasmin ve
karakterizasyonunun biiylik Ol¢iide basit olmasi sayesinde biyokimya, molekiiler
biyoloji, hiicre biyolojisi ve sistem biyolojisi alanlarinda oldukga kullanisli 6karyotik
model organizma haline gelmistir (Cherry ve dig. 2012; Duina 2014; Petranovig ve
dig. 2010; Sherman 2002). Ayrica, yiksek Okaryotlar olan memeli hiicrelerinin

filogenetik olarak ¢ok uzaginda olmasina ragmen lipit, enerji ve protein
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metabolizmasi (Petranovi¢ ve dig. 2010), katlanmamis protein yanit1 (Goeckeler ve
Brodsky 2010), mitokondriyal metabolizma (Rinaldi ve dig. 2010), prion geligimi
(Bharadwaj ve dig. 2010), yaslanma (Barros ve dig. 2010) gibi birgok metabolik
yolak S. cerevisiae mayasimda da korunmustur. S. cerevisiae model organizma olarak
kullanilmasinin yani sira, endiistriyel olarak da ¢ok yaygin kullanilan olduk¢a 6nemli
bir tiirdiir. Gida ve farmakoloji sektorlerinde kullaniminda ““genel olarak giivenli”
statiisiine sahip olmasina ragmen maya tabletlerinin probiyotik besin takviyesi olarak
yutulmasi, firincilik sektériinde maya ile temas edilmesi ve bu sektérde calisanlarla
yakin temas gibi yollarla cok sayida sistemik ve yiizeysel klinik enfeksiyon vakasmin
ortaya ciktig1 bilinmektedir Bu nedenle S. cerevisiae patojenik olmayan bir maya

degil, firsat¢1 ve diisiik virulanslh bir patojen olarak degerlendirilmelidir (Murphy ve
Kavanagh 1999).

Mayalarm sorumlu oldugu gida bozulmalari ve bunlarin neden oldugu
ekonomik kayiplara dair raporlar mevcuttur (Loureiro ve Querol 1999). Mayalarin
neden oldugu gida bozulmalari, metabolik faaliyetlerinin bir sonucu olarak gidanin
fiziksel ve duyusal Ozelliklerinin gozle goriilir veya tespit edilebilir sekilde
degismesinden olugmaktadir. Sekerli veya sekersiz asitli i¢ceceklerde meydana gelen
ve en ¢ok bilinen degisiklikler: ambalajlari deforme edebilen veya patlatabilen yogun
gaz tretimi, bulaniklik, tortu ya da fiizerinde ince tabaka olusumu, hafif bir
fermentasyon kokusu (alkol, karbondioksit ve esterler) ve lezzet degisikligidir
(Loureiro ve Querol 1999). Fakat {iretilen metabolitlerin {iriinlerin tad1 ve aromasma
katkida bulundugu fermente gidalarda/iceceklerde (Or. saraplar, geleneksel biralar,
siyah zeytinler, soya sosu) maya bozulmasi kolay belirlenememektedir. Uygun
imalat kosullarina gore islenmis ve paketlenmis gidalarn bozulmasmin biiyilik
cogunlugunun aralarinda S. cerevisiae’nin da bulundugu yalnizca 10-12 maya tiirii
nedeniyle oldugu raporlanmistir (Pitt ve Hocking 1997). Okaryotik organizmalar
olan mayalar, cogu bakteriden daha yavas cogalirlar ve bu nedenle, bakterileri
destekleyen ortamlarda, yani notre yakin pH degerlerinde veya ¢ok yiiksek
sicakliklarda rekabet edememektedirler. Diger yandan, bircok maya tiirli asit
kosullarina toleranslidir (Pitt ve Hocking 2009). Y asal olarak gida koruyucusu olarak
belirlenmis ve EC (The European Coincil-Avrupa Konseyi) mevzuati dahilinde
gidalarda kullanilmak iizere onaylanmis sorbik asit, benzoik asit, propiyonik asit ve

stilfitlerin de dahil oldugu bazi zayif asitlere kars1 direncin arastirilmasinda da yine
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biiylik olgiide S. cerevisiae mayasit kullanilmaktadir (Whitehouse 2002; Stratford ve
dig.2013).

2.3 Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistemler

Oksidatif stres; oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar
yoniine kaymas1 ve yeni dengenin, biyolojik sistemlerde meydana getirdigi hasar
onarim mekanizmasindaki bozulma olarak tanimlanmaktadir (Tvrda ve dig. 2011;
Sies 2019).  Anaerobik organizmalar i¢in az miktarda bile toksik olan oksijen
aerobik organizmalar i¢cin enerji {iretimi swrasinda mitokondride meydana gelen
oksidatif fosforilasyon ve takiben adenozin tri fosfat (ATP) olusumu i¢in gereklidir.
Ancak enerji iiretimi sirasinda oksijenin enzimatik olarak indirgenmesi basamaginda
hiicrede reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusmaktadir ve asirt ROS iiretimi oksidatif
strese, hiicre fonksiyonlarmm kaybmna ve nihayetinde apoptoza veya nekroza yol
acabilmektedir. Sonu¢ olarak yiiksek miktarda enerji iiretimi ig¢in gerekli olan
oksijen, aerobik canlilar i¢in bile toksik olabilmektedir (Nordberg ve Arer 2001;
Valko ve dig. 2007; Tvrda ve dig. 2011; Ortiz ve dig. 2017). ROS, serbest radikal ve
radikal olmayan tiirlerden olusmaktadir. Siiperoksit (O2¢—), hidroksil (OHe),
hidroperoksil (HOz¢+-), alkoksil (LO¢), peroksil (LO2¢) radikal tiirler iken hidrojen
peroksit (H202), organik peroksit (ROOH), hipoklorik asit (HOCI), ozon (O3), singlet
oksijen (102), lipit hidroperoksit (LOOH) radikal olmayan oksijen tiirevleridir
(Genestra 2007). Ayrica azotun da radikal ve radikal olmayan reaktif tiirevleri
bulunmaktadir. Bu tiirler sirastyla; nitrik oksit (NOe¢), nitrojen dioksit (NO2e-) ve
alkoksil peroksinitrit (LOONO), dinitrojen tetroksit (N204), nitréz asit (HNO2),
peroksinitrit (ONOO-) olarak sayilabilmektedir (Tvrd4 ve dig. 2011; Chandrasekaran

ve dig. 2017).

2.3.1 Serbest Radikaller

Son yoriingesinde eslesmemis bir veya daha fazla elektronu bulunan, oldukga
reaktif ve kararsiz atom veya molekiiller serbest radikaller olarak adlandirilmaktadir.

Serbest radikaller elektriksel olarak pozitif yikli, negatif yiikli veya notr
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olabilmektedirler. Uzerinde iki tane eslesmemis elektronu bulunan molekiiler
oksijen, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girebilmektedir (Cheeseman ve
Slater 1993). Biyolojik sistemlerde karbon (C), kiikiirt (S) ve halojen kaynakl
serbest radikaller olsa da en onemlileri oksijen tiirevi serbest radikaller ve bunlarin
metabolitleridir (Miller ve dig. 1990). Serbest radikaller bir elektron kazanarak temel
hale geri donmek i¢in yakinlarindaki biyomolekiilleri oksitlemekte ve bu molekiilleri
serbest radikal haline ¢evirerek ¢evredeki doku ve organlarin yikimiyla sonuglanan
bir zincir baglatmaktadirlar. Serbest radikal zincir reaksiyonlari mitokondride iiretilen
stiperoksit (Oz2¢—) ve nitrik oksit (NO¢) tarafindan baslatilmaktadir. Bu reaksiyonlar
mitokondriyal membranlara, proteinlere ve DNA'ya zarar verebilen bir dizi reaktif
oksijen ve nitrojen tiirii tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu sekilde hasar alarak
islevsiz hale gelen mitokondri, lizozomal sindirim ve apoptoz i¢in hiicre i¢i sinyaller

tiretmektedir (Navarro ve Boveris 2004).

Serbest radikal olusumu; ksenobiyotikler, sigara, radyasyon, hava kirliligi,
ilag, diyet gibi ekzojen faktorler yaninda doku hasari, kronik hastaliklar, yaslilik,
stres gibi endojen siiregler tarafindan da indiiklenebilmektedir (Cheeseman ve Slater
1993; Tremellen 2008). Endojen siireclerde, serbest radikaller elektron transport
zinciri sirasinda oksijene elektron sizintisi ile ortaya g¢ikabilmekte veya biyolojik
sistemler tarafindan dogrudan iiretilmektedirler. Bunun nedeni, serbest radikaller
bazal sinirda tutulursa (diisiik/orta konsantrasyonlarda) proliferasyon ve
programlanmis hiicre oliimii (PCD), hiicre i¢i tasima, hiicresel hareketlilik, zar
biitlinligli ve bagisiklik tepkisi gibi hiicre i¢in yasamsal siireglerin regiilasyonunda
yer alabilmektedirler (Sekil 2.5) (Finkel 1998; Janssen-Heininger ve dig. 2008; Yan
2014). Ornegin; riboniikleotid rediiktaz gibi baz1 enzimlerin aktif bolgelerinde
serbest radikal bulunmakta, ayrica aktif fagositozlar bakteriyosidal etkilerinin pargasi
olarak siiperoksit anyonu (O2+—) iiretmektedirler. Hiicresel sinyal sisteminde yer
almas1 ve mitojenik yanitin indiiklenmesi de ROS’nin yararli etkileri arasinda
gosterilebilmektedir (Cheeseman ve Slater; Valko ve dig. 2007; Rajendran ve dig.
2014).
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Sekil 2.5: Hiicresel oksidatif stres seviyeleri ve bunlarin farkh etkileri. (A) hiicrenin hayatta
kalmasi ve homeostaz i¢in gerekli olan bazal seviye oksidatif stres; (B) genellikle protein oksidatif
modifikasyonlarini indiikleyen c¢esitli 6liimciil olmayan tehditler tarafindan indiiklenebilen pozitif
oksidatif stres; (C) Hasara neden olan siddetli oksidatif stres ve hiicre 6limi (Yan 2014).

Serbest radikaller, kendilerini eslesmemis elektronlarindan kurtarip kararli yapiya
ulagsmak i¢in, lipitlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin oksidasyonu ile sonuglanan
zincirleme kimyasal reaksiyonlar baglatmaktadirlar (Tremellen 2008). Oksidatif stres
siddetli oldugunda hasarli makromolekiiller hiicre 6liimii 6tesinde doku hasarmi bile

indiikleyebilmektedirler (Yan 2014).

2.3.2 Antioksidan Sistemler

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi1 ile ortadan kaldirilma hiz1 bir
denge icerisinde oldugu siirece organizma, serbest radikal kaynakli hasara
ugramamakta, bu dengenin bozulmas1 ise doku hasarma yol acabilmektedir (Sies
1991; Halliwell ve Whiteman 2004). Prokaryotlardan memelilere kadar tiim
organizmalar, kendilerini ROS ve diger reaktif tiirlerin zararh etkilerinden korumak
icin ¢ok ayrintih ve dikkat g¢ekici savunma yontemleri gelistirmislerdir (Janssen-
Heininger ve dig. 2008). Enzimatik ve enzimatik olmayan yolaklar iizerinden
gerceklesen bu  yontemler, genel olarak antioksidan sistemler olarak
adlandmilmaktadir. Antioksidan sistem radikal Onleyici, radikal siipiiriicii ve radikal

kaynakli hasar onarimi basamaklarindan olugmakta ve antioksidan molekiiller farkl

basamaklarda etki gostermektedir (Ighodaro ve Akinloye 2018).
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2.3.2.1 Enzimatik Antioksidan Sistemler

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSHPx),
glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon-S-transferaz (GST) antioksidan sistemde rol
oynayan enzimlerden en Onemlileridir. Hiicresel iceriklerinin ve lokalize olduklari
organ ve hiicre alt1 bolgelerin spesifikligi yaninda yapilarmda bulunan metaller

(bakir, ¢inko, manganez, demir, selenyum) yoluyla karakterize edilmektedirler (Sies
1991).

SOD (EC 1.15.1.1), siiperoksit anyonu (O2¢ —) ‘nun hidrojen peroksit (H202)

ve suya doniisiimiinii katalizlemektedir.

SOD
202¢—+2H" — 5 02+ H202

Antioksidan savunma mekanizmasinin ilk basamagi olan bu kritik tepkime
sonucunda stiperoksit (O2¢ —) radikalinin potansiyel zararlar1 azaltilmis olmaktadir

(Tibell ve dig. 1996).

Metalloenzim olan SOD'lar yapilarinda bulunan metal atomuna goére 3’e

ayrilirlar;

1. Prokaryotlarda ve bazi bitkilerin kloroplastlarinda yaygm olarak bulunan demir-
stiperoksit dismutaz (Fe-SOD veya SOD1)

2. Okaryotlarn mitokondrilerinde ve prokaryotlarda bulunan mangan-siiperoksit
dismutaz (Mn-SOD veya SOD?2)

3. Okaryotlarda bulunan bakir/ginko siiperoksit dismutaz (Cu,Zn-SOD veya SOD3).
Bu enzim genellikle sitozolde lokalizedir, ayni zamanda kloroplast ve
peroksizomlarda da bulunabilmektedir (Ighodaro ve Akinloye 2018). Memeli
hiicrelerinde hiicre i¢i ve hiicre dist form (EC-SOD) olmak iizere iki farkh

Cu,Zn-SOD tiirii tiretilmektedir (Tibell ve dig. 1996).

Okaryotik maya S. cerevisiae ‘da SODI geni tarafindan ekspresse edilen
blyiikk kismi sitoplazmik, kiigiik bir miktarda da mitokondrinin zarlar arasi
boslugunda lokalize Cu,Zn-SOD ve SOD2 geni tarafindan ekspresse edilen
mitokondriyal membranda lokalize Mn-SOD enzimleri bulunmaktadir. SODI geni

delesyonu ile olusturulan mutant suslarla yapilan ¢alismada Cu,Zn-SOD eksikliginin,
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oksijen toksisitesine duyarlihig1 arttirdig1 fakat SOD/ geninin yeniden eklenmesiyle
hiicrelerin oksijen direncinin normale doéndiigii belirtilmektedir (Bermingham-
Mcdonogh ve dig. 1988). Mitokondriyal Mn-SOD, oksidatif strese karsi hiicreyi
korumada kilit rol oynar (Longo ve dig.1996).

Katalaz (CAT) (EC 1.11.1.6); icerdigi kofaktor ve hangi hiicrede
bulunduguna bagh olarak agirhig: farklilik gosteren bir enzimdir ve memeli formu
yaklasik 240 kilodalton (kDa) agirliginda, dort benzer subunitten olusan tetramerik
bir proteindir. Yapisinda hem grubu bulunduran CAT’n herbir polipeptit subuniti bir
tane ferriprotoporfirin icermektedir. Enzimde kofaktor olarak demir veya manganez
bulunmaktadir. CAT, oksijen kullanan tiim canlilarda bulunan yaygin bir enzimdir ve
Ozellikle peroksizomlarda lokalizedir (Yarsan 1998; Ighodaro ve Akinloye 2018). Bu
enzim, ana kaynagi SOD’un enzimatik aktivitesi olan hidrojen peroksit molekiiliinii

(H202), suya indirgerken oksijeni de molekiiler haline yiikseltgemektedir.

CAT
H O, — H,0+0»

CAT ayrica metanol, etanol, formik asit gibi hidrojen dondrlerine karsi
peroksidaz ve oksidaz aktivitesine sahiptir. Bu molekiillerle iki basamak iizerinden

gerceklesen bir reaksiyona girmektedir (Chelikani ve dig. 2004).

CAT
H2O02+AH, —> A +2H20

S. cerevisiae’da H202, CAT ve sitokrom c¢ peroksidaz (CCP) tarafindan
katabolize edilmektedir. S. cerevisiae mayasi1 swasityla CTAIl ve CTTI genleri
tarafindan kodlanan peroksizomal CAT (CAT A) ve sitozolik CAT (CAT T) olmak
tizere iki CAT a sahiptir. CAT normal kosullar altinda maya hiicreleri i¢in gerekli
olmamasmna ragmen, bu hiicrelerin oksidatif strese adaptif yanitinda ve oksidatif

strese tolerans kazanmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Izawa ve dig. 1996;

Grant ve dig. 1998).

Glutatyon-S-Transferaz (GST) (EC 2.5.1.18), detoksifikasyon amaciyla

ksenobiyotik substratlara indirgenmis glutatyonun (GSH) konjugasyonunu

26



katalizlemektedir. Genel olarak ksenobiyotik detoksifikasyonu; reaktif fonksiyonel
grup baglanarak ksenobiyotiklerin aktif hale getirilmesi, kimyasal bilesiklere konjuge
edilerek notralize edilmeleri ve asagi akis yoluyla metabolize edilerek hiicrelerden
pompalanip elimine edilmeleri asamalarindan olusmaktadir. GST’ler sitozolik 2.
asama enzimleridir (Sheehan ve dig. 2001). GST'ler, ¢esitli substratlar iizerindeki
elektrofilik merkezlere GSH'nin siilthidril grubu (-SH) {izerinden konjugasyonunu
katalizleyerek, bu elektrofilik bolgeleri ndtralize etmekte ve zararli bilesikleri suda
daha iyi ¢Oziiniir hale getirmektedirler (Giilgin ve dig. 2016). Bdylece suda
coziinmeyen ksenobiyotikler organizmadan fizyolojik sivilar yoluyla daha kolay
uzaklastirilabilmektedir. Mitokondriyal, sitozolik ve mikrozomal olmak iizere ii¢

aileye ayrilan GST’ler bazi prokaryotlarda ve biitiin Okaryotlarda bulunmaktadir
(Tiirkan 2015).

S. cerevisiae’da ilag direncinde 6nemli rolii oldugu bilinen GST enzimlerini
kodlayan genler, GTTI ve GTT2 olarak belirlenmistir. G771 ekspresyonu, ozmotik
stres ve ksenobiyotikler tarafindan ve en Onemlisi, diauxic kaymadan sonra
indiiklenmektedir. GTTI ve GTT2 hiicre i¢in yasamsal degildir, ancak bu enzimlerin
birinden veya her ikisinden yoksun gttid, gtt2A ve gttlAgtt24 mutant suslar,
duragan fazda sicaklik artisina duyarli hale gelmekte ve 39 °C'de smirli biiyiime
sergilemektedirler (Choi ve dig.1998). S. cerevisiae’ da bulunan Ure2 proteini GST
ile yapisal homolojiye sahiptir ve ksenobiyotikler ve GSH’a baglanmaktadir. Ure2
metal detoksifikasyonunda merkezi bir role sahiptir. Ancak S. cerevisiae igin bilinen

GST’lar (Gttl ve Gtt2) veya GST aktivitesine de sahip olan glutaredoksinler (Grx1
ve Grx2) agir metal detoksifikasyonunda rol almamaktadir (Rai ve Cooper 2005).

Tiyoredoksin rediiktaz enzimi (TrxR) (E.C 1.6.4.5), tiyoredoksin sisteminin
pargasidir. Bu sistem tiyoredoksin (Trx) ve tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) olmak
tizere iki antioksidan protein ile Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat (NADPH)
‘tan olugsmaktadir. Homodimerik yapida bir flavoenzim olan TrxR; oksidorediiktaz
sinif1 enzimlerdendir ve monomerleri bir Flavin Adenin Diniikleotit (FAD) kofaktorii
(prostetik grup), bir NADPH baglanma bolgesi ve bir redoks-aktif disiilfit bagi
bulunduran aktif bolge icermektedir (Mustacich ve Powis 2000). Trx aktif bolgesinde
iki tane redoks aktif sistein bulundurmakta, disiilfit bag1 olusturan bu aktif bolge
sisteinleri, TrxR tarafindan NADPH’a bagh olarak rediikte edilmektedir (Nordberg
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ve Arner 2001). Elektronlar FAD yoluyla NADPH molekiilinden TrxR’nin aktif
bolge disiilfitlerine aktarilmakta, substrat bdylece indirgenmektedir. (Sekil 2.6)
(Williams 1992; Sandalova ve dig. 2001). Trx ve TrxR, hiicre i¢i redoks ortamini
kontrol ederek, hiicresel biiylime ve apoptoz gibi siire¢lerin kontroliinde ¢ok 6nemli

bir rol oynayan redoks aktif proteinlerdir (Tandogan ve Ulusu 2011).

TrxR

Substrate,, , , NADPH + H*X Trx-S; Prx.eq/Protein-(SH,)/Product,eq
Productieq NADP* X

Trx-(SH;)/ \ Prxq/Protein-S,/Substrate,,

Sekil 2.6: Tiyoredoksin sisteminin enzimatik reaksiyonlari (Nordberg ve Arner 2001).

Memeli TrxR'de her subunit 55-65 kDa, prokaryotlarin, bitkilerin veya
mayalarin TrxR agirhig:r 35 kDa ile karsilagtirilabilir biiyliktedir. Fakat, memeli
TrxR'mm saflastirilmast  ve karakterizasyonu ile katalitik ozelliklerde alt
organizmalarmkinden farkli oldugu agik¢a anlasilmistir (Nordberg ve Arner 2001).
Trx enziminin temel ozellikleri, 6zellikle aktif bdlgesi evrim sirasinda korunmustur
fakat, memeli TrxR enzimleri yap1 ve Ozellikler bakimindan bakteri, mantar ve

bitkilerdeki enzimlerden ¢ok farkhidir (Draculic ve dig. 2000; Sandalova ve dig.
2001).

Maya da memelilerde oldugu gibi, fonksiyonu ROS'ne kars1 hiicreyi korumak
olan, Trx ve TrxR’imn birlikte yer aldig1 bir tioredoksin sistemi igermektedir ve bu
sistem memelilerdekine benzer redoks potansiyellerine sahiptir (Kritsiligkou ve dig.

2018)

Glutatyon sentaz (GSH2) (EC 6.3.2.3), GSH sentezinde katalizor olarak rol
almaktadir. GSH sentezi, aminoasitlerden (glutamin, sistein ve glisin) ATP'ye
bagmli iki basamakli tepkime sonucunda gerceklesmektedir. ilk basamak, y-
glutamilsistein sentaz’in (GSH1) katalizor olarak rol aldigi, glutamin ve sisteinden
dipeptid y-glutamilsistein (y-GluCys) olusumudur.

Glutamin + Sistein ﬂ’ v-GluCys

Ikinci basamak ise glutatyon sentaz’in (GSH2) katalizér olarak rol aldig:

glisin ile dipeptit y-GluCys ligasyonudur (Grant 2001).
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GSH2
v-GluCys + Glisin — GSH

Olusan GSH miktari, ortamda bulunan substrat ve enzim konsantrasyonuna
baghdir. Hiicreler glutamat ve glisinden zengin, fakat smirlh miktarlarda sistein
icermektedir. Sistein miktar1 ve GSH1, GSH2 derisimindeki artis, sentezlenen GSH
miktarin1 arttirmaktadir (Aksoy 2002). GSH olusumunda ilk basamak hiz smirlayict
basamaktir ve boylece GSH birikimiyle geri tepkime engellenmektedir (Grant 2001).

GSH1 enziminin S. cerevisiae’daki ekspresyonunun, mayadaki oksidatif stres
tepkisi transkripsiyon faktorii Yaplp tarafindan yukan regiile edildigi bilinmektedir.
Ayrica GSH2 ekspresyonu da oksidatif stres kaynakli kosullar altinda Yaplp
tarafindan diizenlenmektedir. Oksidatif stres kosullarina ek olarak, yiiksek
sicakliklara maruz kalan hiicrede oksijenli solunum hizi artmakta ve bunun
sonucunda hiicre i¢i oksidasyon seviyeleri artis1 ile Yaplp'ye baglh bir sekilde 1s1 ok

stresi tarafindan GSH1 ve GSH2 ekspresyonu indiiklenmekte ve hiicre i¢i GSH
seviyesi ylikselmektedir (Sugiyama ve dig. 2000).

2.3.2.2 Enzimatik Olmayan Antioksidan Sistemler

Enzimatik aktive gostermeyen fakat antioksidan 6zellik gdsteren bilesikler de
antioksidan sistemin cesitli basamaklarinda yer alarak oksidatif stresi Onlemeye
yardimc1 olmaktadirlar. Bu bilesiklerden bazilari; A, C ve E vitaminleri, karoten,

albumin, piruvat, lirik asit, askorbat ve GSH’dur (Ahmad 2017).

GSH, ii¢ aminoasit iceren diisilk molekiil agirlikli bir peptittir ve tiim canh
aerobik hiicrelerde bulunan tiyol bazl intraselliiler bir antioksidandir. Asil islevi
stilfhidril tamponu olmasidir. Bununla birlikte GSH, GST’lar tarafindan katalizlenen
konjugasyon reaksiyonlar1 yoluyla veya GPx tarafindan katalizlenen reaksiyon
aracihigtyla bilesikleri detoksifiye etmektedir. Bu sirada olusan oksitlenmis glutatyon
(GSSG), NADPH'ye bagh flavoenzim GR tarafindan rediikte edilmektedir (Aksit ve

dig. 2015). Ayrica GSH, oksidatif stres sonucu, membran lipitlerinin hasar
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gormesiyle olusan lipit peroksidasyonunun (LPO) kontrol altinda tutulmasi igin

giiclii bir faktordiir (Giliven ve dig. 2003).

Mayada GSH, serbest radikallerle reaksiyona girerek ayrica glutatyon
peroksidaz (GPX1-3) enziminin veya GTT1 ve GTT2 enzimlerinin rol aldigi
reaksiyonlarla okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmektedir. GSH, glutatyon
rediiktaz (GLR1) tarafindan katalize edilen, NADPH’ye bagl bir reaksiyonla
yeniden iretilmektedir. Mayalarm ROS basa ¢ikma mekanizmasmm durumunu
gosteren kritik faktor, GSH/GSSG oraninin degeridir. Bu oran igin bazal deger 6°dir
(Cui ve dig. 2020).

2.3.2.3 Reaktif Oksijen Tiirlerinin Biyolojik Zararlar

Onceki boliimlerde belirtildigi gibi reaktif tiirler tarafindan; hiicredeki lipitler,
proteinler, karbohidratlar ve niikleik asitlerin oksidasyonu sonucu; hiicresel hasar,

hiicre 6liimii hatta doku hasart meydana gelebilmektedir.

Normal kosullarda metabolizma i¢in dogal bir siire¢ olan lipit peroksidasyonu
(LPO), oksidatif stres ile membran lipitlerinin baslica yapitasi olan ¢oklu doymamis
yag asitlerinde (PUFA) baglarin kopmasi ile baglayan otokatalitik bir zincir
reaksiyona neden olmaktadir. Yag asitlerinin oksidasyonu ile hidroperoksitleri
olugmakta ve pargalanan hidroperoksitler, epoksitler, aldehitler ve alkanlar gibi yan
tirtinlere dontismektedir (Sekil 2.7). Bu iirlinlerden bazilart ¢ok reaktiftir ve
biyomolekiilleri hasara ugratarak serbest radikal olaylarmi arttirmaktadir (Costa ve
Ferreira 2001). Hiicresel hasarm bir diger sekli de PUFA zincirlerinin par¢alanmasi

ile hiicre membranmm akiskanliginda, seciciliginde ve gecirgenliginde bozulmalar

meydana gelmesidir. (Yarsan 1998).
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H
RH — R. Karbon merkezli radikal

|

Konjugedienler

o

ROO. Lipidperoksil radikali

|

ROOH Lipidhidroperoksit

Hekzenal ! 4-Hidroksinomenal (HNE)

Malondialdehit (MDA)

Sekil 2.7: ROS’a bagl olusan LPO iiriinleri (Ozcan ve dig. 2015).

LPO baglama, uzama ve bitis olmak {izere {i¢ asamada gerceklesmektedir

(Yarsan 1998). Bu asamalar asagida gosterilmistir.

Baslama:
PUFA-H+ X-—* PUFA-+ X-H (Lipit Radikali)

PUFA-+ O, > PUFA-OO: (Lipit peroksit radikali)

Uzama:

PUFA-OO- + PUFA-H — > PUFA-OOH + PUFA-O- (Lipit alkoksit
radikali)

Fe'? kompleksi + PUFA-OOH > Fe™ kompleksi + OH"+ PUFA-O-

Bitis:

PUFA-OOH » 2-alkenal. 2-hekzanal, 2,4-heptadienal, 2-nonenal,
malondialdehit (Pekmez 2004).

LPO’nun son {iriinii olarak olusan malondialdehit (MDA) oksidatif hasarin

belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir. Ciinkii MDA, diger LPO iiriinlerine gore

daha kararlidir ayrica hiicre membranlarinin gecirgenligini etkileyerek kolayca

sitoplazmaya gecip burada birikebilmektedir (Tekeli ve Bildik 2016).
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24 Programlanmus Hiicre Oliimii: Apoptoz

2.4.1 Apoptoza Genel Bakis ve Apoptozun Morfolojisi

Apoptoz; cok hiicreli organizmalar ve Okaryotlarda normal doku ve organ
homeostaz1 (hiicrelerde sayisal denge hali) icin gerekli olan, ¢ekirdekli hiicre
kromozomunda genetik olarak kodlanmis enerji bagiml programlanmis bir hiicre
intihar siirecidir (O’Brien ve Kirby 2008; White 2011; Kam ve Ferch 2000). Saglikl
dokularda apoptozis (6liim) ve mitozis (yeniden yapmm) dinamik bir denge
halindedir. Hiicre 6liim siiregleri fizyolojik ve patolojik olabilmektedir. Fizyolojik
apoptoz; embriyo gelisiminde fetuse ait el ve ayak parmaklari arasindaki dokuda,
kadnlarda menstrual dongiide endometriumun (rahim i¢ tabakasi) ddkiilmesinde,
kurbagalarda metamorfoz siirecinde ve granulasyon dokusunun skar dokusuna
doniismesinde kilit rol oynamaktadir (Moulton 1994, Chowdhury ve dig. 2006).
Ayrica varlig1 potansiyel tehlike olusturan lenfositler, tiimorler, viral enfeksiyonlar
ve mutasyonlar sonucu onarilamaz sekilde hasar gormiis hiicrelerde de devreye
girmektedir (Kam ve Ferch 2000; Fuchs ve Steller 2011). Homeostazi bozan fazla
sayida, hasar gOrmiis veya yasglanmis hiicrelerin apoptotik siire¢ ile ortadan
kaldirilmast memelilere zarar vermeyecek sekilde diizenlenmistir (Elliott ve

Ravichandran 2010).

Inme (serebrovaskiiler olay), AIDS, kanser ve ndrodejeneratif (sinirsel)
hastaliklar (Alzheimer, Parkinson, Huntington) asir1 ya da yetersiz apoptoz ile
karakterize edilmektedir. Cogu kanser tiirlerinde yetersiz apoptoz ya da apoptozdan
kacig goriilmektedir. Arastirmalar antitiimor ilaglarin hedeflerine apoptotik hiicre
Oliimiinii indiikleyerek ulastigmi gostermektedir (Jilani ve Lang 2013; Lopez ve Tait
2015). Norodejeneratif hastaliklar, miyokard infarktiis (MI), serebrovaskiiler inme,
miyelodisplastik sendromlar (MDS) gibi ¢esitli hastaliklarda ise asir1 apoptoz
gerceklesmektedir (Halonen, 2015; Kam ve Ferch 2000; Misra ve dig. 2016).

Apoptotik siireg; sitotoksik ajanlar, serbest radikalik tiirler, viral enfeksiyonlar,
UV/Gama isinlar, kalsiyum artisi, inflamatuar yaralanma, onkogenler ve bazi

kemoterapdtik ilaglar ile indiiklenebilirken; tiimér promotorleri, farmakolojik ajanlar
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(enzim inhibitdrleri) ve gesitli viral genetik {irlinler tarafindan baskilanabilmektedir
(Orrenius ve dig. 2011).

Apoptoz, hiicrelerde meydana gelen bazi morfolojik degisiklikler ile
karakterizedir. Bu degisiklikler; hiicre zar sitozoliinde bulunan fosfatidilserinin
hiicre yiizeyine eksternalizasyonu (Martin ve dig. 1995), DNA’nin niikleozomlar
arasinda boliinmesi (Wyllie ve dig. 1980), apoptozun en karakteristik 6zelligi olan
niikleer ¢ekirdegin i¢ kisminda baglayan kromatin yogunlasmasi (piknoz) (Clifford
ve dig. 1996; Elmore 2007), genis plazma zar kabarciklanmasimi (zeiosis) takiben
cekirdek parcalanmasi (karyoreksis) ve son olarak hiicre pargalarmin zarla ¢evrili
apoptotik cisimciklere ayrilmasi (Clifford ve dig. 1996; Elmore 2007) seklinde
Ozetlenebilmektedir. Apoptotik cisimcikler, bir niikleer fragman igeren veya
icermeyen sikica paketlenmis organellere sahip sitozolden olugmaktadir (Elmore
2007). Bu apoptotik cisimcikler komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan,
apoptotik hiicrenin dis yiizeyine yerlesen fosfatidilserinler ve yutan hiicrenin
reseptorlerinin baglanmasi ile fagosite edilmektedirler (Madeo ve dig. 1997; Aksit ve
Bildik 2008). Apoptotik hiicreleri sarmalayan ve sindiren makrofajlara "yapiskan
viicut makrofajlar1" adi verilmektedir (Kavakcioglu Yardimer 2017). Apoptotik
hiicreler hiicresel igeriklerini kendilerini ¢evreleyen interstisyel dokulara
yaymamaktadirlar. Bu durum, apoptozu deneyimleyen hiicrelerin ¢evrelerindeki
hiicre veya dokulara zarar vermeden ve inflamatuar yanita neden olmadan, komsu
hiicrelerle olan baglantilar1 kesilerek yok edilmesini saglamaktadir (Redza-Dutordoir
ve Averill-Bates 2016). Tiim bu morfolojik degisikliklerin belirlenmesinde 151k ve
elektron mikroskobu kullanilmaktadir (Hacker 2000; Hongmei 2012).

2.4.2 Kaspazlar ve Bcl-2 Protein Ailesi

Oldukga 1iyi diizenlenmis bir slire¢ olan apoptoz, merkezinde evrimsel olarak
korunmus kaspaz (sistein bagimli aspartat spesifik proteaz) ve Bcl-2 (B-hiicre
lenfoma 2) protein aileleri {iyelerini ihtiva etmektedir (Madeo ve dig. 1997; Li ve
Yuan 2008; Wyllie 2010; Hongmei 2012). Aktif bolgesinde sistein proteaz bulunan
kaspazlar hedef proteinleri aspartat kalintilarmdan sonraki bdliimlerden parcalayarak
aktiflik gostermektedir. Zimojen formda sentezlenen ve prokaspaz adi verilen yapilar
proteolitik yolagm etkinlesmesiyle aktif formu olan kaspazlara doniismektedirler
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(Schulze-Osthoff ve dig. 1998; Wickremasinghe ve Hoffbrand 1999). Apoptotik
sinyal yolagmdaki yerleri ve N-ucu uzantilarindaki prodomain uzunluklarma bagh
olarak kaspazlar, baslatic1 kaspazlar (kaspaz -1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12) ve efektor
kaspazlar (kaspaz -3, 6, 7) olarak smiflandirilmaktadir (Li ve Yuan 2008). Uzun
prodomaine sahip baglatict kaspazlar, 6liim bolgesi (death domain) ve kaspaz
aktivasyonu gii¢lendirme alanindan (CARD) birini igermekte ve yolagmn ilk
basamaklarinda etkili olmaktadir. Kisa prodomaine sahip efektdr kaspazlar ise
hiicresel substratlarin parcalanmasi gibi yolagin son basamaklarinda aktivite
gostermektedir (L1 ve Yuan 2008; Shalini ve dig. 2015; McArthur ve Kile 2018).
Kaspazlar belirli uyaranlar tarafindan aktive edildiklerinde proteolitik kaspaz kaskad1

olusturmaktadirlar.

Apoptozun regiile edilmesinde énemli role sahip olan Bc¢l-2 protein ailesinin
BCL-2 geni ilk olarak insan B-Hiicreli Folikiiler Lenfomada tanimlanmistir.
Mitokondriyal dig membranda bulunan ve iyon degisimini diizenleyen Bcl-2 ailesi
proteinlerinin bir kismi1 apoptozu indiiklerken diger kismi apoptozu bloke etmektedir.
Memelilerde bilinen en az 17 {iyesi bulunan Bcl-2 ailesi fonksiyonlarina gore; dort
BH alanma sahip anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xL, Bel-w, Mcl-1), BH1, BH2 ve BH3
alanina sahip pro-apoptotik (Bax, Bak ve Bok) ve sadece BH3 alanma sahip BH3-
only (Bik, Bad, Bid, Bim, Bmf, Hrk, Noxa ve Puma) alt ailelerine ayrilmaktadir. Bu
lic alt ailenin iiyeleri arasindaki etkilesimler stres altindaki hiicrede yasam/6lim

kararinimn verilmesinde 6nem arz etmektedir (Willis ve Adams 2005; Moldoveanu ve

dig. 2006).

Apoptoz esnasinda; mitokondriyal dis membran permeabilizasyonu (MOMP),
kaspazlarin aktivasyonu ve hiicredeki birgok biyolojik makromolekiilleri pargalayan
katabolik hidrolazlarm aktiflesmesi gibi ¢esitli biyokimyasal degisiklikler
gbzlenmektedir (Marino ve dig. 2014).

2.43 Apoptotik Hiicre Oliim Yolaklar

Apoptotik sinyallerin kaynaklandig1 yer ve yapisma bagli olarak hiicrede
farkl yolaklan aktiflestirdigi bilinmektedir (Sekil 2.8).
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Apoptozun indiiklenmesinde etkili olan ve en yaygm bilinen temel iki yolak
vardir:
1. Intrinsik (Mitokondri/Sitokrom-c Aracili I¢sel) Yolak
2. Ekstrinsik (D1s Sinyaller Aracili/Digsal) Yolak

Bu iki farkli yolak farkli mekanizmalar tarafindan uyarilmalarna ragmen
birbirinden tamamen bagimsiz degildirler. Bazi araci proteinlerle etkilesimleri
mevcuttur ve belirli bir noktada ortak proteaz kaskadlarini kullanabilmektedirler

(Mufioz-Pinedo 2012).

Bu temel iki yolagin disinda; DNA hasarlar1 sonucu p53 ile aktiflesen kaspaz-
2 bagmh yolak, direkt kaspaz aktivasyonu ile granzim-B yolagi ve DNA’nin
fragmentasyonu sonucu etkinlesen granzim-A yolagi da bulunmaktadir (Grilo ve
Mantalaris 2019).

Apoptozu indiikleyen hiicre i¢i uyaranlar; hipoksi, hiicre i¢i Ca*™? seviyesindeki
artis, pH’ta azalma, DNA hasarlari, hiicre dongiisti/metabolik bozukluklardir. Hiicre
dis1 uyaranlara ise 6liim reseptorlerinin aktivasyonu (TNF-TNFa, FAS-FASL aracili
apoptoz), iireme/biiylime faktorlerindeki yetersizlik, sitotoksik T-lenfositler, dis
etkenler (toksik ajanlar, iyonlastiric1 radyasyon, iskemi, kemoterapdtik/antikanser
ilag kombinasyonlari) 6rnek verilebilmektedir. Hiicre i¢i uyaranlar i¢sel apoptotik
yolagi aktiflestirirken hiicre dis1 uyaranlar dissal apoptotik yolag: etkinlestirmektedir.
Apoptozun diizenlenmesinde; molekiiller (seramid), genler (c-myc), iyonlar
(kalsiyum), proteinler (p53) ve mitokondri gibi organeller gérev almaktadir (Danial
ve Korsmeyer 2004; Kroemer ve dig. 2007; Smaili ve dig. 2000).
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Sekil 2.8: Apoptozun intrinsik ve ekstrinsik yolaklarinin sematik gosterimi (Orrenius ve dig. 2011).

2.4.3.1 Ekstrinsik (Dis Sinyaller Aracili) Yolak

Digsal (ekstrinsik) yolakta siireg; makrofajlar, NK (Natural Killer) hiicreler ve
aktiflesmis T hiicrelerin hedef hiicre membranindaki o6lim reseptorlerine
tutunmasiyla baslamaktadir. Bu reseptorler, FAS ve TNF (Tiimor Nekrozis Faktorii)
ad1 verilen integral proteinlerdir. FASL ve TNFoa tamamlayict 6liim aktivatorleri
reseptorlerine baglanabilmektedirler. Bu baglanma iglemi sonucu trimerik hal alan
reseptor, 0liim bolgesi (death domain) araciligiyla adaptdr molekiiller ve prokaspaz-8
ile birleserek DISC (Death inducing signaling complex) denilen bir yapiy1
olusturmaktadir. Bu kompleks sayesinde aktif halde olmayan prokaspaz-8 kesim
islemi sonucunda aktif kaspaz-8’e¢ donilismektedir. Bu durum kaspaz kaskadmin

aktiflesmesini saglamaktadir. Kaspaz-8 ve Kaspaz-10 efektor kaspazlardan kaspaz 3,
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ve 7’yi aktiflestirerek hiicreyi oliime gotiirmektedir (Pfeffer ve Singh 2018; Choo ve
dig.2019).

2.4.3.2 intrinsik (Mitokondri/Sitokrom-C Aracili) Yolak

Mitokondri odakli ve reseptor bagimsiz intrinsik yolakta hiicre i¢i sinyaller
rol oynamaktadir. DNA hasarlari, toksik ajanlar, serbest radikalik tiirlerin bulunmasi,
viral enfeksiyonlar, endoplazmik retikulum (ER) stresi, hormon/sitokin tiirevlerinin
hiicrelere erisememesi, iyonlastirict radyasyon gibi bircok stres indiikleyici faktorler

sonucu igsel yolak aktiflesebilmektedir (Elmore 2007; Tait ve Green 2010).

Pro ve antiapoptotik fonksiyonlara sahip olan Bcl-2 protein ailesi igsel
yolagin mitokondri odakli apoptoz silirecinde hiicrelerin yasam/6liim kararmnin
verilmesinde 6nem arz eden diizenleyici proteinlerdir. Apoptotik siirecten sorumlu en
onemli BH alan1 BH3’tiir. BH alanlarmin (BH1, BH2, BH3, BH4) tiimiine sahip
antiapoptotik proteinler (Bcl-XL, Mcll, Bcl-W, A1) mitokondri zarindaki Bax ve
Bad gibi  proapoptotik  proteinlerin  islevlerini  durdurarak  apoptozu
engelleyebilmektedirler. U¢ BH alanma (BH1, BH, BH3) sahip proapoptotik
proteinler (Bax, Bok, Bak) mitokondri dis zar gegirgenligini artirarak apoptotik
belirteglerin sitoplazmaya gecisini kolaylastirabilmektedirler. Sadece BH3 domaini
iceren Bim, Bid, Noxa, Puma gibi proapoptotik proteinler ise mitokondriyal
membrandaki Bax/Bak ile etkileserek bazi yapisal degisimler sonucu mitokondriyal
dis membran permeabilizasyonunu degisiklige ugratabilmektedirler (Kale ve dig.
2018).

Hiicre i¢i sinyalleri vasitastyla apoptotik stimulantlar alindiktan sonra Bid
gibi proapoptotik proteinler antiapoptotik proteinlerden Bcl-2’yi inaktiflestirirken,
Bax ve Bok proteinlerini aktiflestirmektedirler. Bu durum mitokondri zar
potansiyelini degistirerek membranda por olusumunu desteklemektedir (Spierings ve
dig. 2004). Mitokondriyal membran porlarindan Sitokrom c, Aiflp (Apoptoz
indiikleyici faktor), Ca*?, Endo-G (Endoniikleaz G) gibi faktorler sitozole
gecmektedir. Kaspaz-3 ve Kaspaz-8’in aktiflesmesini engelleyen IAF (Inhibitor
apoptotik faktor) ise inhibe edilerek apoptotik slire¢ hizlandirilmaktadir. Porlardan
sitozole gecis yapan Aiflp ¢ekirdege dogru yonelerek cekirdegi pargalarken Endo-G
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DNA’y1 pargalamaktadir. Mitokondride oksidatif fosforilasyon igin elektron tasiyan
Sitokrom c’nin sitozole gecisi yine sitozolik Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktiflestici
faktdr), kaspaz-9 ve ATP’ nin katilimiyla apoptozom ad1 verilen kompleks bir yapinin
olusumunu saglamaktadir. Apoptozom olusumu prokaspaz-3’ii aktiflesmis kaspaz-
3’e doniistiiriirken bir dizi kaspaz kaskad1 ile ¢ekirdekte kromatin kondenzasyonu ve

DNA’nin alt iiniteler halinde fragmentasyonuna neden olmaktadir (Adams ve Cory
2001; Adrain ve Martin 2001; Strasser ve dig. 2000; Palmer ve dig. 2000).

2.5  Saccharomyces cerevisiae Mayasinda Apoptoz

S. cerevisiae mayasinda apoptotik siirecin nasil isledigine dair ¢ok sayida
calisma yapilmis ve pek cok ekzojen/endojen indiikleyicilerin apoptozu uyardigi,
kaspaz bagimmli ya da bagimsiz siirece katkida bulunan c¢esitli mitokondriyal ve
niikleer proteinler tarafindan gerceklestigi belirlenmistir. Mayada apoptoz, fiziksel ya
da kimyasal stres indiikleyiciler veya dliimciil sinyal iletim yolaklarnin bir pargasi
olarak proapoptotik proteinlerin heterojen ekspresyonu gibi pek c¢ok stimulant

tarafindan indiiklenebilmektedir.

Uzun yillar S. cerevisiae ve S. pombe gibi tek hiicreli 6karyotlarin apoptotik
stireclere sahip olmadiklar1 ve apoptozun c¢ok hiicreli organizmalarla smirl1 oldugu
distiniilmiistiir. Ancak AAA ATPaz ailesi iiyesi olan ve vezikiil fiizyonuna katilan,
hiicre béliinme geni CD(C48’1 mutasyona ugratilmis S. cerevisiae susunda Annexin V
boyama yontemi kullanilarak apoptozun tipik belirteci olan fosfatidilserinin
eksternalizasyonu ve terminal deoksiniikleotidil transferaz aracili dUTP c¢entik ug
etiketleme (TUNEL) yontemi kullanilarak DNA fragmentasyonu ile kromatin
kondenzasyonu belirlenmis ve bu maya tiirlinde apoptozun temel asamalarini
gerceklestiren molekiiler mekanizmalarm varligi tespit edilmistir (Madeo ve dig.
1997). Ayrica S. cerevisiae mayasmda GSH’un yiikseltgenerek tiikenmesi, disaridan
uygulanan diisiik dozda H202, CDC48’deki bir mutasyon veya memeli Bax proteinin
ekspresyonu ile apoptozun indiiklenebildigi ancak hipoksi ile oksijen radikallerindeki
tikenme durumunda apoptozun engellendigi belirlenmistir. Bu durum metazoan
apoptozunda Onemli bir bilesen olan oksijen radikallerinin evrimsel siiregte
korundugunu ortaya koymaktadir (Madeo ve dig. 1999). H202 uygulamasi yapilan
maya hiicrelerinde reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve maya kaspazi olan Ycalp ile
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Aiflp gibi faktorlerin siire¢ boyunca yer aldig1 belirlenmistir (Madeo ve dig. 2002,
Wissing ve dig. 2004).

Memeli hiicrelerindeki Bcl-2 proteinlerinin maya hiicrelerine homolog veya
heterolog ekspresyonlar1 ile benzer aktiviteler gosterdigi ve maya hiicrelerindeki
antioksidatif savunmayi tetikleyerek hiicreleri 6liime gotiirecek siirecleri geciktirdigi
bildirilmistir (Longo ve dig. 1997). Baska bir ¢alismada ise maya hiicrelerine
ekspresse edilen BH3-only proteinlerinin hem multidomainli proapoptotik hem de
antiapoptotik protein {iiyelerinin bir arada bulundugu kosullarda apoptozu
destekledigi bildirilmistir. Antiapoptotik proteinlerin bulunmamas1 halinde BH3-only
proteinlerinin apoptozu indiikleyememesi, BH3-only iiyelerinin antiapoptotik

proteinleri inhibisyona ugratarak dolayl sekilde Bak ve Bax proteinlerini

aktiflestirdigini diistindiirmiistiir (Gérecova ve dig. 2013).

Maya apoptozu ile ilgili énemli bir diger ¢alisma da memeli kaspazlarinin
yapisal homologu olan Yorl97w proteininin mayada metakaspaz olarak islev
gosterdiginin belirlenmesi ve bu proteine Ycalp (maya kaspazi-1) ad1 verilmesidir
(Madeo ve dig. 2002). Mayada ROS birikimi sonucu YCA/l aktivasyonu ile
indiiklenen, kronolojik olarak yaslandirilmis S. cerevisiae hiicre Oliimiiniin tipik
apoptoz belirtecleri gosterdigi ve oksijen stresi yanitinda anahtar bir transkripsiyonel
diizenleyici olan YAPI'in asinn  ekspresyonu ile biiyiikk oOlciide geciktirildigi
belirlenmistir. Ycalp eksikligi olan mutant suslarin daha uzun siire hayatta kaldiklar
ancak bu durumun da hasar goérmiis hiicrelerin birikimine neden olarak klonlar i¢in
dezavantaj oldugu bildirilmistir. Béylece apoptozun tek hiicreli bir organizma igin

avantaj sagladig1 gosterilmistir (Herker ve dig. 2004).

Memeli apoptozunun proteini olan ve serin proteaz aktivitesine bagh olarak
apoptoza aracilik ettigi bilinen HtrA2 proteininin homologu Nmalllp (apoptozun
niikleer mediyatorii) olarak adlandirilan pro-apoptotik proteinin, S. cerevisiae’da
tanimlanmas1 ve karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Serin-proteaz ailesinin bir
tiyesi olan Nmal1lp, hiicresel stres kosullart altinda ekspresyon seviyesi upregiile
edilmeden c¢ekirdegin iginde toplanma egilimindedir. Nmalllp kiimelenmesi bu
proteinin proapoptotik karakteriyle iliskilendirilmektedir. NMAI11°deki silinme
maya hiicresinde apoptotik belirtecleri azaltmakta, asir1 sentezlenmesi ise hiicreyi

apoptoza gotliirmektedir. Cekirdekte bulunan Nmalllp, hiicreleri serin proteaz
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aktivitesiyle Oldiirmektedir (Fahrenkrog ve dig. 2004). Nmalllp’nin, sitozole ve
cekirdege lokalize olan apoptoz inhibitor proteini Birlp’yi pargalayarak apoptoz
oranini artirdig1 ve Birlp’nin asir1 eksprese edilmesi sonucu apoptozun baskilandigi
bildirilmektedir (Walter ve dig. 2006).

Intramitokondriyal NADH’mn oksidasyonunu katalizleyen ve mitokondri i¢
zarina lokalize olan NADH dehidrojenaz Ndilp, maya hiicresi olimi ile
iliskilendirilen bir bagka proteindir. Ndilp’yi kodlayan NDI/’in delesyonunun ROS

liretimini azaltarak yasam stiresini uzattigi belirtilmektedir (Li ve dig. 2006).

Mitokondride bulunan ve apoptozu indiikleyen bir diger faktor olan
Nuclp’nin niikleaz aktivitesine sahip oldugu ve apoptotik sinyallerin almmmasiyla
mitokondriyal permeabilizasyon bozuldugunda gekirdege tasinarak kromatinlerin

pargalanmasinda gorev aldig1 bildirilmektedir (Buttner ve dig. 2007).

Memelilerde NADH oksidaz aktivitesine sahip bir flavoprotein olan, kaspaz
bagimsiz ve mitokondrinin membranlar arasi boslugunda bulunan Aifp’in, maya
hiicrelerinde homologu oldugu ve A/F delesyonunun, H2Oz/asetata maruz kalma
veya yaglanma siirecinde hiicrelerin sag kalim siiresini uzattigi belirtilmistir (Wissing

ve dig. 2004).

Bir bagka ¢alismada ise asetik asit muamelesinin mitokondriden Sitokrom c
salmmii indiikledigi ve hiicreyi 6 liime gotiirdiigii tespit edilmistir (Ludovico ve dig.
2001; Fannjiang ve dig. 2004). Etil alkol, ytliksek konsantrasyonlarda NaCl, UV, 1si,
hipoklordz asit (HOCI), demir, bakir, mangan vb. bilesiklerin toksik boyutlarda
muamelesinin de apoptotik siireci baslatabilecegi belirtilmistir (Carmona-Gutierrez
ve dig. 2009). Ayrica amonyagin maya kolonilerinde koloninin ortasinda birikip

yaslt hiicrelerde apoptozu indiikledigi belirlenmistir (Vachova ve dig. 2005).

40



Tablo 2.2: Memeli apoptotik proteinler ve fonksiyonlarinin mayadakiortologlarn (Kavakcioglu2017).

. Fonksiyonu
Insan S. cerevisiae
(Www.yeastgenome.org)

ER ile iliskili ubikitin bagimh
protein bozunma sisteminin bir
parcast  olan  poliubikitinlenmis
proteinlerin salinmasinda yer alan
cesitli multiprotein ATPaz
VCP Cdc48p/YDL126C  kompleksinin bir bilesenidir. Aymi
zamanda mitotik igi ayirma, otofaji,
ER  membran fiizyonu, hiicre
boyunca lokalize protein
transportunun  bozulmasinda  rol

oynar.

Sitokrom  c’nin mitokondriyal
Sitokrom ¢ (Cyt c) Cyclp/YJR048W  salinimi sonucu kaspaz aktivasyonu
tetiklenerek apoptoz baslatilir.

RNAz, DNA endo- ve
ekzoniikleolitik aktivitelere sahip

major  mitokondriyal niikleazdir.

Mitokondriyal rekombinasyon,

Endoniikleaz G apoptoz, poliploidinin
Nuclp/YJL208C _ .

(Endo G) stirdiiriilmesindeki roller,

programlanmis niiklear yikim (PND)
sirasmda genomik DNA’nin
parcalanmasinda  gorevli memeli

EndoG ortologunu kodlar.
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Apoptozis
Indiikleyici Faktor Aif1p/YNRO74C
(AIF)

Apoptotik  uyaranlara  cevaben
cekirdege transloke olan
mitokondriyal hiicre Olim
etkinlestiricisidir. Rediiktaz olarak
kabul edilen memeli apoptozis

indiikleyici faktdr homologudur.

Apoptozis protein

Birlp/YJROSOW
inhibitorii (IAP)

Birlp genellikle apoptozis inhibitorii
proteinlerinde bulunan bir protein
motifi olan ti¢ bakuloviriis IAP tekrar
bolgesi icermektedir. Birlp,
kromozom stabilitesi ve apoptozda
bagimsiz  roller oynuyor gibi

gortiinmektedir.

Mitokondriyal serin
proteaz Nmalllp/YNLI123W
(HtrA2/Omi)

Serin proteaz ve genel molekiiler
saperonlar apoptozun gelisimi ve 1s1
stresine yanit vermede rol oynarlar.
Lipid homeostazisine katkida
bulunabilirler. Memeli Omi/HtrA2
serin proteaz ailesine dizi benzerligi

mevcuttur.

Apoptozis
Indiikleyici Faktor
(AIF)-Homologu ve ~ Ndilp/YML120C
Mitokondri Iliskili

NADH:ubikinon oksidorediiktaz;
elektronlar1  solunum  zincirinde
NADH’den ubikinona aktarir. Ancak
daha yiiksek okaryotik ¢ok alt birimli
solunum kompleksi 1’in  aksine
proton pompalamaz. Apoptotik stres

tUzerine mitokondride N-terminal

Protein
boliinmesi ile aktive edilir, ardindan
apoptozu indiiklemek igin
sitoplazmaya transloke olur.
Apoptozis esnasinda Onemli rol
Ycalp/Mcalp/ o
Kaspazlar oynayan Ca’*-bagiml sistein
YOR197W

proteazdir. Strese cevaben spesifik
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substratlara baglanir. H202
muamelesi lizerine apoptozu
diizenler. Hiicre dongiisii dinamikleri
ve yasam siliresinin ayarlanmasnu
iceren otokatalitik islemlere
ugramast acismdan memeli

kaspazlarina benzerdir.

Sonug olarak tiim bu veriler 1s131nda apoptotik siirecin sadece ¢ok hiicreli
organizmalarda tanimlanan bir mekanizma olmadig1 ayn1 zamanda S. cerevisiae gibi
maya hiicrelerinde de Ozellikle kolonilerin hayatta kalma adaptasyonlarindan biri
oldugu ve okaryotik organizmalarda hiicre 6liimiiniin gerceklesmesi i¢in gerekli olan
faktorlerin ¢cogu S. cerevisiae’daki homologlar1 da yapilan c¢alismalar ile
gosterilmistir (Madeo ve dig. 2002, Carmona-Gutierrez ve dig. 2010, Strich 2015).
Boylece yiiksek okaryotlarla mayalar arasindaki evrimsel olarak korunmus igsel
apoptotik yolaklarin maya hiicrelerinde kullaniminin apoptozun hala tam olarak
tanimlanamayan molekiiler mekanizmalarmm anlasilmasina yardimci olabilecegi
sonucuna varilmistir (Madeo ve dig. 2004). ilaveten yiiksek okaryotlar ve mayalar
arasindaki evrimsel siirecte yliksek derecede korunmus apoptoz yolaklarinin;
mayalarda programli hiicre 6liimiine yonelik ilaglarin taranmasi/gelistirilmesi i¢in
gliclii bir model organizma olabilecegi, antitiimor ilaglarin tasariminda hiicresel
6zgllliik sorununun tistesinden gelebilecegi ve insan hiicreleri icin 6nem arz etmeyen

apoptotik diizenleyicilerin mantarlara 6zgii hedeflenen etkin antifungal ilaglarn
tasarimmi da miimkiin kilabilecegi bildirilmektedir (Almeida ve dig. 2008).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Tez ¢alismasinda kullanilan tiim kimyasallar aksi belirtilmedikce analitik veya
daha yiiksek saflikta olup Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan elde edilmistir.

Saccharomyces cerevisiae suslari

Vabhsi tip (MA Ta his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0) ve sitozolik katalaz T (MATa
his3A1 1eu2A0 lys2A0 ura3A0 CTT1::(kanMX4), tiyoredoksin-disiilfid rediiktaz
(MATa his3A1 leu2 A0 lys2A0 ura3A0 TRR2::kanMX4) ve glutatyon sentaz (MATa
his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 GSH2:kanMX4) delesyonlu mutant S. cerevisiae
BY4741 suslart Horizon Discovery (Cambridge, Birlesik Krallik) firmasindan temin
edilmistir.

3.2 Metod

3.2.1 Saccharomyces cerevisiae suslarinin rutin bakim kosullari

Vahsi tip ve tiim mutant suslarin rutin pasajlamalarimda, 10 g/L maya
ekstrakti, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoz ve 20 g/L bakteriyolojik agar iceren YPDA

besi yeri (pH:5,6) kullanilmistir. YPDA besi yerine ekimi yapilan maya suglarinin
proliferasyonu i¢in 5 giin boyunca 30 °C’de inkubasyon gergeklestirilmistir.

3.2.2 Saccharomyces cerevisiae suslarimin biiyiime ve stres kosullar:

Vahsi tip ve tiim mutant suslarin biiyime ortamu olarak 10 g/L. maya
ekstrakti, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoz i¢ceren YPD besi yeri (pH:5,6) kullanilmigtir.
Mutant suslarin biliylime ortamina ayrica genetisin antibiyotigi (G418), 200 mg/L
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dH>0, ilave edilmistir. inokulasyon, 660 nm’deki optik yogunlugu 0,2 olan spor
stispansiyonunun 10 mL’sinin 250 mL’lik erlenlerdeki 100 mL’lik besi yerine
eklenmesiyle gerceklestirilmistir. Maya hiicreleri erken eksponansiyel faza gelince
kadar 180 rpm ajitasyonda 30 °C’de inkubasyon gerceklestirilmistir. Erken
eksponansiyel faza ulasan maya hiicrelerinin besi yerine %0,25—-1 BA ve
%0,05—0,25 lityum metaborat (LMB) dogrudan ilave edilmistir. 12 ve 36 saatlik
muamele periyodunun ardindan biyokimyasal analizler i¢in hiicreler uygun

kosullarda saklanmustir.

3.2.3 Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin proliferasyon ve metabolik

aktivitelerinin belirlenmesi

Ajan uygulanmis maya popiilasyonundaki biiyliimekte olan/prolifere olan
hiicrelerin yiizdelerini belirlemek amaciyla 660 nm’de spektrofotometrik absorbans
okumasi yapilmistir. Hiicre proliferasyonunun inhibisyon yilizdesinin belirlenmesi
amactyla kontrol i¢in okunan absorbans degeri %100 kabul edilip ajan uygulanmig

gruplardaki ylizde hesaplanmustir.

Hiicre proliferasyon yiizdelerinin yani1 sira olasi metabolik degisimlerin
belirlenmesi amaciyla “Cell Counting Kit-8” (CCK-8, Abbkine, Inc. Cin) test
kitinden yararlanilmistir. Testin temel prensibi, hiicresel dehidrogenazlar tarafindan
WST-8 tuzunun (2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H-
tetrazolyum, monosodyum tuzu) indirgenmesine ve olusan formazan tuzunun
renginin spektrofotometrik Olgiimiine dayanmaktadir. Hiicre metabolik aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla yaklasik 6x10* hiicre igeren 100 uL’lik hiicre siispansiyonu
kitin igeriginde yer alan CCK-8 solusyonunun 100 pL’si ile karistirilmig ve 3 saat
37°C’de inkubasyon gerceklestirilmistir. Inkubasyon periyodunun ardindan,
absorbans degerleri 450 nm’de okunmus ve hiicre metabolik aktivite ylizdeleri

kontrole kiyasla hesaplanmustir.
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3.2.4 Biyokimyasal analizler icin Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin

ham ekstraktlarmin hazirlanmasi

Maya hiicre lizisi igin ticari “CelLytic Y cell lysis” reaktifi kullanilmistir.
Lizis islemi i¢in, maya hiicreleri besi yerinden 12,000 g’de 5 dakika siireyle santrifiij
edilerek toplanmis ve ayni kosullar altinda pH 7,4’ deki fosfat tamponlu tuz (PBS)
kullanilarak 3 kez yikanmistir. Toplanan maya pelletinin 1 gr’1 basma 5 mL CelLytic
Y cell lysis reaktifi eklenerek hafif karigtirma ile birlikte oda sicakliginda 20 dakika
boyunca inkubasyon gerceklestirilmistir. Inkubasyon periyodunun sonunda, lizis
edilen hiicreler 12,000 g’de 10 dakika siireyle santrifiij edilmis ve siipernatanlar daha

ileri biyokimyasal analizler i¢in temiz tiiplere alinarak uygun kosullarda saklanmustir.

3.2.5 Biyokimyasal Analizler

3.2.5.1 Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Kontrol ve ajan uygulanmis maya hiicre siipernatanlarindaki SOD
aktivitesinin belirlenebilmesi amaciyla kolorimetrik bir test kitinden (Cayman, Ann
Arbor, Michigan) yararlanilmistir. Testin temel prensibi, tetrazolyum tuzu (WST) ile
birlikte hipoksantin ve ksantin oksidaz (XO) tarafindan {iretilen siiperoksit

radikallerinin saptanmasina dayanmaktadir (Sekil 3.9).

Xanthinc Formazan dye
+ O,
Xanthme o><|dase
H,O, v_/ K
Uric acid Tetrazolium salt
SOD
O, + H 20,

Sekil 3.9: Superoksit dismutaz aktivite tayininin sematik gosterimi.

Aktivite Ol¢iimii i¢in, 10 pl’lik maya hiicre slipernatanlarina kitin igeriginde
yer alan WST ve XO soliisyonlarindan sirastyla 190 ve 20 ul eklenmistir. Karigim,
oda sicakliginda 30 dakika boyunca hafif karistirma ile birlikte inkube edilmistir.
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Inkubasyon periyodunun ardindan tiim 6rneklerin absorbans degerleri 450 nm’de
okunmustur. Oreklerdeki SOD aktiviteleri, standart egrinin lineer regresyonundan
elde edilen denklem kullanilarak hesaplanmistir. 1 iinite (U) enzim aktivitesi,
stiperoksit anyon radikalinin %50’sini sOnlimlemek i¢in gereken enzim miktari

olarak tanimlanmustir.

3.2.5.2 Glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Kontrol ve ajan uygulanmis maya hiicre siipernatanlarindaki GST
aktivitesinin belirlenebilmesi amaciyla kolorimetrik bir test kitinden (Cayman, Ann
Arbor, Michigan) yararlanilmistir. Testin temel prensibi, GST tarafindan katalizlenen
reaksiyon sonucunda GSH ve 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) arasindaki
konjugasyon reaksiyonuna dayanmaktadir. Aktivite Ol¢iimii icin, 150 pl test
tamponu, 20 ul GSH ve 20 pl maya hiicre siipernatani i¢eren karigima 10 pl CDNB
eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Sifirinci dakikadan itibaren 5 dakika boyunca her
1 dakikada 340 nm’deki absorbans degerleri kaydedilmistir. Ormeklerdeki GST
aktivitesi, CDNB’nin ekstinksiyon katsayisi olan 0,00503 uM~! degeri kullanilarak
hesaplanmistir. 1 {inite (U) enzim aktivitesi, 25°C’de dakika basma 1 nmol CDNB’yi

GSH ile konjuge etmek i¢in gereken enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.

3.2.5.3 Membran lipit peroksidasyon seviyelerinin belirlenmesi

Kontrol ve ajan wuygulanmis maya hiicre siipernatanlarindaki lipit
peroksidasyon diizeyleri Schmedes ve Holmer (1989) tarafindan gelistirilen yonteme
gore bazi ufak degisiklikler yapilarak belirlenmistir. YoOntemin prensibi, lipit
peroksidasyon iiriini MDA ve tiyobarbutirik asit (TBA) arasindaki reaksiyona
dayanmaktadir. MDA diizeylerinin tespiti i¢in, 500 pl maya hiicre siipernatani 1250
uL, %20’1ik trikloroasetik asit (TCA) ile karistirilmis ve karigim 90°C’de 15 dakika
boyunca inkube edilmistir. Inkubasyon periyodunun sonunda, karisim 4000 rpm’de
10 dakika santrifiijlenmis ve silipernatanlar toplanmistir. Ardindan, 1000 pl
stipernatant ile 1000 pL, 0,02 M sulu TBA soliisyonu karnstirilarak 90°C’de 15
dakika boyunca inkube edilmistir. Inkubasyon periyodunun sonunda MDA-TBA
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tirlinliniin  absorbans1 532 nm’de kaydedilmistir. Lipit peroksidasyon diizeyleri,
MDA nin ekstinksiyon katsayis1 olan 1,56 x 10°> mol L' cm™ degeri kullanilarak gr
maya hiicresi basina mM MDA olarak hesaplanmustir.

3.2.5.4 Toplam protein seviyelerinin belirlenmesi

Maya hiicre siipernatanlarmdaki total protein miktarinin belirlenebilmesi
amactyla Bradford (1976) metodundan yararlanilmistir. Total protein miktarinin
belirlenebilmesi amaciyla 100 pl siipernatan 900 pl Bradford reaktifi ile karistirilarak
2 dakikalik oda sicakligindaki inkubasyondan sonra 595 nm’de kore karsi absorbans
Olciimii  yapilmistir. Sigir serum albiimini (BSA) standart olarak kullanilmistir.
Omneklerdeki total protein miktarlar1 standart egrisinin lineer regresyonundan elde

edilen denklem kullanilarak ml 6rnek bagina mg protein olarak hesaplanmustir.

3.2.5.5 Taramah elektron mikroskobu analizi (SEM)

Kontrol ve ajan uygulanmis maya hiicrelerinin yiizey morfolojisinde meydana
gelen degisimler taramali elektron mikroskobu kullanilarak analiz edilmistir (Liu ve
dig. 2010). Yontemde, ilk olarak 3x107 hiicre/ml yogunlugunda hiicre igeren 50 pl
siispansiyon, poli-L-lizin ile kaph lamellere yerlestirilmis ve 40 dakika siire ile
havada kurutulmustur. Ardindan, hiicreler %2,5’luk glutaraldehit ¢ozeltisi ile 7 saat
boyunca fikse edilmistir. Yikama adimini takiben hiicrelerin suyu, %30, 50, 70 ve
95’lik kademeli etanol serilerinde 1 kez ve %100’liik etanolde 2 kez yapilan 20
dakikalik inkubasyonlar ile uzaklastirilmistir. Tekrar havada kurutulan hiicreler 6nce
altn-paladyum pargaciklari ile piiskiirtme ile kaplanmis ve ardindan 15,00 K X

bliylitmede goriintiilenmislerdir.
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3.2.5.6 YCAI, AIF1, NDI1, NUCI, BIRI ve NMA111 Genlerinin Ger¢cek
Zamanh Polimer Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile Ekspresyon

Diizeylerinin Belirlenmesi

3.2.5.6.1 Primer Dizayni:

YCAI, AIF1, NDII, NUCI, BIRI ve NMAIII genlerinin relatif
kantitasyonunda kullanilan primerler, S. cerevisiae tiirline 6zgii olacak sekilde
National Center for Biotechnology Information (NCBI)’dan elde edilen sekans
verileri kullanilarak Primer3 programi ile ticari olarak satmn alindiklant firma
tarafindan dizayn edilmistir. Dizayn edilen primerlerin spesifikligi Blast ile kontrol
edilmistir. Primerler, PCR saflikta su ile sulandirilarak 100 uM’lik stok soliisyonlari
hazirlanmistir. Kullanilan primerlerin baz dizileri Tablo 3.3’te verilmistir. Gen
ekspresyonunun normalizasyonu i¢in Aktin (ACT1) geni housekeeping gen olarak

kullanilmustir.

Tablo 3.3: Primer dizileri, erime sicakliklari ve guanin-sitozin yiizdeleri.

Gen Baz Dizisi (5° — 3’) Tm (°C) %GC
F: ATAATGGCTACCAACGGCCC 59 55
red! R: TAAGCCATAGGGGGAGGACC 61 60
F: TACTGCCGGACTCTGGGTTA 59 55
AlF R: AATACGTTTCGGCGAGGTGT 57 50
F: AGCTCTGCCCATCGTTTTGA 57 50
i R: CTTCAACTTTGGCGACAGCC 59 55
F: ATGATCGAGGCCATCAAGCC 59 55
ol R: AGTACTCCAAATGCGCCCAA 57 50
F: GGCCTCACAGTGGTTCTCAA 59 55
BIRT R: GCTGGAGTCGTATCGCATGA 59 55
F: TTTGGCTAAGGTCGGCTCAG 59 55
NMAIILI
R: AACCACTTGAACCGCCAGAA 57 50
F: TCGCCTTGGACTTCGAACAA 57 50
act R: CAAAGCTTCTGGGGCTCTGA 59 55
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3.2.5.6.2 RNA izolasyonu:

Kontrol ve ajan uygulanmis maya hiicrelerinden total RNA izolasyonu i¢in
“GeneAll Hybrid-RTM total RNA purification kit” (Seoul, Korea) kullanilmis ve
kitteki prosediir takip edilmistir. Islem basamaklari asagida maddeler halinde

verilmistir.

1. 107 hiicre, kitin igeriginde yer alan RiboEx solisyonu ile
vortekslenerek homojenize edilmis ve 5 dakika siire ile oda

sicakliginda inkubasyon gergeklestirilmistir.

2. Inkubasyon isleminin ardindan homojenat 12,000 g ve +4°C’de 10

dakika stireyle santrifiij edilerek siipernatanlar toplanmistur.

3. 1 ml siipernatan basina 200 pl kloroform eklenmis ve kuvvetlice 15
saniye siire ile calkalandiktan sonra 2 dakika oda sicaklifinda

tutulmustur.

4. Kangim, 12,000 g ve +4°C’de 10 dakika siireyle santrifiij edilerek

iistteki sulu faz temiz bir tiipe alinmistir.

5. Toplanan sulu fazla ayn1 hacimde olacak sekilde kitin igeriginde yer

alan RBI tamponu eklenmis ve tamamen ters ¢evrilerek karistirilmustir.

6. Karngimin tamami, 700 pl’lik kisimlar halinde, 10,000 g ve oda
sicakligindaki 30 saniyelik santrifiijle kitin iceriginde yer alan mini

spin kolonundan gegirilmistir.
7. Ornegin tamami, mini spin kolonundan gegirildikten sonra ayni kolona

kitin i¢eriginde yer alan SWI tamponundan 500 pl eklenmis ve yine

ayn1 kosullarda santrifiijlenmistir.

50



8. Santrifiij isleminin ardindan mini spin kolonuna kitin igeriginde yer
alan RNW tamponundan 500 pl eklenmis ve tekrar ayni kosullarda

santrifiijlenmistir.

9. Mini spin kolonunda geriye kalan yikama tamponlarmi
uzaklastirabilmek i¢cin 10,000 g ve oda sicaklimdaki 1 dakikalik

santrifiij islemi yapilmustir.

10. Mini spin kolonuna tutunmus total RNA’larin elusyonu i¢in kolonun
merkezine 75 pl “RNase free water” eklenerek 1 dakika siireyle

beklenmistir.

11. 10,000 g ve oda sicakhigindaki 1 dakikalik santrifiij islemi ile RNA

izolasyonu tamamlanmugtir.

3.2.5.6.3 cDNA Sentezi:

izole edilen RNA &6reklerinden cDNA sentezi icin “VitaScript FirstStrand
cDNA Synthesis Kit” (Procomcure, Thalgau, Avusturya) kullanilmis ve kitteki
prosediir takip edilmistir. Asagidaki Tablo 3.4’te reaksiyon karisimimnin igerigi

verilmistir.

Tablo 3.4: cDNA sentezi i¢in reaksiyon ortaminin bilesen ve hacimleri.

Bilesen Hacim (ul)
5X VS Reaction Buffer (Kitin bileseni) 4
VitaScript Enzyme Mix (Kitin bileseni) 1
Total RNA 3
Nuclease-free dH20 (Kitin bileseni) 12
Toplam Hacim 20

20 pl’lik reaksiyon karisimi 42 °C’de 1 saat siireyle inkube edilmistir.
Ardindan 80 °C’de 10 dakikalik ters transkriptaz inaktivasyonundan sonra reaksiyon
karisimi 200 pl’ye “Nuclease-free dH20” ile seyreltilerek kullanilmustir.
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3.2.5.6.4 RT-PCR:

RT-PCR analizi i¢cin “2X Magic SYBR Mix” (Procomcure, Thalgau,
Avusturya) kullanilmis ve kitteki prosediir takip edilmistir. Reaksiyon karigiminin
icerigi ve RT-PCR protokoliil sirastyla Tablo 3.5 ve 3.6°de verilmistir. (Kullanilan
primerlerin dizileri yukaridaki Tablo 3.3° de verilmistir). RT-PCR iiriinlerinin saflik

kontrolii i¢in erime sicaklig1 grafiklerinden faydalanimistir.

Tablo 3.5: RT-PCR i¢in reaksiyon ortaminin bilesen, hacim ve son derigimleri.

Bilesen Hacim (ul)  Son Derisim
2X Magic SYBR Mix (Kitin bileseni) 10 X
cDNA 1,5

Forward primer (10 uM) 0,4 0,2 uM
Reverse primer (10 pM) 0,4 0,2 uM
Nuclease-free dH20 7,7

Toplam Hacim 20

Tablo 3.6: RT-PCR protokolii.

Basamak Dongii Sicakhk Zaman
Denatiirasyon 1 95°C 5 dakika
950C 10 saniye
Amplifikasyon 40 55-60°C 15 saniye
72 0C 20 saniye
Uzama 1 720C 2 dakika

3.2.6 Istatistiksel Analiz:

Veriler, iic degerin ortalama+S.E.M olarak sunulmustur. Varyanstaki
farkliliklar, GraphPad Prism 6.0 istatistik yazilim (GraphPad, La Jolla, CA, ABD)
kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile istatistiksel olarak analiz

edilmistir. Tukey testi post hoc olarak kullanimistr.
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4. BULGULAR

4.1 Vabhsi Tip ve Mutant Saccharomyces cerevisiae BY4741 Suslarinin

Biiyiime Egrisi

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda, vahsi tip ve mutant S. cerevisiae BY4741
hiicrelerinin biiyiime ortami olarak YPD besi yeri (pH: 5,6) kullanilmig ve 180 rpm
ajitasyonda 30°C’de inkubasyon gergeklestirilmistir. Mutant hiicrelerin biiyiime
ortamima ayrica 200 mg/L derisiminde genetisin antibiyotigi ilave edilmistir. Vahsi
tip ve mutant suslarin yaklasik 24 saat siireyle izlenen biiylime egrilerinde herhangi
bir fark goriilmemis olup tim BY4741 suslan i¢in ortak biiylime egrisi asagidaki
Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10: S. cerevisiae mayasinin biiylime egrisi.

Maya hiicreleri erken eksponansiyel fazlarina ulastiginda (ODs6onm = 0,4-0,6)
besi yerlerine degisen derisimlerde BA ve LMB eklenerek 12 ve 36 saat siireyle
inkubasyona devam edilmistir.
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4.2  Vahsi Tip Saccharomyces cerevisiae BY4741 Hiicre Canlihg1 ve
Metabolik Aktivitesi Uzerine Borik Asit ve Lityum Metaboratin
Etkileri

BA ve LMB’nin vahsi tip maya hiicresi lizerindeki olas1 toksik etkileri
incelemek i¢in, hiicreler erken exponansiyal faza ulastiklarinda besi yerlerine
srastyla 9%0,25-1 ve %0,05-0,25 konstrasyonlarindaki ajanlar uygulanmistir. BA
dozlar1 daha 6nce yaymlanmis literatiir verileri temel alinarak se¢ilmistir (Schmidt ve
dig. 2010). Diger yandan LMB konsantrasyonlarina, daha 6nce yapilan ¢aligmalarin
olmamasi sebebiyle kullanilan maya biiyliime ortamindaki c¢oziiniirliigli dikkate
alinarak karar verilmistir. LMB, %0,25’ten daha yiiksek konsantrasyonlarda YPD’de

¢Ozinmemistir.

Sekil 4.11 ve 4.12°de BA ve LMB’nin yukarida belirtilen degisen
derisimlerine 12 saat siireyle maruz kalan maya hiicrelerinin sirastyla kontrole

kiyasla yiizde proliferasyonlar1 ve metabolik aktiviteleri verilmistir.
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Sekil 4.11: Degisen derisimlerde BA ve LMB’nin vahsi tip S. cerevisiae BY4741 hiicre
proliferasyonu iizerindeki etkileri. Hiicre proliferasyon yiizdesi kontrole kiyasla hesaplanmistir. Hata
cubuklu veriler, 3 tekrarh deneyin ortalamasi £ S.E.M olarak verilmistir. Tukey coklu karsilastimma
testine gore; a, kontrol ve diger gruplar arasindaki anlaml farki (@a4p<0,0001); b, %0,25 BA ve diger
gruplar arasindaki anlaml farki (b4p<0,0001); ¢, %0,5 BA ve diger gruplar arasindaki anlaml fark:
(c4p<0,0001); d, %0,05 LMB ve diger gruplar arasindaki anlhml farki (d4p<0,0001); e, %0,1 LMB
ve diger gruplar arasindakianlaml farki (e4p<0,0001) géstermektedir.
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Sekil 4.12: Degisen derigimlerde BA ve LMB’nin vahsi tip S. cerevisiae BY4741 hiicre
metabolik aktivitesi iizerindeki etkileri. Hiicre metabolik aktivitesi kontrole kiyasla hesaplanmistir.
Hata c¢ubuklu veriler, 3 tekrarli deneyin ortalamasi +S.E.M olarak verilmistir. Tukey c¢oklu
karsilagtirma testine gore; a, kontrol ve diger gruplar arasindaki anlamh farki (*p<0,0001); b, %0,25
BA ve diger gruplar arasindaki anlamh farki (**p<0,0001); ¢, %0,5 BA ve diger gruplar arasmdaki
anlaml fark: (¢9p<0,0001); d, %0,05 LMB ve diger gruplar arasindaki anlhmh farki (44p<0,0001); e,
%0,1 LMB ve diger gruplar arasindakianlaml farki (¢*p<0,0001) géstermektedir.

Elde edilen sonuglara gore, 12 saatlik uygulama sonucu %0,25 BA nin ayni1
konsantrasyondaki LMB’den daha toksik oldugu goriilmiistiir (p<0,0001). Ek
olarak, BA’nin farkli konsantrasyonlarmin muamele edildigi gruplar arasinda
hiicresel canlilikta 6nemli farkliliklara neden oldugu goézlemlenmistir (p<0,0001).
%0,05 ve 0,1 LMB uygulanmis gruplar ile LMB uygulanmamis kontrol grubu
arasinda hiicre biiyiimesinde kayda deger bir fark tespit edilmemistir. %0,25 LMB
muamelesi ise maya hiicre biliylimesi ve metabolik aktiviteyi sirasiyla kontroliin
%91,07+£0,11 ve %90,81+0,09'una olmak iizere istatistiksel olarak anlamli Slciide
disiirmistiir (p<0,0001). Sasirtic1 sekilde %0,05 LMB’nin S. cerevisiae hiicrelerinin

metabolik aktivitesini 6nemli dl¢iide indiikledigi gdzlenmistir (p<<0,0001).

S. cerevisiae BY4741 hiicreleri BA ve LMB’ye 36 saat siire ile maruz
kaldiklarinda ajanlarm toksik etkisinde herhangi bir artig gézlemlenmemistir. Aksine,

%0,25 ve 0,5 BA uygulanmis Orneklerin kontrol grubuna kiyasla proliferasyon
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ylizdelerinde 12. saate kiyasla istatistiksel a¢idan anlamli artiglar belirlenmistir
(p<0,0001). Dolayistyla maya hiicrelerinin BA’in goreceli daha diisiik derisimlerine

muamele periyodunun uzamasi ile birlikte direng gelistirdigi sdylenebilir.

4.3 Sitozolik Katalaz T, Tiyoredoksin-Disiilfid Rediiktaz ve Glutatyon
Sentaz Enzimlerinin Borik Asit ve Lityum Metaboratin Etkileri
Uzerindeki Potansiyel Koruyucu Ozelliklerinin Delesyonlu ~ Mutant

Suslar Kullanilarak Arastirilmasi

BA ve LMB’nin vahsi BY4741 susunun canlihg1 iizerindeki etkilerinin
belirlenmesinin ardindan énemli antioksidan savunma sistemlerinden olan sitozolik
CATT, TrxR ve GSS bu ajanlara kars1 olasi koruyucu etkileri s6z konusu enzimleri
ekspresse eden gen bolgelerinin silindigi delesyonlu mutantlar (swrastyla ACTTI,
ATRR?2 ve AGSH?2 mutantlar) kullanilarak arastirilmistir. C7717’in, H2O2 tarafindan
indiiklenen oksidatif hasara kars1 koruyucu etkisi oldugu bilinmektedir (Grant ve dig.
1998). TRR2, mitokondriyal tiyoredoksin rediiktaz olup yine hiicrenin oksidatif
strese kast korunmasmda etkilidir (Pedrajas ve dig. 1999; Trotter ve Grant 2005;
Byrne ve Wolfe 2005). GSH2 ise, oksidatif stres ve 1s1l sok gibi kosullara maruziyet
sonucunda hiicrede indiiklenen ve en onemli non-enzimatik antioksidatif savunma
faktorlerinden biri olan GSH sentezini katalizler (Inoue ve dig. 1998; Grant ve dig.

1997; Sugiyama ve dig. 2000).

Sunulan tez calismasi kapsaminda, hiicre proliferasyon ve metabolik aktivite
testleri vahsi sus ile yiiriitillen kosullar altinda belirtilen 3 mutant sus ile de
tekrarlanmis olup sonuglar vahsi tip ile kiyaslanarak bu enzimlerin BA ve LMB’nin
maya hiicresi tizerindeki etkileri {izerinde herhangi bir koruyucu rollerinin olup
olmadigmma dair bir yorum getirilmistir. Gerek hiicre proliferasyonu ve gerekse
metabolik aktivite agisindan istatistiksel olarak tek anlamli sonu¢ %0,25 LMB
uygulanan hiicrelerde belirlenmis olup bu sonuglar asagidaki Sekil 4.13 ve Sekil

4.14° de sunulmustur.
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Sekil 4.13: Vahsi susa kiyasla AGSH2 ve ATRR2 mutanthrnnmn 12 saatlik %0,25 LMB
uygulamasi sonucu proliferasyon yiizdeleri (Vahsi susun proliferasyonu %100 kabul edilerek
hesaplamalar yapilmistir). Hata cubuklu veriler, 3 tekrarlh deneyin ortalamasi +S.E.M olarak
verilmistir. Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gore ****p <0,0001 vahsi sus grubu ile diger gruplar

arasindakianlamli farki gostermektedir.

Yukaridaki Sekil 4.13° den goriilecegi tizere, 12 saat siire ile %0,25 LMB
uygulanmis Orneklerde, vahsi susa kiyasla AGSH2 ve ATRR2 suslarinin hiicre
proliferasyon yiizdeleri sirastyla yaklasik %57 ve 75’e anlamli olarak diigmiistiir. Bu
durum her iki enzimin LMB muamelesine kars1 maya hiicrelerini koruyucu rollerinin
oldugunu gostermektedir. Ayrica iki mutantin hiicre proliferasyon yiizdeleri arasinda
da istatistiksel olarak anlamli fark belirlenmistir. Dolayisiyla GSS koruyucu etkisinin

TrxR enziminden daha baskin oldugu belirtilebilir.
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Sekil 4.14: Vahsi susa kiyasla ACTTI, AGSH2 ve ATRR2 mutantlarinin 12 saatlik %0,25
LMB uygulamasi sonucu metabolik aktivite yiizdeleri (Vahsi susun metabolik aktivitesi %100 kabul
edilerek hesaplamalaryapilmistir). Hata ¢cubuklu veriler, 3 tekrarh deneyin ortalamasi + S.E.M olarak

verilmistir. Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore ****p <0,0001 vahsi sus grubu ile dier gruplar
arasindakianlamh farki gdstermektedir.

12 saat siire ile %0,25 LMB uygulanmis Orneklerde, vahsi susa kiyasla
ACTTI, AGSH2 ve ATRR2 mutantlarinin metabolik aktivite ylizdeleri ise Sekil
4.14° de sunulmustur. Bu mutantlarin metabolik aktivite yiizdeleri aralarinda anlamli
fark olmaksizin yaklasik %85 olarak tespit edilmistir. Dolayisiyla bu enzimlerin,
hiicre proliferasyonunun aksine maya metabolik aktivite hizin1 benzer sekilde

etkiledigi sdylenebilir.

4.4  Vahsi Tip Saccharomyces cerevisiae BY4741 Superoksit Dismutaz
ve Glutatyon-S-transferaz Enzim Aktiviteleri Uzerine Borik Asit ve

Lityum Metaboratin Etkileri

Daha oOnce bahsedildigi gibi canli sistemler; hiicrelerde asiri/istenmeyen
ROS’nin elimine edildigi ve endojen/ekzojen kimyasallarin detoksifiye edildigi
enzimatik/enzimatik olmayan molekiilleri iceren ¢esitli savunma mekanizmalarina
sahiptirler. Sunulan tez c¢alismas1 kapsaminda, BA ve LMB’nin siliperoksit
radikalinin (O27) hidrojen perokside (H202) doniisiimiinii katalizleyen ve ROS
stipiiriicii enzimlerden biri olan SOD enzimi {izerindeki etkileri ele alimmugstir. Ayn

zamanda GST enziminin aktivitesindeki degisimler de irdelenmistir. GST, faz 2
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detoksifikasyon enzimleri arasindadir ve GSH’nin g¢esitli elektrofilik bilesiklere
konjugasyonunu katalizlemektedir (Townsend ve Tew 2003). Cogu Okaryotlar gibi
tek hiicreli okaryotik mayalarda da bol bulunan Cu,Zn-SOD1 ve yalnizca
mitokondriyel matrikse lokalize Mn iceren SOD2 gibi iki SOD izoformu
bulunmaktadir (McCord ve Fridovich 1969; Weisiger ve Fridovich 1973; Perrone ve
dig. 2008; Montllor-Albalateve dig. 2019). Diger yandan, sitoplazma, mitokondri ve
cekirdekte lokalize olan glutaredoksinler ve sitoplazmik transkripsiyonel diizenleyici
Ure2’lerin mayada GST aktivitesine sahip oldugu bilinmektedir (Rai ve Cooper
2005). Total maya hiicre fraksiyonlarinda SOD ve GST aktiviteleri sirasiyla Sekil
4.15 ve Sekil 4.16’da sunulmustur. Goriildiigii gibi BA’nin %0,5’e kadar olan
konsantrasyonlar1 SOD ve GST aktivitelerini kademeli olarak indiiklemistir. %1 BA
ile muamele edilen grupta her iki enzim aktivitesi de kontrol grubundan daha
ylksektir. Elde edilen sonuglar, indiiksiyonlarmn BA temelli oksidatif strese cevaben
enzimatik savunma tepkisinin bir sonucu oldugu ancak BA’nin yiiksek
konsantrasyonlarinda hiicresel direncin azaldigmi gostermektedir. Ayrica LMB
muamelesi ile enzim aktivitesinde herhangi anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.
Kontrol grubuna kiyasla tek anlamli indiiksiyon %0,25 LMB muamele edilmis

grubun GST aktivitesi i¢in kaydedilmistir.
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Sekil 4.15: Degisen derisimlerde BA ve LMB uygulamalrinin vahsi tip S. cerevisiae
BY4741 SOD aktivitesi iizerindeki etkileri. Hata ¢ubuklu veriler, 3 tekrarli deneyin ortalamasi
+S.E.M olarak verilmistir. Tukey coklu karsilagtirma testine gore; a, kontrol ve diger gruplar
arasindaki anlaml farki (%p <0,01; *p < 0,0001); b, %0,25 BA ve diger gruplar arasindaki anlamh
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farki (*?p < 0,01; **p < 0,001); ¢, %0,5 BA ve diger gruplar arasindaki anlamh farka (*p < 0,01)
gostermektedir.
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Sekil 4.16: Degisen derisimlerde BA ve LMB uygulamalrinin vahsi tip S. cerevisiae
BY4741 GST aktivitesi ilizerindeki etkileri. Hata g¢ubuklu veriler, 3 tekrarli deneyin ortalamasi
+S.E.M olarak verilmistir. Tukey coklu karsilagtirma testine gore; a, kontrol ve diger gruplar
arasindaki anlamh farki (a2p <0,01; adp <0,0001); b, %0,25 BA ve diger gruplar arasindaki anlamh
farki (b2p <0,01; b3p < 0,001); c, %0,5 BA ve diger gruplar arasmdaki anlamh farki (c2p <0,01)
gostermektedir.

4.5 Vahsi Tip Saccharomyces cerevisiae BY4741 Malondialdehit
Diizeyleri Uzerine Borik Asit ve Lityum Metaboratin Etkileri

Lipit peroksidasyonu yiiksek ROS seviyelerinden kaynaklanan temel
oksidatif stres belirteclerinden biridir. Sunulan tez ¢alismasinda, MDA seviyeleri

LPO indeksi olarak 6lgiilmiis ve sonuglar Sekil 4.17°de sunulmustur.
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Sekil 4.17: Degisen derisimlerde BA ve LMB uygulamalrnm vahsi tip S. cerevisiae
BY4741 MDA diizeyleri iizerindeki etkileri. Hata c¢ubuklu veriler, 3 tekrarli deneyin ortalamasi
+S.E.M olarak verilmistir. Tukey coklu karsilagtirma testine gore; a, kontrol ve diger gruplar
amsindaki anlamh farki (®p <0,001; #p < 0,0001); b, %0,25 BA ve diger gruplar arasindaki anlamh
farki (™p < 0,0001); ¢, %0,5 BA ve diger gruplar arasindaki anlamli farki (<p < 0,001); d, %0,05
LMB ve diger gruplar arasindakianlamli fark: (44p <0,0001) gdstermektedir.

Sekil 4.17°de goriildiigli gibi tim BA muameleleri S. cerevisiae hiicrelerinin
MDA seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamh artiglara
sebep olmustur. Ayrica artan BA konsantrasyonlar1 ile MDA diizeylerinde meydana
gelen artiglar da anlamlidir. %0-1 BA ile muamele edilen maya hiicrelerinin MDA
seviyeleri ve SOD aktiviteleri arasinda orta diizeyde bir korelasyon bulunmustur (r =
0,757). %0,1 ve 0,25 LMB uygulanan gruplarm MDA diizeylerinde kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir degisiklik gézlemlenmezken %0,05 LMB uygulanan gruptaki
MDA seviyesinin kontrol grubundaki degerden anlamli olarak diisiik olmasi bu

maddenin diisiik konsantrasyonda antioksidan etki gdsterebilecegini yansitmaktadir.
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4.6  Vahsi Tip Saccharomyces cerevisiae BY4741 Hiicre Morfolojisi
Uzerine Borik Asit ve Lityum Metaboratin Etkileri

BA ve LMB muamelesinden kaynaklanan S. cerevisiae’ya ait ylizey
morfolojisindeki muhtemel degisiklikler Taramali1 Elektron Mikroskobu (SEM) ile
incelenmis ve elde edilen goriintiiler Sekil 4.18’de sunulmustur. Kontrol grubu
incelendiginde, haploid BY4741 maya susunun morfolojik biitlinliiglin bir gostergesi
olarak tipik kiiresel bi¢cim ile piiriizsiiz ve saglam bir ylizey sergiledigi goriilebilir.
Ayrica hiicreler tomurcuklanarak ¢ogaldiklart i¢in gelisen yeni tomurcuklar ve yavru
hiicreler kolaylikla goriilebilmektedir. Ote yandan, BA muamelesi sonrasi hiicre
seklindeki kademeli deformasyonlar ve sayica azalmalar bu bilesigin S. cerevisiae
hiicreleri iizerindeki toksisitesinin mikroskobik belirtileri olarak sayilabilir.
%0,25’lik BA ile muamele edilen grupta hiicre yiizeyinde oyuklar gdzlenmistir.
Ayrica hiicresel hasarlar daha yiiksek BA konsantrasyonlarmda belirginlesmistir.
%0,05 ve %0,1 LMB ile muamele edilen S. cerevisae hiicrelerinin ylizey
morfolojisinde herhangi bir degisiklik gdézlenmemis olup bu goriintiiler sekilde
sunulmamistir. %0,25 LMB ile muamele edilen maya hiicrelerinde oyuk olusumunu

iceren radikal degisiklikler ile diiz ve burusuk morfoloji kaydedilmistir.
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Sekil 4.18: Vahsitip S. cerevisiae BY4741 hiicrelerinin BA ve LMB uygulamalar dncesive
sonrasi taramali elektron mikrografileri (15K X biiyiitme) A) Kontrol grubu; B) 0,25% BA grubu; C)
0,5% BA grubu; D) 1% BA grubu; E) 0,25% LMB grubu.

4.7 Borik Asit ve Lityum Metaborata Maruz Kalan Vahsi Tip
Saccharomyces cerevisiae BY4741 Hiicrelerinde Apoptotik Hiicre
Oliim Belirteclerinden YCAI, AIF1, NDIl1, NUC1, BIRI ve NMA111l

Genlerinin Ekspresyon Diizeylerinin RT-PCR ile Belirlenmesi

Sunulan tez caligmasi kapsaminda BA ve LMB’ye maruz kalan vahsi tip S.
cerevisiae BY4741 hiicrelerinde apoptotik hiicre liimiinde rol oynayan 6nemli bazi
genlerin ekspresyon diizeyleri RT-PCR ile incelenmistir. Sonuglar Sekil 4.19°da

sunulmustur.

Ycalp, Ca*? bagimh bir sistein proteaz olup gesitli uyaricilar karsisinda

indiiklendiginde spesifik hiicresel substratlar1 hidrolizleyerek yikima ugratabilir.

63



Bununla birlikte gerek BA ve gerekse LMB uygulamalar1 sonucu bu proteinin
ekspresyonundan sorumlu YCA/ geninin seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla
baskilandig1 belirlenmistir. BA derisimi arttikca bu baskilanmanin diizeyi artarken,
LMB derigimi arttik¢a azaldig1 gériilmiistiir. Ancak, genel olarak bu proteinin BA ve
yiiksek derisimdeki LMB indiiklii toksisitede rol oynamadigi belirtilebilir.

Ekspresyon diizeyleri aragtirilan genlerden diger ikisi AIF1 ve NUCI olup,
her iki genin ekspresse ettigi Aiflp ve Nuclp apoptotik bir stimulasyona cevaben
mitokondriden  c¢ekirdege transloke olmakta ve DNA’y1 degradasyona
ugratmaktadirlar. Dolayisiyla hiicrelerde kaspaz enzimlerinden bagimsiz olarak
apoptotik yolag: indiiklemektedirler. Elde edilen sonuglar incelendiginde, %1 BA ile
%0,1-0,25 LMB uygulamalari sonucunda A/F'I ekspresyon seviyelerinde kontrole
kiyasla artiglar belirlenmistir. Bu nedenle ajanlarin ancak yiiksek derisimlerinde
AIF1 geninin ekspresyonunun indiiklendigi sonucuna varilmistir. Diger yandan,
NUCI geninin ekspresyon seviyeleri ¢aligilan tiim gruplarda kontroliin altinda olup

baskilandig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.19: Degisen derigimlerde BA ve LMB uygulamalarnnin vahsi tip S. cerevisiae
BY4741 apoptotik genlerin ekspresyon diizeyleri lizerindeki etkileri. Tim sonuglar 3 tekrarl deneyin
ortalamasi olarak verilmistir.

BA ve LMB uygulamalarina bagl olarak ekspresyon diizetleri arastirilan
diger genler NDII, NMA111 ve BIRI’dir. Bir oksidorediiktaz olan Ndilp’yi ekpresse

eden NDII geninin ekspresyonu, ajanlarin calisilan yiiksek derisimlerinde kontrol
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grubunun lizerinde bulunmustur. Birl proteininin heniiz bilinmeyen mekanizma(lar)
lizerinden anti-apoptotik fonksiyon sergiledigi bilinmektedir. Yapilan c¢aligmalar,
BIR1 geninden yoksun mutant suslarin, kromatin kondenzasyonu ve fragmentasyonu,
DNA tek zincir kiriklar1 ve hiicrede ROS birikimi gibi apoptozun tipik 6zelliklerini
sergiledigini; Birlp proteininin asir1 ekspresyonunun ise H2O> muamelesi ya da
kronolojik yaslanma sirasinda indiiklenen apoptotik 6liime karsi hiicreyi korudugunu
gostermistir (Walter ve dig. 2006; Owsianowski ve dig. 2008). Diger yandan
Nmalllp proteini ise Birlp proteininin proteolizi sayesinde apoptotik hiicre
Olimiinti destekler (Fahrenkrog ve dig. 2004). Elde edilen sonuglar irdelendiginde
NMAIIl geninin ekspresyon diizeylerinde kontrole kiyasla herhangi bir artig
gbzlemlenmemistir. %0,5 ve 1’lik BA uygulamalarmin 36. saatinde ise B/IR/ geninin
ekspresyonu kontrole kiyasla anlamli artislar gostermistir. Yine benzer sekilde
calisilan en yiiksek derisim i¢cin LMB uygulamasmin her iki saatinde bu genin
ekspresyon diizeylerinin kontrole kiyasla anlamli olarak arttigi kaydedilmistir.
Ozellikle uzayan inkubasyon siiresine bagli olarak maya hiicrelerinin sdz konusu
ajanlara gosterdigi direng, bu antiapoptotik genin ekspresyonlarindaki artig ile

iliskilendirilebilir.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Tercihen oksijen ile bag yapan ve dogada elementel formda bulunmayan
metaloid B, cesitli siireclerde yaygm olarak kullanilmaktadir. Oksijen ile yaptiklar
baglar sayesinde ya kristal borat mineralleri ya da dogal olarak olusan BA formu
halinde bulunabilmektedirler (Briggs 2000; Bolanos ve dig. 2004). Sunulan tez
caligmasinda ele alman iki tiirevden biri olan ve fizyolojik pH‘ta temel hal oldugu
bilinen BA’e ¢ok sayida farkli yasam formu diisiik miktarlarda ihtiyag duymaktadir.
Biyolojik 6nemi disinda BA ve tuzlar1 yaygm olarak fiberglas, seramik sirlar ve
borosilikat camlarin {iretimi gibi bir¢ok endiistriyel uygulamada kullanim alani
bulmuslardir (Hopfl ve dig. 2003). Bu bilesikler yiiksek dozlarda mikrobiyal
bliylimeyi engelledikleri i¢in antiseptik, bakterisit, temizlik maddeleri ve gida
koruyucular1 olarak kullanilmaktadirlar (Uluisik ve dig. 2018). Diger yandan BA nin
mikroorganizmalar Ozellikle de maya hiicreleri iizerindeki etkileri heniiz
belirsizligini korumaktadir. Bu calismada, BA ve lityum tuzu LMB’nin hiicre
canliligi, antioksidan savunma sistemi, MDA seviyeleri, maya hiicre ylizey
morfolojisi ve bazi pro- ve anti-apoptotik genlerin ekspresyonlar lizerindeki doza
bagimli etkileri incelenmistir. Yapilan literatiir taramasma gore, maya hiicre iskeleti
BA’in dogrudan veya dolayl hedefi gibi goriinmekte iken LMB’nin etkisine dair
herhangi bir calismaya rastlanamamistir (Schmidt ve dig. 2010; Pointer ve dig.
2015). Calisilan tiim BA konsantrasyonlarnin S. cerevisiae BY4741 susuna karsi
toksik 6zellik gostermesi daha 6nce yapilan maya tiirli mantarlar tizerind eki in vitro
arastirmalar1 destekler niteliktedir (Schmidt ve dig. 2010; Beach ve dig. 2016).
Ancak en yiikksek LMB konsantrasyonunun maya hiicre canliligmi etkin sekilde
engelleyemedigi ve diisiik konsantrasyonlarinin maya hiicre metabolik aktivitesini
indiikledigi bulunmustur. S. cerevisiae B bilesiklerine kars1 toleransli bir sus olarak
kabul edildiginden, daha yiiksek LMB konsantrasyonlarmin hem BY4741 hem de
diger maya suslar1 {izerindeki muhtemel biiylime engelleyici oOzellikleri
aragtirtlmahdir. Degisen BA derisimleri ile muamele edilmis maya hiicrelerinin
kontrol grubuna kiyasla SOD ve GST enzim aktivitelerinde gozlemlenen artig, B
bilesiklerine karsi maya bilesenlerinin tepki mekanizmasi olarak yorumlanabilir.

Calisilan konsantrasyon araliginda MDA seviyeleri ile korele olarak artan SOD
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aktivitelerine ragmen, BA, membran lipitlerinde hasara neden olmustur. Biiyiik
olasilikla BA muamelesi hidrojen peroksitin ayrismasindan sorumlu peroksidaz
aktivitesini baskilamigs ve SOD aktivitesindeki indiiksiyon lipid hasarini
engelleyememistir. LMB muamelesi ile SOD aktivitesinde 6nemli oOlgiide bir
degisiklik gézlenmemis ve sadece %0,25’lik muamelede GST’de anlamli bir artig
tespit edilmistir. Ayrica mutant suslar kullanilarak yapilan deneyler, yine %0,25’lik
LMB muamelesine karsi ozellikle GSS ve TrxR enzimlerinin de maya hiicre
canlihigin1 koruyucu rollere sahip olduklarini gostermistir. Nitekim, kontrol grubuna
kiyasla LMB ile muamele edilmis gruplarm MDA seviyelerinde kayda deger bir artig
gozlenmemistir. Aksine, goreceli diisik LMB konsantrasyonlarmm MDA
seviyelerinde anlamli1 azaliglara neden olmast maya yaslanmasinda muhtemel
koruyucu etkilere sahip olabilecegine isaret etmesi agisindan ileri ¢aligmalarla
degerlendirilmesi gereken bir bulgudur. Tim bu nedenlerle, radikal {iretiminin

sadece %0,25-1 BA indiiklii antiproliferatif mekanizmada etkili oldugu sdylenebilir.

Diisiik miktarlarda BA'nin canlilar i¢in gerekli olmasi ve oksidatif strese karsi
koruyucu etki gosterebilmesinin yani sira bu bilesiklerin konsantrasyona bagimli
antibakteriyel ve antifungal aktivitelere sahip oldugu iyi bilinmektedir (De Seta ve
dig. 2009; Iavazzo ve dig. 2011; Sogut ve dig. 2015; Sayin ve dig. 2016). Bu
calismada maya hiicreleri iizerinde toksisite acisindan antifungal aktiviteleri
destekleyen smirli sayidaki diger ¢alismalar ile uyumlu sonuglar edilmistir. Ancak
LMB’a yonelik maya veya herhangi baska bir mikroorganizmada iizerinde
yiiriitiilmiis herhangi bir makaleye ulasilamamistir. Ote yandan LMB nin etkilerini
aragtirmada model olarak memeli hiicreleri ve sicanlarin kullanildig: iki ¢calismaya
rastlanmistir. Celikezen ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada kiiltiirlenmis insan kan
hiicreleri iizerinde LMB’nin muhtemel oksidan ve antioksidan aktiviteleri
arastirilmistir (Celikezen ve dig. 2016). 5-40 mg./L LMB antioksidan o6zellik
gosterirken ajanin daha yiiksek konsantrasyonlarmin bu 6zelligi gosteremedigi ifade
edilmistir. Yakin zamanda yapilan bir baska ¢alismada LMB muamelesinin koruyucu
etkileri hem tek basma hem de CdClz indiiklii oksidatif strese kars1t Wistar albino
erkek siganlari lizerinde gosterilmistir (Tasdemir ve dig. 2020). Bes giin boyunca 15
mg/kg LMB ile muamele edilen sicanlarin serum MDA seviyesinin kontrol grubuna
kiyasla anlaml1 sekilde azaldigi bulunmustur. Elde etti§imiz sonuglar ile bu smirh

sayidaki datalar birlikte degerlendirildiginde, ¢alisilan hiicre tipine goére degisen
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LMB konsantrasyonlarinin kullaniminin antioksidan aktivite gosterebilecegi seklinde
bir yorum yapilabilir. Diisiik doz LMB'nin antioksidan aktivitesi, arastirmamizda
gbzlenen metabolik aktivite indiiksiyonundan sorumlu olabilir. Giincel tarihli bir
makalede, hiicresel glukoz metabolizmasinin tetrazolyum tuzlarmin indirgenmesi
icin gerekli oldugu ifade edilmektedir (Xie ve dig. 2018). Daha basit bir ifadeyle;
glukoz metabolizmasi swrasinda firetilen indirgenmis kofaktorler olan nikotinamid
adenin diniikleotid (NADH) ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH),
tetrazolyum indirgenmesinde rol oynamaktadir. ROS siipiirmede kullanilan GSH’m
rejenerasyonu icin NADPH’mn ne kadar 6nemli oldugu iyi bilinmektedir. Oksidatif
stres, pro-oksidanlar lehine redoks dengesizligi yarattiZt ve NADPH dahil
antioksidan savunma bilesenlerini azalttig1 i¢cin %0,05 LMB’nin antioksidatif etkisi
kontrole kiyasla NADPH’1 daha yiiksek seviyelerde tutmus ve bdylece metabolik

aktivitede indiiksiyon gozlenmis olabilir.

Calisilan en yiliksek derisim olan %0,25 LMB ile muamele edilen maya
hiicrelerinin ylizey morfolojisinde radikal degisiklikler tespit edilmistir. Basik ve
burusuk hiicre morfolojisi gibi sira dist degisiklikler erken apoptoz belirteci gibi
goriinmektedir (Panwar ve dig. 2016). Literatiir tarandiginda herhangi bir organizma
tizerinde LMB tarafindan indiiklenen 6liim tiiriine iliskin bir ¢aligma bulunamamaistir.
Buna ragmen inorganik bir tuz olan LMB’nin lityum katyonlar1 gézlemlenen apoptoz
benzeri morfolojiden sorumlu olabilir. Lityumun insan memeli hiicrelerinde erken
apoptozu indiikledigi yakin zamanda yapilan ¢aliymalarla ortaya konulmus olsa da S.
cerevisiae hiicreleri iizerinde benzer bir etkiyi yorumlayabilmek i¢in birbirini
destekleyen ¢oklu apoptotik markerlarin belirlenmesi gerekmektedir (Yao ve dig.
2018). Sunulan c¢aligma kapsaminda, ekspresyon diizeylerindeki degisim incelenen
apoptoz genlerinden pro-apoptotik A/F1 ve NDII ile anti-apoptotik BIRI genlerinin
ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli artislar belirlenmistir.
Ancak birbirine zit fonksiyon gosteren bu genlerin ekspresyonlarmin birlikte artmis
olmas1 nedeniyle LMB indiiksiyonu sonucu maya hiicresinde apoptozun
indiiklendigini kesin bir sekilde ifade etmek dogru olmayacaktir. Alternatif olarak,
%0,25°lik lityum tuzunun olas1 dehidrasyon etkisi, burusma morfolojisinin nedeni
olarak gosterilebilir. Borovikova ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada, dehidrasyon
islemi sonrast maya hiicre yiizeylerinde benzer morfolojik degisiklikleri

gozlemlemeleri bu olasilig1 destekler niteliktedir (Borovikova ve dig. 2016). Ote
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yandan BA muamelesi sonrast indiiklenen hiicre hasar1 ile birlikte hiicre
membranindaki kirilmalar/kopmalar, BA-indiiklii maya hiicre Oliimiinde nekrotik
mekanizmanin baskin olabilecegi diisiindiirmektedir. Nitekim 12 saat siireli BA
uygulamas1 sonucu sadece pro-apoptotik A/F'1 ve NDII genlerinin ekspresyonlarinda
kontrol grubuna kiyasla artiglar kaydedilmisken, inkubasyon siliresi 36 saate
uzatildiginda, LMB’a benzer sekilde pro-apoptotik A/F/ ve NDII’in yani sira anti-
apoptotik BIRI genininin ekspresyonunda anlamli artiglar gdézlemlenmistir.
Dolayisiyla elde edilen veriler s6z konusu ajanlar tarafindan apoptotik hiicre
Oliimiiniin indiiklendigini belirtmek i¢in yetersiz olup 6liim tiirii hakkinda net bir

yorum yapabilmek i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Sonu¢ olarak, tiim bu veriler, sirasiyla %0,25-1 ve %0,05-0,25lik
konsantrasyonlarda BA ve LMB’nin pro-oksidan ve antioksidan aktivitelerinin
sinyalleri olarak yorumlanabilmektedir. Sunulan ¢aligmanin bulgulari, bor tiirevlerine
kars1 toleransli S. cerevisiae mayasi lizerine her iki ajanin etkilerine yonelik yeni

bilgiler sunmakta ve LMB’nin olast ikili antioksidatif-oksidatif etkilerini

gostermektedir.
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