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OZET
YUKSEK LiSANS TEZI

Schizosaccharomyces pombe'DE TIAMIN BIYOSENTEZINDE GOREVLI
GENLERIN ANLATIMLARININ ARASTIRILMASI

Ahmet AKCAY
Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi
Molekuler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal
Damisman : Dog. Dr. Bedia G. PALABIYIK

Esansiyel bir vitamin olan tiaminin aktif formu TDP (Tiamin difosfat) birgok metabolik
enzim (karbonhidrat metabolizmasinda; piruvat dehidrogenaz, a-ketoglutarat
dehidrogenaz ile pentoz fosfat yolaginda; transketolaz) icin ko-faktor gorevini
ustlenmektedir. Tiazol ve pirimidinin tiamin-fosfat sentaz tarafindan bir araya
getirilmesiyle TMP (tiamin mono-fosfat) olusur. Daha sonra TMP aktif form olan
TDP’ye gevrilir. Schizosaccharomyces pombe tiaminin hem biyosentezini yapabilmekte
hem de dis kaynaklardan hazir alabilmektedir. Bu mayada tiamin biyosentez yolagi besi
ortamindaki tiaminin varligi ile baskilanir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, glukoz baskilamasina ve oksidatif strese karsi direncli
olan S. pombe ird11 mutant1 S. pombe yabani tipi ile karsilastirmali olarak, bir taraftan
tiamin igeren ve icermeyen kosullarda tiamin biyosentez ve transportuna dahil genlerin
anlatim profilleri karsilastirilirken, diger taraftan, tiaminin oksidatif stres yanitindaki
rolii arastirildi. Gen anlatim profillerinin karsilastirilmasinda, gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (GZ-PZR) tekniginden yararlanildi. Oksidatif strese maruz birakilan
ird11°de (ird11HP) yabani S. pombe irkina gore, tiamin biyosentez ve transportundan
sorumlu bakilan tum genlerin (bsul, thi4, thi2, phol, TENA/THI ailesi proteinin geni,
fosfometilpirimidin kinaz (predicted) geni, thi3/nmtl) anlatim seviyelerinin arttigi
gorildi. Bu durum, tiaminin oksidatif yanitinda 6nemli rol oynadigini diisiindiirdii.

Takip eden c¢alismalarda, tiaminin oksidatif stres ve glukoz metabolizmast ile
etkilesiminin hangi dilizeyde ve hangi asamalarda oldugunun ortaya g¢ikarilmasi,
norodejeneratif ve diyabet gibi metabolik hastaliklarda bazi  kor noktalar
aydinlatacaktir.

Mayis,2014, Tezin sayfa sayist (55).

Anahtar kelimeler: Schizosaccharomyces pombe, tiamin, ird11, oksidatif stres, glukoz
metabolizmasi

vii



SUMMARY
M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF GENES EXPRESSION INVOLVED IN THIAMINE
BIOSYNTHESIS IN Schizosaccharomyces pombe

Ahmet AKCAY
Istanbul University
Graduate School of Science and Engineering
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor : Assoc. Dr. Bedia G. PALABIYIK

One of the essential vitamins thiamine active forms TDP (thiamine diphosphate) is
known to undertake the task of co-factor for most of the metabolic enzymes (in
carbohydrate metabolism as pyruvate dehydrogenase, a-ketoglutarate dehydrogenase
and in the pentose phosphate pathway as transketolase). TMP (thiamine mono-
phosphate) is occured by the thiamine-phosphate synthase which combines thiazol and
pyrimidine together. Later on, the TMP is converted to active form of TDP.
Schizosaccaromyces pombe can obtain thiamine either by biosynthasis on it self or by
taking it ready from external sources. Thiamine biosynthesis pathway in this yeast is
suppressed by the presence of thiamine.

Within the scope of this thesis, we compared wild type S. pombe and S. pombe ird11
mutant which is resistant to glucose repression and oxidative stress. Again, while
comparing genes' (which having roles in biosynthesis of thiamine or transporting of it)
expression profiles under conditions of presence of thiamine and non-presence of
thiamine, the role of thiamine in oxidative stress was investigated at the same time. In
comparing genes' expression profiles, real time polymerase chain reaction (QPCR)
technique was used. The expression of genes (bsul, thi4, thi2, phol, TENA/THI family
protein genes, phosphomethylpyrimidine kinase (predicted) gene, thi3/nmtl) which are
responsible for thiamine biosynthesis and transport increased in ird11l (ird11HP)
mutants under oxidative condition by comparison to wild type S. pombe. This result
showed that thiamine has an important role on the oxidative stress response.

In the following studies, revealing the levels and the stages of the interaction of
thiamine both with glucose metabolism and with oxidative stress, will light on some
blind spots of some important methabolic diseases as diabetes and neurodegenerative
ones.

MAY, 2014, The number of pages of the thesis (55).

Keywords: Schizosaccharomyces pombe, thiamine, ird1l, oxidative stress, glucose
metabolism
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1. GIRIS

Tiamin, suda ¢ozunen B; vitamini, temel bir vitamin olup, ¢ogu metabolik enzim i¢in
onemli bir kofaktordir. Biyolojik olarak aktif formu olan tiamin difosfat (TDP);
glikoliz, pentoz fosfat yolag1 ve trikarboksilik asit siklusu (TCA) gibi evrensel
metabolik yolaklarda 6nemli bazi enzimlerin (piriivat dehidrogenaz, o-ketoglutarat
dehidrogenaz, dallanmis-zincirli a-ketoasit dehidrogenaz, transketolaz ve pirlivat
dekarboksilaz) kofaktorli olarak is gormektedir (Friedrich, 1987). Ayrica,
transketolazlar icin ve oksoasitlerin dekarboksilasyonunda gorevli enzimler icin
kofaktor gorevi gormektedir. Insan beslenmesinde tiamin temel bir bilesen olup tiim
canli hiicrelerde TDP-bagimli enzimler karbonhidrat metabolizmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Ayrica tiaminin lipit ve amino asit metabolizmasinda da gorev aldigi
bilinmektedir (GianPietro ve Alessandro, 2007).

Bununla beraber, tiamin fizyon mayasinda mayoz bélinmede ve zigot olusumunda
inhibitor olarak is gormektedir. Tiamin biyosentez yolagi ve yolaktan sorumlu tim
genlerin anlatim1 fzyon mayasinda tiamin varliginda baskilanmaktadir (Nosaka ve
dig., 1993).

Glukoz tiim organizmalar i¢in en verimli ve en ¢ok tercih edilen karbon kaynagidir.
Schizosaccharomyces pombe’de bu basit karbon kaynagi ortamda varken diger karbon
kaynaklarim1 parcalayan enzimlerin biyosentezleri baskilanmaktadir. Yapilan birgok
caligsmayla glukoz baskilamasi ile oksidatif stres arasindaki iliski ispatlanmigsa da tam
olarak nasil bir iligki oldugu veya hangi molekiillerin kritik rolleri {iistlendigi
bilinmemektedir. Onceki calismalarda glukoz metabolizmas ile oksidatif stres yaniti
arasindaki temel iligskiyi ortaya koymak i¢in S. pombe'nin glukoz baskisina direngli
konstitiitif invertaz mutantinda bu iliski teyit edilmistir (ird11) (Kig ve dig., 2005).

Molekiiler oksijen normal seviyede iken inaktif ve zararsiz olmasina karsin bazen kismi
indirgemeler sonucu siiperoksit anyonlar: ve hidrojen peroksit (H202) gibi, yuksek
reaktif hidroksil radikallerini meydana getiren reaktif oksijen tdrlerini (ROT)
olusturabilmektedir (Halliwell, 2006).



Ozellikle aerobik solunum siirecinde Oz (super oksit anyonu), H20. (hidrojen
peroksit) ve ® OH (hidroksil radikali) gibi ROT'lar maya hiicrelerini hedef alir. H202'in
indirgenmesiyle olusan ® OH radikalleri en biiyiik zarar1 metal iyonlarinin varliginda
(Fenton reaksiyonu yoluyla) verir. Ureme ortamindaki ¢dziinmiis oksijen derisimi
artarsa veya iyonize radyasyon uygulanirsa, bu partikiillerin proteinler, lipitler ve
DNA’da yol agacagi oksidatif hasar artar. Maya hiicrelerinin oksidatif stres ile
karsilastiklarinda, igerdikleri antioksidan molekiiller ve enzimler araciligiyla aktif

oksijeni ortamdan uzaklastirmaya calistiklar1 bilinmektedir (Walker, 1998).

Giliniimiizde tan1 ve tedavisinde ¢ok az ilerleme kaydedilmis kritik bir¢ok hastaligin da
dogrudan veya dolayl olarak tiamin eksikligi sonucu ortaya ciktig1 bilinmektedir. Beri-
beri (Schweingruber, A. M., 1991), Wernicke-Korsakoff sendromu (Cook ve dig.,
1998), tip-1 ve tip-2 diyabet bunlardan sadece birkagidir (Morgan, 1999; Thornalley ve
dig., 2007).

Bu ¢alismada, S. pombe yabani tip (972 h’) ve glukoz baskilamasina direngli ird11
mutantt normal kosullarda tretildikten sonra oksidatif stres (2mM H20,, 1 saat)
uygulanmis ve uygulanmamis Orneklerden RNA izolasyonu yapildi. Ardindan
mRNA’dan cDNA (komplementer DNA) sentezlendi. Tiamin biyosentezine dahil
oldugu bilinen genler (bsul, thi4, thi2, phol, TENA/THI ailesi proteinlerini sifreleyen
genler (predicted), fosfometilpirimidin kinaz: sifreleyen gen (predicted), thi3- nmtl-)
icin tasarlanan primerler (Tablo 3.5) kullanilarak s6z konusu genlerin anlatim profilleri

gergek-zamanl PZR teknigiyle ¢ikarildi.



2. GENEL KISIMLAR
2.1. TIAMIN METABOLIZMASI

2.1.1. Biyosentez ve Transportu

Baz1 mikroorganizma, alg ve protozoalarin yanisira yiiksek Okaryotlar da biiylime
faktori olarak tiamine (Bl vitamini) gerek duyulmaktadir (Koser, 1968). Bircok
bakteri, mantar ve bitki tiamini sentezleyebilmektedir. Buna karsin basta memeliler
olmak {izere diger hayvanlar ise tiamini disardan hazir almak zorundadir (Friedrich,
1987). Saccharomyces cerevisiae ve Schizosaccharomyces pombe mayalari tiamini
biyosentezden elde edebilmelerine karsilik, ikisi ayni zamanda dis kaynaklardan da
tiamini hazir alabilmektedir (Sekil 2.1). Farkli yollarla sentezlenen iki farkli aromatik
yapili oncili molekiilii bir araya getirilerek tiamin olusturulur. Bu aromatik dnctlerden
biri 4-amino-5-hidroksimetil-2-metilpirimidin monofosfat (HMP) ve digeri 5- (2-
hidroksietil)-4-metiltiazol fosfat (HET) tir. Bu iki alt birim, tiamini sentezleyebilen tim

organizmalarda aynidir (Friedrich, 1987; Nasoka, 2006).

Pirimidin halkasinda bir NH, (amino) grubu, tiyazol halkasinda da c¢ok aktif bir N
atomu vardir (Sekil 2.2). Pirimidin ve tiyazol halkalarini baglayan metilen kopriisii
oldukga zayiftir. Ozellikle alkali ¢ozeltide 1sitilirsa bu kdprii kopar ve vitamin dzelligini
yitirir (Celik, 2006). Bu yolaklar bakterilerde iyi bilinmekle birlikte cogu 6karyotlarda
tamamen farkli oldugu gortilmektedir (Begley, T. P., 1999; Settembre, 2003). HMP ve
HET fosforillenip tiamin monofosfata (TMP) doniisiir. Bakterilerde tiamin monofosfat
dogrudan TDP’ye fosforillenmesine karsin, mayalarda tiamin monofosfat kofaktor
formuna doniistiiriilmeden once serbest tiamine hidrolizlenir (Nosaka ve dig., 1993;
Enjo ve dig., 1997). S. cerevisiae ve S. pombe’de tiamin biyosentez yoluna iliskin
genlerin anlatimlari ortamdaki tiamin tarafindan tamamen baskilanirken, tiamin
yoklugunda anlatimlar1 yiiksek diizeyde artmaktadir (Maundrell, 1990; Zurlinden ve
Schweingruber, 1992; Manetti, ve dig., 1994; Prackelt ve dig., 1994; Zurlinden ve
Schweingruber, 1994).

Tiaminin, kendi transportunu da baskiladigi goézlenmistir (Schweingruber, M. E. ve

Edenharter, 1990; Schweingruber, A. M., 1991).
3
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Sekil 2.1: Mayalarda tiamin biyosentez yolagi ile arastirilan gen {riinlerinin bu
biyosentezde is gordiikleri alanlar. Periplazma ve hiicre igindeki asamalar
(Hohmann, ve Meacock, 1998; Nosaka, 2006). P1, bsul; P2, thi4; P3, thi2; P4,
phol; P5, TENA/THI ailesi proteinlerini sifreleyen gen; P6, fosfometilpirimidin
kinazi sifreleyen gen; P7, thi3, nmt1.

Tiamin hucre igine aktif transport ile alinir ve hiicre i¢i konsantrasyonu hiicre dist
konsantrasyonunun yaklasik 10.000 kati seviyelerindedir (Iwashima ve dig., 1973).
Hiicre dist HMP ve HET, TDP olusturmak icin kullanilir. HMP ve tiamin genel
transport sistemi ile tasinirken, HET difiizyon ile hiicre i¢ine alinir (Nosaka, 2006). S.
cerevisiae’de tiamin ve tiamin fosfatlarini tasiyan iki genin (THI10 ve PHO3) {iriinleri
membrana yerlesik bulunur (Nosaka ve dig., 1989; Enjo ve dig., 1997). S. pombe’de
Phol de membranda bulunur (Fankhauser ve dig., 1995). Ek olarak, S. cerevisiae’de
TDP’yi sitosolden mitokondriye tasiyan mitokondri i¢ membran proteini, Tpclp,

tanimlanmigstir (Marobbio ve dig., 2002).
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Sekil 2.2: Tiamin (B vitamini). Pirimidinin metilen kopriisii ile tiazole baglanmasiyla
tiamin molekiilii olusur (Begley, T. P., 1999).

Serbest haldeki tiaminle beraber hucrede serbest hidroksil gruplu tiamin fosfat esterleri
de bulunabilir; monofosfat (TMP), difosfat (TDP) ve trifosfat (TTP). S. pombe’de
tiamin, kendi metabolizmasinda gorevli thi2, thi3, thi4, pho4 ve carl gibi birgok genin
mRNA sentezini baskilamaktadir (Schweingruber, A. M., 1991).

Bu calismada ele alinan tiamin biyosentez yoluna ve tasinmasina iligkin genlerin

ozellikleri asagida siralanmustir:

SPBC26H8.01 (thi2) geni nmt2’ye allelik olup (Manetti ve dig., 1994) tiamin
molekiiliiniin tiazol sentezinde gorev alir (Zurlinden ve Schweingruber, 1992).
"Thiazole biosynthesis enzyme" proteinini sifreler. S. cerevisiae’deki ortolog geni
THI4 diir;

SPCC1223.02 (thi3, nmtl) geni, 4-amino-5-hidroksmetil-2-metilprimidin fosfat sentaz
(Nmtl) proteinini sifreler (Maundrell, 1990). McQuire ve Young (2006) S. pombe’de
thi3 genin thil ve thi5 genleri ile diizenlendigini rapor etmislerdir. S. pombe thi3
geninin S. cerevisiae’deki ortologlart THI11, THI12, THI13 ve THI15 genleridir. Bu
genlerin  {irlinleri tiamin biyosentezinde HMP onciiliiniin  sentezine katilir

(Schweingruber, A. M., 1991);

SPAC23H4.10c (thi4) geni, tiamin-fosfat diprofosforilaz ve hidroksietiltiazol kinaz
enzimatik aktivitelerine sahip bi fonksiyonel bir {iriinii sifreler. Bu iirlin, tiamin
monofosfat olusturmak tizere iki alt bileseni birlestirme reaksiyonunda gorevlidir

(Zurlinden, ve Schweingruber, 1994; Chatterjee, A., ve dig., 2007);



SPBP4G3.02 (phol) geni ortamda dogal bir substrat olarak bulunup tiamin fosfatazi
defosforilleyebilen ve tiamin tarafindan baskilanan bir asit fosfataz, Phol (N-
glikozillenmis hiicre duvari proteini) kodlar (Coddington ve dig., 1986; Elliott ve dig.,
1986, Fankhauser ve dig., 1995);

SPAC17A2.01 (carl, bsul, sol) geni ise pridoksin, pridoksal ve pridoksamin
molekiillerine kars1 yiiksek ilgili (high affinity) 12 gegisli-transmembran bir proteini
sifreler (Schweingruber, M. E. ve dig., 1986; Schweingruber, M. E., 1990;
Schweingruber, A. M., 1991; Stolz ve dig., 2005; Vogl ve dig., 2008);

SPBP8B7.18c geninin Urlnd tiamin biyosentez sirecinde rol alan fosfometilprimidin
kinazdir. S. cerevisiae’deki THI120, THI21 ve TH22 genlirinin ortologudur (Kim ve dig.,
2010);

SPCC18B5.05¢ geni de fosfometilprimidin kinazi sifreler ve S. cerevisiae’deki
ortologlar1 SPBP8B7.18c genininkiler ile aynidir (Kim ve dig., 2010).

2.1.2. Tiaminin Metabolik Yolaklardaki Diizenleme Rolu

Bu temel vitamin, metabolik enzim icin énemli bir kofaktdrdiir. Ornegin; glikoliz,
pentoz fosfat yolagi ve trikarboksilik asit siklusu (TCA) gibi evrensel metabolik
yolaklarda enzimlere (piriivat dehidrogenaz, a-ketoglutarat dehidrogenaz, dallanmis-
zincirli a-ketoasit dehidrogenaz, transketolaz ve pirtivat dekarboksilaz) kofaktor olarak
katilir (Friedrich, 1987) (Sekil 2.3).



A

Ksiluloz-5-P <::> Riboz-5-P
Tiamin PP*C—> Transketolaz
Sedoheptuloz-7-P Gliseraldehit-3-P
B Piruvat 3C

Tiamin PP* C—— > Piruvat dehidrogenaz

1
Asetil CoA | 2C

Oksaloasetat | 4C g
Sitrat | C

NAD* D/ N\

izositrat | 6C
Malat 4C Tiamin PP*
Fumarat |4C NAD*
FAD j\ a-Ketoglutarat dehidrogenaz

a-Ketoglutarat | 5C

Siksinat | 4C @
‘®j< NAD'
GDP Siksinil CoA  [4C

Sekil 2.3: Tiamin pirofosfatin (tiamin PP) koenzim olarak yeraldigi reaksiyonlar.
A. Transketolaz. B. Piruvat dehidrogenaz ve a-ketoglutarat dehidrogenaz.

Bir¢ok organizmada tiamin varliginin genel gen anlatimi iizerinde ¢ok biiylik etkilere
sahip oldugu bilinmektedir. Tiamin mayalardan S. cerevisiae’de, ¢ogu tiamin
metabolizmasinda olmak iizere, 60’in {izerinde genin baskilamasini yapmaktadir
(Hohmann, ve Meacock, 1998; Nosaka ve dig., 2005; Mojzita ve Hohmann, 2006).

Esey farklilasmasinda —konjugasyonu ve zigot degisimini baskilayan- tiaminin flizyon
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mayada etkisi ¢cok buyiktir (Schweingruber, M. E. ve Edenharter, 1990). TDP'nin
dizenleme aktivitesi bilinmekle beraber nikleik asit ve protein diizeyinde henliz tam
olarak anlasilmis degildir (Hohmann, ve Meacock, 1998; Nosaka, 2006).

Son c¢alismalarda, TDP'nin "riboswitches" olarak adlandirilan mRNA domeinlerine
baglanip yapilarini etkiledigi ve oOzellikle tiamin biyosentezinde gorevli genlerin
anlatimin diizenledigi ortaya ¢ikarilmistir (Lai, 2003). Tam olarak aydinlatilamamissa
da TTP'nin sinir sistemi fizyolojisinde de rol aldig1 ortaya konmustur (Bettendorff, L.,
1996). Escherichia coli'de de amino asit agliginda TTP'nin birikmesi, Okaryot
hiicrelerde oldugu gibi TTP'nin prokaryot hiicrelerde de sinyal molekiil olarak evrensel

bir role sahip oldugunu goéstermistir (Lakaye ve dig., 2004).

Baska bir ¢alismada da, tiamin ve tiirevlerinin organizmanin farkli stres durumlarinda
yanit olusturmada is gordiigii agiklanmistir; UV 1s1gina maruz birakilan hiicrelerde,
DNA hasar onariminda (Machado ve dig., 1997) ; oksidatif stres/yiiksek sicaklik
uygulanan hiicrelerde de mitokondriyal stabilitenin arttirilmasi siireglerinde (Medina-

Silva ve dig., 2005) rol oynadigi gozlenmistir.

Yaygmn bir hastalik olan beri-beri hastaligi da tiamin eksikligi sonucu ortaya
cikmaktadir (Schweingruber, 1991). Wernicke-Korsakoff sendromundaki Wernicke
ensefalopatisi (WE) de tiamin eksikliginden kaynakli 6nemli bir norodejeneratif
hastaliktir (Alan, ve Roger, 2009). Norolojik fonksiyon bozukluklari ve beyinde
hasarlara neden olan tiamin eksikliginin biyokimyasal sonuglarinin bu durumu ortaya
cikardigi ortaya konmustur. Tiamin eksikligi oksidatif stref yamit sirecini inhibe
etmektedir. WE goriilme sikligi tiim populasyonda % 1.5 iken kronik alkoliklerde bu
oran % 25-80'dir (Cook, ve dig., 1998; Morgan, 1999).

2.2. GLUKOZ BASKILAMASI

Glukoz metabolizmasi, glukozun algilanmasi, sinyal iletiminin olusturulmasi, glukozun
hiicre icine tasinmasi1 ve katabolik represyon (glukoz baskilamasi) siiregleri ile
glikolizis, solunum veya fermentasyonla enerji eldesi, pentoz fosfat yolu ve

glukoneogenez sureclerini kapsar.



S. pombe ve ¢ogu maya tiirlerinde sukroz, fruktoz, galaktoz, mannoz gibi degisik
sekerler karbon kaynagi olarak kullanilmakla beraber, ortamda glukozun bulunmasi
durumunda tercih edilen karbon kaynagi glukoz olur. Bu durumda diger alternatif
karbon kaynaklarinin kullanimi i¢in gerekli enzimlerin anlatimi ¢ok diisiik seviyededir
veya tamamen durma dizeyindedir. Bu slre¢ "katabolit represyon” veya "glukoz
baskilamasi" olarak isimlendirilmektedir. Enerji yolagindaki substratlarin alim ve
yikiminin glukoz ve diger karbon kaynaklar1 tarafindan baskilanabilmesi mayalar icin
cok onemlidir (Walker, 1998; Flores ve dig., 2000). Trikarboksilik asit siklusu (Polakis
ve Bartley 1965), oksijenli solunum (Holzer, 1968) ve disakkaritlerin hidrolizindeki
bazi enzimlerin katabolit baskiya maruz kaldiklar1 bilinmektedir (MacQuillan ve dig.,

1960).

S. pombe’de glukoz algilanmasi ve sinyal iletimi cAMP-bagimli protein kinaz A (PKA)
tarafindan diizenlenir (Hoffman, 2005). G protein aracili sinyallenme, mayalarda cAMP
yolaginda is goérmektedir. Glukoz, plazma membranindaki yedi gegisli transmembran
heliks reseptorleri (G protein-bagl reseptorler veya kisaca GPCRler) ile algilanir ve
glukoz sinyali GPCRlere bagli heterotrimerik guanin-niikleotid baglayici proteinler (G
proteinleri- G,, Gp ve G,) araciligi ile hiicre igine iletilir. Heterotrimerik G-proteini alt
birimleri, hiicre-dis1 sinyalleri hiicre-i¢i sinyallere doniistiiriirler. Burada G, membrana
bagli adenilat siklaz aktivasyonunu tetikleyerek cAMP olusumunu katalizler. cAMP
diizeyindeki gecici artis PKA’nin aktivasyonuna yol agar (Ephrussi, 1956; Lengeler ve
dig., 2000; D'Souza, ve Heitman, 2001). Bu sinyal iletim kaskadi glukoneogenez,
solunum, alternatif karbon kaynaklarinin kullanimi, stres yaniti ve esey gelisimine
karigsan genlerin anlatimlarini baskilarken, glikoliz ve glukoz taginimi yolaklarina
iliskin genlerin anlatimini tesvik eder (Hoffman ve Winston, 1991; Bolker, 1998;
Landry ve dig., 2000; Welton ve Hoffman, 2000; Landry ve Hoffman, 2001).

2.3. OKSIDATIF STRES YANITI VE HIDROJEN PEROKSIT (H20)

Oksidatif stres, hiicrede metabolizma sonucu Uretilen serbest radikaller ve bu
radikallerin toksik etkilerini gideren antioksidan sistem elemanlari arasindaki dengenin
bozulmasi sonucu hiicre icinde serbest radikallerin artmasi durumudur. Aerobik canlilar
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yasamak i¢in molekiiler oksijene gereksinim duymaktadir. Ancak temel enerji liretim
sureglerinin mutlak eleman1 olan oksijen molekiilii bazen hiicre i¢in zararli bazi
molekiillere (reaktif oksijen tiirleri, ROTlar) doniistiiriilmektedir. ROTlar, siiperoksid
(O2¢), peroksit (O2+2), hidroksil (OHs")ve hidrojen peroksit (H20,) olarak siralanabilir.
ROTIar biyik c¢ogunlukla, oksijenli solunumun gergeklestigi mitokondrilerdeki
elektron transport zincirindeki (ETZ) kacaklardan meydana gelmektedir. Normal
sartlarda mitokondri hiicresel oksijenin % 90'in1 tiiketir (Chance ve dig., 1979; Gorman
ve Taylor, 2011; Anupama ve dig., 2013) ve bunun da % 15'ini ROT'lara donistiiriir
(St-Pierre ve dig., 2002). Oksijenin olumsuz etkileri, 6nemli biyomolekiillerin atom ve
molekiiler yapisin1 bozma o6zelliginden kaynaklanir. ROT’larin olusumundan sorumlu
tek molekiil oksijen degildir. Diger bazi etkenler (radyasyon, ultrason, yiiksek sicaklik,
ozmotik ve iyonik stres, yaralanma, enfeksiyon, mutasyon) ve hiicre i¢ine giren yabanci

maddeler (ksenobiyotikler) de ROT olusumuna yol agabilirler (Mathews ve dig., 2000).

Bazi ROT'larin oksidatif strese neden olup hiicreye zarar vermesinin yaninda birgok
biyolojik suregte énemli bir sinyal molekull olarak da gorevleri vardir (Veal ve dig.,
2007). Ornegin, hidrojen peroksit (H202)’in fizyolojik gorevlerinden biri, belirli
genlerin transkripsiyonunu saglayan NF«B transkripsiyon faktoriiniin hiicre ¢ekirdegine
gegisini (niiklear translokasyon) aktive etmektir. Normal hiicresel metabolizma, oldukga
yuksek oranda ROT {retilir. Eslesmemis elektrona sahip olmadigi i¢in gercekte bir
radikal olmayan H20- ¢esitli oksidazlarin (6rnegin NADPH oksidaz, glukoz oksidaz)
irtinii olarak olusabilecegi gibi, hem-proteinlerin ve flavo-proteinlerin otooksidasyonu
ile de meydana gelebilmektedir . H,O2'nin reaksiyona girme egilimi siiperoksitten daha
az olmakla beraber, bu madde ¢ok kolay yayilabilme ve plazma zarimi kolaylikla
gecebilme 6zelligine sahiptir. Bu nedenle, kolaylikla DNA’ya, lipitlere ve proteinlere
baglanir ve bunlart oksitler (Lee ve dig., 1999). H202 semikinonlarla reaksiyona girerek
veya O." ile etkileserek (Haber-Weiss reaksiyonu) veya serbest metallerle Fenton
reaksiyonuna girerek ¢ok zararli hidroksil radikalini (HO®) olusturur, agir metal
iyonlartyla da etkilesime gegtiginde protein inhibisyonuna (6zellikle hem-proteinler) yol
acar (Sekil 2.4).
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Fez+ F63+
& SOD
O, 0, —> H,0; "OH
Fe3*
katalaz
Fe2+ peroksidaz
o H,0

Sekil 2.4: Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu. Siiperoksit anyonlari (.02-),
elektron transport zinciri esnasinda elektronun oksijene ge¢mesi ile olusur.
Hidrojen peroksit (H20.) ise siiperoksitin siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan
katalizlenmesi sonucu olusur.

H202’nin Oz ve HxO’ya ayrisimi, katalaz ve c¢esitli peroksidazlarla gercgeklesir.
Aminoasit kalintilarinin karbonil tiirevlerine oksitlenmesi de hidrojen peroksitin dnemli
toksik etkilerinden biri olarak degerlendirilmektedir. Mayada H2O2’nin uyardig1 protein
karbonilasyonunun 6zgiin oldugu ve aktivitesini yitiren baslica enzimlerin gliseraldehit-
3-fosfat dehidrogenaz ve bazi mitokondriyal enzimler oldugu bulunmustur. Oksidatif
stresin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik pek ¢ok ¢alisma mayalarla
gerceklestirilmistir. S.cerevisiae’de konuya iliskin ¢ok sayida metabolik ve genetik
caligma yapilmistir. S.cerevisiae’de hiicre i¢i glutatyon diizeyinin H202’ye karsi
olusturulan oksidatif stres cevabindaki rolii arastirilmis ve y —glutamil sistein sentetaz
(GSH-1) inhibisyonu sonucunda H:02’ye duyarliligin arttigt ve H202’ye karsi
olusturulan uyumluluk cevabinin baskilandigi goriilmistir. GSH 1 geni kusurlu
mutantlar kullanilarak yapilan diger bir ¢alismada, bu mutantlarin H2O> ve stiperoksit
anyonlarina asir1 duyarlilik gosterdikleri, logaritmik ve duragan faz kiiltiirleri
kullanilarak gosterilmistir. S. cerevisiae’de yapilan ¢alismalarla, bazi anahtar metabolik
enzimlerin H20; tarafindan karbonilasyona tesvik edildigi bulunmus ve oksidatif stres
cevabinin olusturulmasinda diizenleyici gorevleri olan Yap 1 ve Skn 7 transkripsiyon
faktorlerinin rolleri arastirillmistir. S. pombe hcrelerinin 6ldirictu olmayan dozlarda
H20: ile 6n isleme sokuldugunda yiliksek dozlardaki stres uygulamalarinin (6rnegin,

H>O, etanol, yiiksek sicaklik) oldiiriicii etkilerine karsi direng kazandiklar
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gbzlenmistir. Ayn1 ¢alismada, hicrelerin H2O2 igeren ortamlara uyum saglarken 15
kadar yeni polipeptit iirettigi ve katalaz aktivitesini 8 kata kadar artirabildigi tespit
edilmistir (Mutoh ve dig., 1995). Hiicre, oksidatif stresin iistesinden gelmek i¢in bazi
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalarina sahiptir.
Mitokondrideki bir¢ok metabolik olaylarda gorevli enzimlerin uygun is yapmasi i¢in

tiamin gerekmektedir (Desjardins ve Butterworth, 2005).

S. pombe ile yapilan calismalar temel antioksidan savunmanin siiperoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimler tarafindan yapildigini ortaya koymustur

(Mutoh ve dig., 1995; Nakagawa ve dig.,1999; Ohmiya ve dig., 1999).
Superoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit radikal anyonunu daha az toksik olan hidrojen peroksite ve oksijene

dontistlrtr.

202 + 2H" + SOD — H»02+ O

SOD enzimi oksidatif strese kars1 gelistirilen savunmanin ilk adimidir.
Katalaz (CAT)

Hiicresel detoksifikasyonda ikincil etkili enzim olan katalaz H.O>’yi su ve oksijene

cevirir. Katalaz iki islevli bir enzimdir.

1. Katalatik aktivite: H2O2’nin su ve oksijene doniistiiriilerek yikilmasi.

H>0>2 + H20, + CAT — 2 H20 + O2

2. Peroksidatif aktivite: Metanol, etanol, formik asit, fenoller gibi H vericilerinin 1 mol
hidrojen peroksitle reaksiyona girerek oksitlenmesi.

H202 + AHz + CAT — 2H20 + A

Hangi reaksiyonun Oncelikli olacagi H vericilerinin derisimine ve sistemde iiretilen

H202’nin miktarina baghdir.
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Glutatyon Peroksidaz (GSHPX)

H->0O, detoksifikasyonunda is goren selenyum igeren glutatyon peroksidaz (GSHPX),
indirgenmis glutatyonu H»O> ile oksitleyerek oksitlenmis glutatyona (GSSG)

dontistiiriir. Bu reaksiyon sirasinda H2O2 de suya indirgenmis olur.
2GSH + H202+ GSHPX— GSSG + 2H20

2.3.1. S. pombe'de Stres indiiklii Styl MAP Kinaz Yolag

Fuzyon maya S. pombe, bilesenleri ekmek mayasi S. cerevisiae'daki HOG yolagina
biliylik oranda benzerlik gosteren (Gustin ve dig., 1998), ozmotik sokta aktiflesen ve
ozmo-adaptasyonda 6nemli genlerin anlatimini kontrol eden Styl MAP Kinaz yolagina
sahiptir (Millar ve dig., 1995; Shiozaki ve Russell, 1995, a; Degols ve dig., 1996). Bazi
benzerliklerle beraber ¢cok onemli farkliliklar da bulunmaktadir, 6rnegin; HOG yolagi
ozmotik soka 6zgili yanitlar verirken (Schiiller ve dig., 1994); Styl fosforilasyonu ve
Styl-bagimli yanit ozmotik artis, sicaklik soku, hidrojen peroksit ve diger oksidatif stres
ajanlarina maruz kalma , UV 15181 ve alkilleyici ajanlar, azot a¢ligi, karbon acligi ve
protein biyosentezini baskilayan anisomisin gibi bir¢ok stres durumlarinda is gorebilir
(Millar, ve dig., 1995; Shiozaki ve Russell 1995, a; Shiozaki, ve Russell, 1996; Gaits,
F., ve dig., 1997; Samejima ve dig., 1997; Shieh, ve dig., 1997; Shiozaki ve dig., 1997).
Bu yoniiyle Styl yolagi ekmek mayasindaki HOG yolagindan ¢ok, memelilerdeki
stresle aktiflesen yolaklara daha ¢ok benzerlik gostermektedir (Degols ve dig., 1996).

Yapilan degisik ¢aligmalarda Styl yolaginin mitoz b6linme aktivatorii oldugu agik¢a
ortaya konmugstur. Styl yolagi bloke edilmis mutantlarda boliinme siklusunun G2
evresinde tikanmalarin olustugu ve yabani tiire oranla mitozun iki kat gec isledigi
gozlenmistir. Diger taraftan, Styl yolagi asir1 indiiklenmis mutantlarda ise hiicrenin
mitoza olgunlasmadan girdigi ve yabani tiire goére mitoz siiresinin de kisaldigi
gbzlenmistir (Warbrick ve Fantes, 1991; Millar ve dig., 1992; Millar, ve dig., 1995;
Shiozaki ve Russell 1995, a; Shiozaki ve Russell 1995, b). Styl™ geni mutasyona
ugratildiginda degisik stres fenotipleri ortaya c¢ikmaktadir. Ornegin; yiiksek
ozmolaritedeki besiyerinde bliyliyemiyor; sicaklik, oksidatif stres ve UV 1s18ina
hassaslasip cogalmak i¢in eslesemiyor (Degols ve dig., 1996; Degols ve Russell, 1997;
Kato ve dig., 1996; Millar ve dig., 1995; Shiozaki ve Russell, 1995, a; Shiozaki ve

Russell, 1996).
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Ayrica, Styl yolagi farkli esem tiiriindeki flizyon mayalarin eslesmesinde gereklidir.
Fiizyon maya azot acglhiginda, feromonlar salgilayarak, eseyli iiremeye yoOnlenir

(‘YYamamoto, 1996).
Styl Aracili Transkripsiyonel Yanit

Ucg transkripsiyon faktorii Styl yolagi ile olusan yanitta araci olmaktadir: Atfl -bZIP
faktorl- (Takeda ve dig., 1995; Wilkinson ve dig., 1996), Papl (Toda ve dig., 1991;
Toda ve dig., 1992) ve Prrl -yanit diizenleyicisi- (Ohmiya, ve dig., 1999; Ohmiya, ve
dig., 2000).

S. pombe'nin Styl yolaginda; transkripsiyon faktorii olan Atfl, nikleusta Styl
kinazlarin toplanmas1 igin gereklidir (Gaits, F., ve dig., 1998). Styl-bagimh
transkripsiyonel aktivator olan Atfl baskilayict ajan olarak is gormektedir (Degols ve

Russell, 1997).

2.4. Schizosaccharomyces pombe

Ik kez Lindner (1893)’in bir Dogu Afrika birasinda varligini saptadig1 bu maya tiiriiniin
yabani 1rki1 Osterwalder (1924) tarafindan Giliney Fransa’daki iizim sularindan izole
edilmis ve genetik calismalarda ilk kez Leupold (1950) tarafindan kullanilmistir.
Ascomycetes mantar olan S. pombe, fliizyon maya, kolayca manipile olabilen tek
hicreli, haploid organizma olup, kompleks Okaryotik organizmalarda bulunan
korunmus birgok gen ve metabolik yolagi igermektedir (Bahler, J., ve Wood V., 2006).
2002 yilinda genom dizisi tamamlanan S. pombe t¢ kromozoma sahip ve genom boyutu
yaklagik 13.8 Mb biiyiikliigiindedir (Wood ve dig., 2002). Patojen olmamasi, jenerasyon
stiresinin kisa olmas1 (2-4saat), laboratuvar kosullarina kolay adaptasyon gdstermesi,
diizenli bir sekle sahip olmasi, hiicre dongiisii evrelerinin (G1, S, G2 ve M) iyi bir
sekilde gdzlemlenebilmesi, memeli genom boyutunun % 1 © inden az genom boyutuna
sahip olmasi1 ve ozellikle hastaliklarla ilgili genler bakimindan insan genomu ile yiiksek

homoloji gostermesi acisindan ¢ok kullanish bir model organizmadir. Hiicre boliinmesi
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insan dahil diger 6karyotlarda da benzer mekanizmalarla gergeklestiginden bu siirecle
ilgili S. pombe'de elde edilen bulgular insan hiicresine kolaylikla uygulanabilmektedir
(Egel, 2004; Bahler, J., ve Wood V., 2006; Beskow, A., ve Wright, A. P. H., 2006). Son
zamanlarda, glukoz metabolizmasi (Lin ve Defossez, 2000) ve oksidatif stres yanitinin
molekiiler mekanizmalarinin arastirildig1 ¢calismalarda da siklikla kullanilmaktadir (Lin

ve dig., 2002; Chen, D. ve dig., 2003; Chen, D. ve dig., 2008).

2.5. GERCEK-ZAMANLI PZR

Gergek zamanli PZR (GZ PZR), genel olarak ¢alisilan biyolojik 6rneklerden elde edilen
DNA'nin kopya sayisini sayisal degerlere doniistiirmek i¢in laboratuvar ¢alismalarinda

popiiler olmus bir polimer zincir reaksiyonu (PZR) ¢esididir (Kubista ve dig., 2006).

Gergek zamanli PZR'da olusan {iriin miktari, reaksiyon boyunca olusan {iriin miktariyla
orantili olarak artan floresan boya ve problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle anlasilir.
Cift zincirli DNA’ya baglanan “SYBR-Green I” floresan boya bu PZR'da kullanilan en
yaygin ve basit metotdur. “SYBR-Green I” boya ile belirleme ¢ok iyi isleyen bir
metotdur ve ancak reaksiyon ortaminda herhangi bir ¢ift zincirli DNA bulundugunda

floresan 151ma yapabilir (Sekil 2.5).

Spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda “SYBR Green I” ydntemi
kullanilir. Bu yontemde kullanilan floresan boya sadece ¢ift zincirli DNA’ya
baglandigindan ¢ogalan DNA miktarindaki artisa paralel olarak ‘“real-time” PZR
cihazinda okunan floresanin miktar1 da es zamanl olarak artar. “SYBR Green I” en
fazla kullanilan boya ¢esididir ve 497 nm dalga boyunda yiikseltgenir ve 520 nm dalga
boyunda indirgenir. Cift sarmal DNA’nin kiigiik oluguna baglanan boya 30
amplifikasyon dongiisii sonrasi yalnizca aktivitesinin % 6’sim1 kaybeder (Kubista ve

dig., 2006).
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"SYBR Green” boya DNA cift iplikli oldu-
gunda DNA"ya baglanabilir.

DNA'nin iki zinciri birbirinden aynidiginda “SYBR
Green" boya serbest hale gecer

: &

Polimerizasyon tamamiandiginda “SYBR Green™
boya c¢ift iplikli DNA'ya baglanir ve floresan isima

yapar.

Sekil 2.5: "SYBR Green I" yontemi (van Der Velden ve dig., 2003).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ORGANIZMALAR

Calismada, Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
Schizosaccharomyces pombe kiltir koleksiyonundan Linder liquifaciens’in yabani tipi
(972 h") ile glukoz baskilamasina direngli invertaz mutantlari (ird11) (Kig ve ark., 2005)
kullanildi. Kiiltiir koleksiyonundan kendi ¢alismamizda kullandigimiz maya soylarina

ait ozellikler Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan S. pombe 1rklarinin 6zellikleri

Irklar Ozellikler

S. pombe 972h° | Yabani irk

S. pombe ird11h I Glukoz baskisina direngli mutant 1rk
3.2. BESI ORTAMLARI

Calismada organizmalarin iiretilmesinde kullanilan besi ortamlarimin igerikleri Tablo
3.2 ve Tablo 3.3’ te verildi. Organizmanin {iretilmesinde maya oziitlii zengin besi
ortami olan YEL ile 6zel baz1 deney kosullarinin saglanabilmesi i¢in de minimal besi

ortam1 olan MML besiyerleri kullanildi.
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Tablo 3.2: S. pombe ile ¢alismada kullanilan besi ortamlari

Besi ortamm Icerik
Maya 6ziitlii zengin s1vi besi ortami (YEL) J| Maya 6ztii 5 g/l
Glukoz 30 g/l
Maya 0ziitlii zengin kat1 besi ortam1 (YEA) J| YEL besi ortamina
Agar eklendi 20 g/l
Minimal s1v1 besi ortami1 (MML) Stok Ax* 100 ml/I
Stok 3a* 1 ml/l
Stok 3b* 1 ml/l
Glukoz 10 g/l
Na;HPO4.12H,0 19/l
Minimal kat1 besi ortami1 (MMA) MML besi ortamina
Agar eklendi 20 g/l
YEL-G+2-DOG+Suc Maya 6z0ti 549/l
(Rincon ve dig., 2001) 2-deoxy-D-glucose (2-DOG) 400 mg/I
Sukroz 25¢/1

Tiim besi ortamlar1 otoklavda 121°C’de (1 atmosfer basingta) 20 dakika tutularak steril
edildi.(*Icerikleri Tablo 3.3 te verildi)
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Tablo 3.3: MML besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan stok ¢ozeltiler

Stok Icerik(mg/1)
H3BO4 5.40
CuS04.5H,0 0.40
KCI 1.00
Aq FeCls 6H,0 2.00
MnSQO4.4H,0 5.30
Na;HPO4.2H,0 1.95
ZnS04.7H0 4.00
KH2PO4 100
MgS0..7H,0 50
Az NaCl 10
CaCl,.6H,0 15
(NH4)2S04 500
Stok Az 0.10
Kalsiyum pantotenat 10
3a Nikotinik asit 100
Mezo-inositol 100
Biotin 100
3b (%50 etanol icerisinde)

3.3. ORGANIZMALARIN URETILMESI VE SAKLANMASI

S.pombe wrklarinin iiretilmesi ve saklanmasi i¢in Gutz ve dig., (1974) ile Moreno ve
dig., (1990)’nin onerdikleri standart yontemler kullanildi. -80 °C’de saklanan S.pombe

stoklarindan alinan 20 pl 6rneklerin, 5 ml YEL besi ortaminda 1-2 gece ¢alkalamali
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etiivde (30 °C, 180 devir/dakika) uretilmesiyle elde edilen doygun kultirler, YEA besi
ortamina Oze ile azaltma ekimi ile aktarilip 30 °C’de 3 giin iretildi. Irklarin
genotiplerinde herhangi bir degisimin olup olmadigin1 goérmek icin, tek diisen
kolonilerden rastgele alinan Ornekler secici besi ortamlarmma (Mutant icin YEA-
G+2DOG+suc, yabani tip icin MMA) aktarilarak ayni1 kosullarda iiretildiler. Calisma
boyunca kdltirler 4 °C’de sakland1 ve 3-6 ayda bir saflik kontrolleri yapildu.

3.4. OKSIDATIF STRES UYGULAMA

S. pombe yabani ik (972 h’) ve ird1ll mutant hiicreleri 30 ml YEL besi ortaminda
30°C’da, 180 devir/dakika hizda calkalamali etiivde logaritmik evrenin ortalarina kadar
(972 h™igin 13. ve ird1l igin 16. Saat) iretildiler (Kig ve dig, 2005). Hicrelerden
kontrol ve deney grubu i¢in 10’ar ml alindi. Kontrol grubuna hi¢bir uygulama
yapmazken, deney grubuna 2mM H202, 30°C’da, 180 devir/dakika hizda c¢alkamali
etiivde 1 saat siire ile uyguland1 (Pekmez ve dig., 2008). Kontrol ve deney gruplar
4.000 devir/dakika hizda, 4 dakika santrifiij edilerek toplandi ve 2 kez steril saf su ile
yikandi.

3.5. HUCRE PARCALAMA VE TOTAL RNA iZOLASYONU

Oksidatif stres uygulanan ve uygulanmayan hiicre ¢okeltileri ile minimal besi ortaminda
iiretildikten sonra saf su ile iki kez yikanan hiicre ¢okeltileri 200 pl’lik fosfat tamponda
(PBS) suspansiyon haline getirildi ve (zerlerine hicrelerin  mekanik olarak
par¢alanmasii kolaylastirmak icin 0,2 g asitte yikandiktan sonra steril edilmis, cam
boncuk (0.5 mm c¢apli) ve 2-3 adet demir bilye (Sartorius, 1 mm ¢apl) eklendi. Sonra
bu hiicreler 3.000 devir/dakika hizda toplam 3 dakika olmak iizere 1 dakika buz bir
dakika pargalama islemine tabi tutuldu. Pargalanan hiicrelerin yaklasik %80-90’1nin
sferoblast haline gecip gecmedigi 151k mikroskobunda 40X biiyiitmede kontrol edildi.

Mekanik pargalama ile elde edilen hiicre lizatindan total RNA izole etmek i¢in ‘’Roche,
High Pure RNA Isolation Kit> ticari kiti kullanildi. Ust siv1 yeni santrifiij tiipiine
aktarilarak tizerine 400 pl lizis/baglanma tamponu eklendi ve 15 saniye karistiricida

tutuldu. Karisim, bir toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilmis olan filtreli tiipe aktarildiktan
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sonra oda sicakliginda 10.000 devir/dakika hizda 15 saniye santrifiij edildi. Filtreden
toplama tiipiine gegen sivi atildi. Filtreli tiipe 90 ul DNaz I inkiibasyon tamponu ve 10
ul DNazl igeren karisim eklenerek 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra
filtreli tiipe 500 pl yikama tamponu-I eklendi ve 10.000 devir/dakika hizda 15 saniye
santrifiijlendi. Toplama tiipiine gecen sivi atildiktan sonra filtreli tiipe 500 ul yikama
tamponu-II eklendi ve 10.000 devir/dakika hizda 15 saniye santrifiijlendi. Toplama
tlplne gecen s1vi yeniden atildiktan sonra bu kez filtreli tiipe 200 pl yikama tamponu-I|
eklendi ve 15.000 devir/dakika hizda 4 dakika santrifiijlendi. Filtreli tlip, 1.5 ml’lik bos
bir mikro santrifiij tiipiiniin i¢ine yerlestirildikten sonra 50 ul eliisyon tamponu eklendi
ve 10.000 devir/dakika hizda 1 dakika santrifiijlendi. Alttaki tipe gecen total RNA
cozeltisi kuiglik hacimlere bolinerek -20 °C’de saklandi.

3.6. TOTAL RNA’NIN ELEKTROFORETIK VE SPEKTROFOTOMETRIiK
ANALIZI

RNA’larin elektroforetik analizi i¢in IXTAE tamponunda hazirlanan %1°lik agaroz jel,
2 dakika mikrodalga firmnda (100 °C) tutularak tamamen eritildi. 55-60 °C’ye kadar
sogutuldu ve son konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir (EtBr)
eklendikten sonra jel karisimi yatay jel kasetine dokiildii. Jelin polimerizasyonu
gerceklestikten sonra 0.1 hacim yiikleme tamponu ilave edilerek hazirlanan RNA
ornekleri 3’er pl olarak jele uygulandi. Elektroforez islemi 1XxTAE tamponu igeren
yatay elektroforez tankinda (E.C. Minicell EC 370M) yaklasik 45 dakika, 55V/70 mA
akimda gergeklestirildi.

Total RNA’nin elektroforetik analizinde kullanilan tamponlar ve ¢ozeltiler Tablo 3.4’de

verilmistir.

RNA konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla 6rnekler spetrofotometre cihazinda
(“Nanodrop 2000 Spectrophotometer”, Thermo Scientific) 260-280 nm dalga
boyundaki absorbanslar1 ayr1 ayr1 6l¢iildii. RNA konsantrasyonlar1 “RNA (pg/ml) =
Ao x sulandirim katsayisi x 40” formiilii kullanilarak hesaplandi. Azeo/Azg0 orani

dikkate alinarak da saflik dereceleri belirlendi.
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Tablo 3.4: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlar ve ¢ozeltiler

Tampon ve Cozeltiler Icerik

Tris-asetat (TAE) tamponu (50x) Trizma Base 242 g

(toplam hacim: 1 litre) Glasiyal asetik asit 57.1 ml
0.5 M EDTA (pH 8.0) 100 mi

Etidium Bromr (EtBr) Etidium Bromid (EtBr) 10 mg/ml

3.7. cDNA SENTEZI

RNA molekiillerinden ¢cDNA sentezi ticari bir kit (“Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kit”, Roche) kullanilarak yapildi. Bu siiregte iiretici firmanin onerileri izlendi.
Yaklasik 11.4 pl’lik sentez reaksiyonu i¢in; 2 pg total RNA icin nanodrop 6lciimlerine
bagli olarak 1.9-3.7 ul’lik total RNA, 1 ul “Anchored-oligo (dT1g)” primer ve (zerini
ultra saf su ile tamamlanarak 65 °C 10 dakika bekletildi. Uzerine; 0,5 ul “Protector”
RNaz inhibitor, 1.1 pl “Transcriptor HighFideIR” enzim, 2 pul ANTP karisimi (her biri
10 mM), 1 ul DTT ile 4 ul tampon eklenip 55 °C’de 30 dakika ve 85 °C’de 5 dakika
bekletildi. Calisma esnasinda 6rnekler buzda tutuldu. Reaksiyon triinlerinden alinan 3
ul 6rnek %1,5’1lik agaroz jelde kontrol edildi. Ardindan buzda sogutulan Ornekler
—20°C’de sakland.

3.8. GERCEK-ZAMANLI PZR

Tiamin biyosentez ve transportu ile genlerinin farkli kosullardaki anlatim profillerindeki
degisim “SYBR Green” temeline dayali Ger¢ek-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(GZ PZR) yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Bu da “Roche 480 cihazi kullanarak
yapildu.

Gergek-zamanli PZR uygulamasinda sonuglarin normalizasyonu igin referans gen
olarak S.pombe’nin aktin (actl) geni kullanildi (Johnsson ve dig., 2006). Gen anlatim

diizeyindeki degisimler, her bir reaksiyonun o andaki verimine bagl olarak, hedef gen
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icin elde edilen ¢evrim sayisinin (esik ¢evrim, “crossing threshold”, Ct) referans gen
icin Olcllen cevrim sayisina oranlanmasi temeline dayanan Pfaffl denklemine gore
hesaplandi (Pfaffl, 2001).

Bu tezde, lizerinde ¢alistigimiz genlere 6zgi primerler “Primer 3” programi kullanilarak
tasarlandi1 (Tablo 3.5). Reaksiyonlar “FastStart SYBR Grean Master Kit (Roche)” ticari
kiti kullanilarak gerceklestirildi. Uzerinde c¢ahistigimiz yedi gene ozgii iiretilen
primerlerin dizisi Tablo 3.5’de verilmistir. Primerlerin yaklasik olarak 20 bg
uzunlugunda, Tm degerlerinin 60 °C civarinda ve % GC degerlerinin de 40-50
araliginda olmasimna oOzen gosterildi. Primerlerin  birbirlerinin  tamamlayicisi
olmamalarina ve PZR iiriinlerinin yaklasik 100-120 b¢ uzunlugunda olmasia dikkat
edildi. Primer tasarimi yaparken Primer 3 yazilimi kullanild1
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/).  Primerlerin  sentezi “IDT Integreted DNA

Technologies™ tarafindan yapildi.

Reaksiyon karisimi 0,3’er pl primerler (ileri, geri), 10 pl SYBR Green master mix

karisimi, 1 pul cDNA ve son hacim ultra saf su ile 20 pl’ye tamamlanarak hazirlandi.
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Tablo 3.5: Gergek-zamanli PZR reaksiyonlarinda kullanilan primerlerin dizileri (P1:
SPAC17A2.01, bsul; P2: SPAC23H4.10c, thi4; P3: SPBC26H8.01, thi2; P4:
SPBP4G3.02, phol; P5: SPBP8B7.18c, TENA/THI ailesi proteinin geni; P6:
SPCC18B5.05¢, fosfometilprimidin kinaz (predicted) geni; P7: SPCC1223.02, thi3,

nmtl.)

I I Primer dizileri % GC oraml Tm (°C)
b1 SPAC17A2.01F 5-GCCCGTTTACTTTTGTTCCA-3' 45 53,7
SPAC17A2.01R 5-GCAACACCGATGATGAAATG-3' 45 52,3
P SPAC23H4.10cF 5-GTGATGGGTGTAACGGCTTC-3' 55 56
SPAC23H4.10cR 5-GAGTTTTTCGCTTCCACTGC-3' 50 54,7
p3 SPBC26H8.01F 5-CCCATTTGGTTGTTTCTGCT-3' 45 53,8
SPBC26H8.01R 5-CGCATGTCGTGAAGGTTAGA-3' 50 54,9
b4 SPBP4G3.02F 5-AGCATTGACTTTCCCACCAC-3' 50 55,6
SPBP4G3.02R 5-ATTCCAACAGCATCGAAAGC-3' 45 53,8
p5 SPBP8B7.18cF 5-GCAGCCCTGAAATCGTTAAG-3 50 54,1
SPBP8B7.18cR 5-CGAGAGAATCCCCAGAAGTG-3' 55 54,8
P6 SPCC18B5.05cF 5'GACGGCCGATCTGATTTATGS 50 53,4
SPCC18B5.05¢cR 5-TGGCAGCTGTAAGAGAGCAA-3' 50 56,5
b7 SPCC1223.02F 5-TCCCCAGAGATTGGAACAAG-3' 50 54,3
SPCC1223.02R 5-GGTCAAGTTCCCAGGTCAAG-3' 55 55,5

3.8.1. GZ-PZR Kosullari

Reaksiyon kosullar1 ve cihaz ayarlari kitte 6nerildigi bigimde, kullanilan primerlerin Tm

degerleri ve uzunlugu gibi baz1 6zellikler dikkate alinarak diizenlendi. Buna gore,

uygulama asamalar1 asagida belirtilen sekilde gerceklestirildi (Tablo3.6).
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Tablo 3.6: PZR kosullari

Reaksiyon asamasi Sicaklik Sire
On inkiibasyon 95°C 10 dakika
95°C 10 saniye
Cogaltim
53°C 7 saniye
(45 déngl)
72°C 5 saniye
Veri toplama sadece ¢ogaltma sonunda (“acqusition mode:single”)
95°C 5 saniye
Erime egrisi
Sicaklik degisim hizi: 0,1°C/s 48°C 5 dakika
Veri toplama modu: surekli
95°C 5 saniye

3.8.2 GZ-PZR Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Genlerin anlatim diizeyindeki degisimler, her bir reaksiyonun o andaki verimine bagli
olarak, deney gruplar1 (P1-P7) i¢in elde edilen Ct (‘’crossing threshold’’) degerlerinin,
referans gen (aktin) igin ayn1 kosullarda 6lgiilen Ct degerlerine oranlanmasi temeline
dayanan PFAFFL denklemine gére hesaplandi (Pfaffl, 2001). PFAFFL denklemi Sekil
3.1’de verilmistir. Deneylerden elde edilen sonuglarin istatistik analizi ’Graphpad

Ver.5” yazilimi ile yapildi.
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)ACthedef (kontrol-deney)

E
oran = (Eneger

(Eref )ACt ref (kontrol-deney)

Sekil 3.1: PFAFFL denklemi.

E: PZR’nin verimi. Her bir PZR i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmakta olup teorik olarak 2
olmasi gerekir.

ACt hedef: Hedef gen i¢in, kontrol ve deney kosullarinda saptanan Ct (anlamli artigin
saptandig1 ¢evrim sayisi) degerlerinin farki.

ACt referans: Referans gen olarak kullanilan gen i¢in, kontrol ve deney kosullarinda

saptanan Ct degerlerinin farki.
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4. BULGULAR

4.1. TIiAMIN METABOLIZMASINA DAHIL OLAN GENLERIN
ANLATIMLARININ SAPTANMASI

Tiamin iceren (zengin besiyeri) ve igermeyen (minimal besiyeri) biiylime ortamlarinda
uretilen S.pombe’nin 972 h™ yabani irki ve ird1lh” mutantinda, tiamin biyosentez
yolaginda gorev alan genlerin anlatim profilleri kantitatif gercek-zamanli PZR
kullanilarak incelendi. Ayn1 zamanda, oksidatif stresin ele alinan genlerin anlatimlari

tizerine etkileri de arastirildi.

4.1.1. Total RNA’nin Izolasyonu

Boliim 3.6.°da agiklandigi tizere ‘’Roche, High Pure RNA Isolation Kit’’ ticari kiti ile
total RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen total RNA molekiillerinin kalitesi % 1°lik
agaroz jelde kontrol edildi ve izolasyonun basarili bir sekilde gergeklestirildigi tespit

edildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: Total RNA izolasyonlarinin agaroz jel elektroforezi. 1) S. pombe 972h
yabani 1rk; 2) S. pombe ird11.

Orneklere ait spektrofotometrik 6lciimlerden elde edilen total RNA miktarlar1 Tablo
4.1'de verildi.



28

Tablo 4.1: Kontrol ve deney gruplarina ait total RNA miktarlar1

RNA Absorbans
Ornekler konsantrasyonu
(Lg/pl/108 hiicre) (260/280)
972 h™ kontrol 1917,2 2,23
972 h- MML 2110,9 2,22
972 h" HP 1189,3 2,24
ird11 kontrol 1850,4 2,24
irdl1 MML 1074,8 2,24
irdll HP 12345 2,22

4.1.2. cDNA Sentezi

3.7. bolimde agiklandigi gibi yabani irk ile ird11l mutant irkinin ii¢ farkli ortamda
(kontrol, MML ve HP) toplamda 6 farkli total RNA’nin cDNA’s1 elde edildi. Reaksiyon
riinleri %1,5’lik agaroz jelde kontrol edildi. Kontrol grubuna ait cDNA sentez
reaksiyonlarinda elde edilen firiinlerin agaroz jel elektroforezindeki goéruntuleri Sekil

4.2°de verilmistir.
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«— 500bp
e—250bp

Sekil 4.2: cDNA sentezi Urlnlerinin agaroz jel elektroforezi. 1) S. pombe 972h7; 2) S.
pombe ird11 h; 3) fermentaz 100bp ladder. (bp: baz gifti)

4.1.3. Gergek-Zamanh PZR

Tiamin metabolizmasina ait yedi genin (SPAC17A2.01, SPAC23H4.10c,
SPBC26H8.01, SPBP4G3.02, SPBP8B7.18c, SPCC1885.05¢c, SPCC1223.02) anlatim
diizeylerindeki degisimlerin sinanmasi ve nicel olarak degerlendirilmesi, SYBR Green
temeline dayali GZ PZR yontemiyle, goreceli anlatim diizeyleri karsilastirilarak yapildi.
Anlatim degisimleri arastirilan yedi gen (Tablo 3.5) i¢in oOlgiilebilir ¢ogalmanin
saptandig1 ¢evrim sayilarina (esik ¢evrim, ‘’threshold cycle’’, Ci) gore cizilen
grafiklerle standart logaritmik artis egrileri elde edildi. Bu egrilerden, her bir
reaksiyonun verimi (“’efficiency’’, E) cihaza ait yazilim tarafindan otomatik olarak
hesaplandi. Ornek olarak actl ve P1 (SPAC17A2.01) genleri icin elde edilen standart
egriler Sekil 4.3’de verildi. Teorikte 2 olmasi gereken E degerlerinin (Pfaffl, 2001)
referans gen dahil yedi gen igin gergeklestirilen reaksiyonlarda ciddi bir sapma

gdstermeden 2 civarinda oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.3: Referans ve bir hedef genlere ait reaksiyon verimini gosteren standart egriler.

Referans gen olarak kullanilan aktin (actl) genine ve anlatimlari karsilastirilacak
genlere ait primerlerin kontrol edilmesi, elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi ve
reaksiyon kosullarinin optimize edilmesi amaciyla kullanilmak iizere cDNA molekiilleri
hazir hale getirildi. GZ-PZR ¢ogalma egrileri incelendiginde tiim genlerin ¢ogaltimi 22-
24. cevrimlerden sonra basladig1 gézlenmistir (Sekil 4.4).

Tiim reaksiyonlarin sonunda erime egrisi grafikleri incelendiginde, fluoresans i1sima
siddetindeki artislarin 6zgiin olarak tek bir hedef DNA dizisinin ¢ogaltilmasindan
kaynaklandigi, herhangi bir kontaminasyon veya primerlerin yanhs baglanmasindan
ileri gelen farkli gogalmalarm olmadig1 saptandi. Ornek olarak, actl ve P1 reaksiyonlart
icin elde edilen erime egrisi grafigi Sekil 4.5’de verildi. Bu genler i¢in gergeklestirilen
reaksiyonlarda birer tane net tepe noktasi elde edildigi goriildii. Reaksiyonlarda
meydana gelen ¢ogalmalarin 6zgiinliigliniin dogrulanmasinda 6nemli bir kontrol olan

erime egrileri, cihaza ait yazilim tarafindan otomatik olarak ¢izilmektedir.




31

Amplification Curves

510)

Fluorescence (465

0 2
Cycles

Sekil 4.4: P1-P6 genleri icin belirlenen C; degerleri.

Melting Peaks

—
=
=}
=]
[

=
>
=
o
§
L'
3
g
T
g
=
=2
—
=
=
=
e

a0
Temperature [*C)

Sekil 4.5: P1 (74.94) ve actl (77.26) genleri i¢in elde edilen erime egrileri.

Aragstirilan genlerin anlatim diizeylerindeki goreceli degisimler, GZ- PZR’nin verimine
bagl olarak farkli kosullarda (kontrol, HP ve MML) elde edilen C: degerlerinin,
referans gen, actl, i¢in ayn1 kosullarda saptanan degerlere oranlanmasi temeline dayal
PFAFFL formiiliine gére hesaplandi (BOlim 3.8). Tiim deney kosullari iki kopyali ve
farkli zamanlarda hazirlanmis olan kalip ¢cDNA’lar kullanilarak en az iki tekrarh

yapildi.
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Sekil 4.6’da tiamin metabolizmasina dahil olan genlerin normal kosullarda iiretilen
ird11°deki (ird1l) ve farkli kosullarda tretilen 972 h”deki (972 h'HP ve 972 h"M)
anlatimlarmin normal kosullarda tiretilen yabani (972 h") wrktaki anlatimlarina oranlari
verilmektedir. Burada tiamin metabolizmasina dahil olan tiim genlerin minimal ortamda
tiretilen yabani irkta belirgin bir sekilde anlatim seviyelerinin arttig1 tespit edildi.
Ozellikle de tiamin fosfat dipirofosforilaz / hidroksietiltiazol kinaz enzimini sifreleyen
thi2 ve 4-amino-5-hidroksimetil-2-metilpirimidin fosfat sentaz Nmtl enzimini
sifreleyen thi3 genlerinin yaklasik 80 kat arttigi goriilmistiir. Oysa oksidatif stres
uygulanan yabani irkta s6z konusu genlerin anlatim seviyelerinin diistiigii belirlenmistir.
Normal kosullarda iiretilen ird11’de thi2 geninin anlatim1 yabani irkinkine goére belirgin

bir sekilde artarken thi3 geninin anlatiminin da diistiigi saptanmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: Tiamin metabolizmasma dahil olan genlerin yabani tip (972h°) ile
karsilatirmali  olarak anlatim profilleri. P1: SPAC17A2.01, bsul; P2:
SPAC23H4.10c, thi4; P3: SPBC26H8.01, thi2; P4: SPBP4G3.02, phol; P5:
SPBP8B7.18c, TENA/THI ailesi proteinin geni; P6: SPCC18B5.05c,
fosfometilprimidin kinaz (predicted) geni; P7: SPCC1223.02, thi3, nmtl. HP:
Normal kosulda iiretildikten sonra hidrojen peroksid uygulanmis 6rnek; M:
Minimal ortamda iiretilmis 6rnek.
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Sekil 4.7°de tiamin metabolizmasina dahil olan genlerin farkli kosullarda iiretilen
ird11°deki (ird11HP ve ird11M) anlatimlarinin normal kosullarda ird71 deki (ird11)
anlatimlarina oranlar1 verilmektedir. Oksidatif strese maruz birakilan irdl1 de
(ird11HP) tiim genlerin anlatim seviyelerinin arttig1 6zellikle thi3 geninin anlatiminin
cok yiikseldigi (yaklasik 500 kat) goriildii. Buna karsin, minimal ortamda tiretilen ird11
irkinda ilgili genlerin anlatimlarinin yabani irktaki anlatimlar1 kadar artmadigi tespit
edildi (Sekil 4.7). Bu sonu¢ bize; irdll mutant irklarinin oksidatif strese karsi
kullandiklar1 savunma mekanizmalarinda tiamine ihtiya¢ duyduklarini ve dolayisi ile bu
kofaktoriin  biyosentez ve transportundan sorumlu olduklari bilinen genlerin

anlatimlarimin artmasinin beklenen bir sonu¢ oldugunu diisiindiirdii.
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Sekil 4.7: Tiamin metabolizmasina dahil olan genlerin ird11 ile karsilastirmali olarak
anlatim profilleri. P1: SPAC17A2.01, bsul; P2: SPAC23H4.10c, thi4; P3:
SPBC26H8.01, thi2; P4: SPBP4G3.02, phol; P5: SPBP8B7.18c, TENA/THI ailesi
proteinin geni; P6: SPCC18B5.05c¢, fosfometilprimidin kinaz (predicted) geni; P7:
SPCC1223.02, thi3, nmtl. HP: Normal kosulda iiretildikten sonra hidrojen
peroksid uygulanmig 6rnek; M: Minimal ortamda iiretilmis 6rnek.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tiamin, hemen tim organizmalarda enerji metabolizmasinda kofaktoér olarak goérev
yapmasinin yanisira lipit ve aminoasit metabolizmasinda da gorev yapan temel bir
vitamindir (Friedrich, 1987; GianPietro ve Alessandro, 2007). Ayrica, tiaminin hayvan
hlcrelerinde impuls iletimi, immin sistem aktivasyonu ve sinyalinde énemli roli
oldugu da bilinmektedir (Manzetti ve dg., 2014).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, 6ncelikle, tiamin icermeyen kosullarda iiretilen S. pombe
yabani tipinde ve glukoz baskilamasina ve oksidatif strese kars1 direngli olan S.pombe
ird11 mutantinda (Kig ve dig., 2005; Palabiyik ve dig., 2012), tiamin biyosentez ve
transportuna dahil genlerin anlatim profilleri karsilastirildi. Tiamin biyosentez yoluna
iligkin genlerin anlatimlarinin ortamdaki tiamin tarafindan tamamen baskilandigi, buna
Karsin tiamin yoklugunda da anlatimlarmin yiiksek diizeyde arttigi bilinmektedir
(Maundrell, 1990; Praekelt ve dig., 1994, Nosaka, 2006). Ayrica, S. pombe’de tiaminin,
kendi metabolizmasinda gorevli thi2, thi3, thi4, pho4 ve carl gibi birgok genin mMRNA
sentezini baskiladig1 rapor edilmistir (Schweingruber ve dig., 1991). Tiamin icermeyen
ortamda Uretilen S. pombe yabani tip hicrelerinde thi3 (P7) ve thi2 (P3) genlerinin
anlatimlarmin diger tiamin biyosentez ve transportu ile iligkili genlerin anlatimlarma
gore oldukga fazla arttig1 (yaklasik 70 kat) gozlendi (Sekil 4.6). S. cerevisiae’de tiamin
yoklugunda yapilan mikroarray verilerinde, thi3’iin ortologu olan THI5 ve THI12 ile
thi2’nin ortologu olan THI4 genlerinin anlatimlarinin da ¢ok yiiksek bir diizeyde arttig1
gozlenmistir (Nosaka ve dig., 2005). THI4 geni HET-P Onculu olan molekili
sentezlerken, THI5 ve THI12 genleri HMP-P oncilunu sentezlemektedir (Praekelt ve
dig., 1994; Wightman ve Meacock, 2003; Morett ve dig., 2003). Ancak, ird1ll
mutantinda sadece thi3 (P7) geninin anlatiminin arttig1 (yaklasik 40 kat) tespit edildi
(Sekil 4.7).

Bu tez kapsaminda ikinci olarak, glukoz baskilamasina ve oksidatif strese karst direncgli

olan S.pombe ird11 mutant: (Kig ve dig., 2005; Palabiyik ve dig., 2012 ) model olarak



35

kullanilarak, tiaminin oksidatif stres yanitindaki rolii arastirildi. Tiaminin enerji
metabolizmasina dahil olan sitosolik (transketolaz) ve mitokondrial (piruvat
dehidrogenaz, dallanmis zincir ketoasit dehidrogenaz ve a-ketoglutarat dehiddrogenaz)
baz1 enzimlerin Katalizinde kofaktor olarak gorev yaptigi bilinmektedir. Transketolaz
enzimi pentoz fosfat yolunun anahtar bir enzimidir ve NADPH’leri iiretir. Pruvat
dehidrogenaz enzimi glikoliz ile trikarboksilik asit siklusunu baglar. Dallanmis zincir
ketoasit dehidrogenaz ise aminoasitlerin trikarboksilik asit siklusuna girisini saglar. a-
ketoglutarat dehidrogenaz da trikarboksilik asit siklusunun hiz sinirlayici basamagini

olusturur (Gibson ve Blass, 1976).

Normal sartlarda mitokondri hiicresel oksijenin % 90'mi tiiketir (Gorman ve Taylor,
2011; Anupama ve dig., 2013) ve bunun da % 15'ini ROTlara dontistiiriir (St-Pierre J.,
ve dig., 2002). Antioksidan savunma ise SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi
enzimlerle yapilir (Mutoh ve dig., 1995; Nakagawa ve dig., 1999). ROT'larin artmast
elektron transfer zincirini bloke edip iiretilen ATP ile tiiketilen oksijen oranini azaltir.
Diabet ve norodejeneratif hastaliklarda mitokondriyal fonksiyon bozukluguna bagh
olarak; oksidatif strese neden olan serbest radikal Uretimi artarken, enerji
metabolizmasinda aksamalar meydana gelir (Blass, 2001; Tang ve dig., 2012). Ek
olarak, Alzheimer, Parkinson, Huntington, Wernicke-Korsakoff sendromu gibi
norodejeneratif hastaliklarda tiamin eksikliginin oksidatif stresi arttirmasi, enerji
metabolizmasindaki tiamin bagimli enzimlerin ve bu enzimlerin dahil olduklar
sireglerin oksidatif strese duyarli olmasi, tiamin varliginin oksidatif stres siirecini geri
cevirmesinin yaninda diger antioksidantlarin tiamin eksikligi ile tetiklenen degisiklikleri
geri gevirmesi tiamin ile oksidatif stres etkilesimini desteklemektedir (Gibson ve dig.,
1999; Lin ve Beal, 2006; Hazell ve dig., 2010; Jhala ve Hazell, 2011).

Bu c¢aligmada da, tiamin igeren normal kosullarda firetilen ird11’de yabani tiple
karsilastirildiginda, tiamin metabolizmasi ile ilgili genlerden yanlizca thi2 (P3)’nin
anlattminin arttig1 tespit edildi (4.7). Ancak ele alinan bu genlerin anlatimlari, oksidatif
strese maruz birakilan yabani tipte (972 HP) kontrol yabani tipe gore diiserken (Sekil
4.7), oksidatif stres uygulanan ird11’de (ird11 HP) uygulanmayan ird11’e gore artig
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belirlendi (Sekil 4.7). Bu durum, ird1l'in oksidatif strese karsi olusturdugu savunma
mekanizmalarinda, tiamin biyosentez ve transportu ile iliskili genlerin ig gordiigliniin
ipuclarin1  verdigini diistindirmektedir. Oksidatif stres ile tiamin metabolizmasi
arasindaki iligki, Palabiyik ve dig., (2014, GMR, baskida) mikroarray verilerinde de
belirtilmistir. Burada thi3 geninin anlatiminin ird11'de yabani tipe gore 33,5 kat
azaldigi, ancak H>Oz'ye maruz birakilan ird11l'de 31 kat arttigi tespit edilmistir. Hatta
tiamin metabolizmasina iligskin diger genlerde de, bu kadar belirgin olmamakla beraber,

benzer durum saptanmistir.

Tiaminin hem enerji yolaklarinda hem de oksidatif strese karsi gelistirilen savunma
mekanizmalarinda i gordiigiiniin ortaya konmasi, saglik alaninda halen gizemini
koruyan bir ¢ok hastaligin tan1 ve tedavisinde yardimeci olacagini diisiindiirmektedir.
Ornegin bunlarin baginda mitokondri fonksiyon bozukluguna bagh ortaya ¢ikma oram
artan norodejeneratif hastaliklar gelmektedir (Jhala ve Hazell, 2011). Beri-beri
hastalarinda da tiamin eksikliginin tespit edilmis olmasi; tiamin biyosentez ve
transportundan sorumlu genlerin anlatim profillerinin ortaya ¢ikarilmasi bu hastaligin

tan1 ve tedavisinde arastiricilara yol gosterecegine inanilmaktadir.



37

KAYNAKLAR

Alan, S. H., and Roger, F. B., 2009. "Update of Cell Damage Mechanisms in Thiamine
Deficiency: Focus on Oxidative Stress, Excitotoxicity and Inflammation."
Alcohol & Alcoholism Vol. 44, No. 2, pp. 141-147.

Anupama, S., Renu, B. and Parvesh, B., 2013. "Thiamine deficiency induces oxidative
stress in brain mitochondria of Mus musculus.” Journal of Physiology and
Biochemistry, Volume 69, Issue 3, pp 539-546.

Bahler, J., and Wood, V., 2006. "Probably the best model organism in the world." Yeast
23: 899-900.

Begley, T. P., Downs, D. M., Ealick, S. E., McLafferty, F. W., Van Loon, A. P., Taylor,
S., Campobasso, N., Chiu, H. J., Kinsland, C., Reddick, J. J., and Xi, J. 1999.
"Thiamin biosynthesis in prokaryotes." Arch. Microbiol. 171, 293-300.

Beskow, A., and Wright, A. P. H., 2006. "Comparative analysis of regulatory
transcription factors in Schizosaccharomyces pombe and budding yeasts." Yeast
23: 929-935.

Bettendorff, L., 1996. "A non-cofactor role of thiamine derivatives in excitable cells?"
Arch. Physiol. Biochem. 104, 745-751.

Blass, J.P., 2001. "Brain metabolism and brain disease: is metabolic deficiency the
proximate cause of Alzheimer dementia?" J Neurosci Res 66(5):851-856

Bolker, M., 1998. "Sex and crime: heterotrimeric G proteins in fungal mating and
pathogenesis." Fungal Genet. Biol. 25, 143-156.

Celik, G., Kaya, A., Poyraz, B., Ciledag, A., Elhan, A. H., Oktem, A., Tozkoparan, E.
and Ozkan, M. (2006), Diagnostic value of leptin in tuberculous pleural
effusions. International Journal of Clinical Practice, 60: 1437-1442.
doi: 10.1111/j.1742-1241.2006.00831Chance, B., Sies, H., and Boveris, A.,
1979. "Hydroperoxide metabolism in mammalian organs.” Physiol Rev 59:527—
605

Chatterjee, A., Jurgenson, C.T., Schroeder, F.C., Ealick, S.E., and Begley, T.P., 2007.
"Biosynthesis of thiamin thiazole in eukaryotes: conversion of NAD to an
advanced intermediate.” J. Am. Chem. Soc. 14, 2914-2922.

Chen, D., Toone, W. M., Mata J., Lyne R., Burns G, Kivinen K, Brazma A, Jones
N, Bahler J., 2003. "Global transcriptional responses of fission yeast to
environmental stress." Mol Biol Cell. 2003 Jan;14(1):214-29.

Chen, D., Wilkinson, C. R. M., Watt, S., Penkett, C. J., Toone, W. M., Jones, N., Bahler
J., 2008. "Multiple pathwaysdifferentially regulate global oxidative stress
responses in fission yeast." Mol Biol Cell 19:308-317


http://link.springer.com/journal/13105
http://link.springer.com/journal/13105
http://link.springer.com/journal/13105/69/3/page/1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Burns%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12529438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kivinen%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12529438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brazma%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12529438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jones%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12529438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jones%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12529438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=B%C3%A4hler%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12529438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12529438

38

Coddington, A., and Schweingruber, M.E., 1986. "Acid phosphatase deficient mutants
of Schizosaccharomyces pombe are defective in tyrosine uptake." Curr Genet
11:113-117 1986 Europe PMC | PubMed

Cook, C. C., Hallwood, P. M., and Thomson, A.D., 1998. "B Vitamin deficiency and
neuropsychiatric syndromes in alcohol misuse." Alcohol Alcohol 33:317-36.

Degols, G., and Russell P., 1997. "Discrete roles of the Spcl kinase and the Atfl
transcription factor in the UV response of Schizosaccharomyces pombe™. Mol.
Cell. Biol. 17:3356-3363

Degols, G., Shiozaki K., and Russell P., 1996. "Activation and regulation of the Spcl
stress-activated protein kinase in Schizosaccharomyces pombe". Mol. Cell. Biol.
16:2870-2877.

Desjardins, P., and Butterworth, R. F., 2005. "Role of mitochondrial dysfunction and
oxidative stress in the pathogenesis of selective neuronal loss in Wernicke’s
encephalopathy”. Mol Neurobiol 31:17-25

D’Souza, C. A., and Heitman, J., 2001. "Conserved cAMP signaling cascadesregulate
fungal development and virulence". FEMS Microbiol. Rev. 25, 349-364.

Egel, R. 2004. "The Molecular Biology of Schizosaccharomyces pombe: Genetics,
Genomics and Beyond". Springer-Verlag Berlin, Heidelberg; ISBN: 3-540-
00693-1..

Elliott, S., Chang, C. W., Schweingruber, M. E., Schaller, J., Rickli, E. E., Carbon, J.,
1986. "Isolation and characterization of the structural gene for secreted acid
phosphatase from Schizosaccharomyces pombe™. J Biol Chem 261:2936-2941
1986 Europe PMC | PubMed

Enjo, F., Nosaka, K., Ogata, M., lwashima, A. and Nishimura, H., 1997. "Isolation and
characterization of a thiamin transport gene, THI10, from Saccharomyces
cerevisiae™. J. Biol. Chem. 272; 19165-19170.

Ephrussi, B., Slonimsky, P. P., Yotsuyanagi, Y., and Tavlikki, J., 1956. "Variations
physiologiques de la levure aucours du cycle de la croissance aerobie". C. R.
Trav. Lab. Carlsberg, Sir. Physiol. 26,87- 102

Fankhauser, H., Zurlinden, A., Schweingruber, A. M., Edenharter, E., and
Schweingruber, M. E., 1995. "Schizosaccharomyces pombe thiamine
pyrophosphokinase is encoded by gene tnr3 and is a regulator of thiamine
metabolism, phosphate metabolism, mating, and growth”. J Biol Chem
270:28457-28462, Europe PMC | PubMed

Flores CL, Rodriguez C, Petit T and Gancedo C (2000). Carbohydrate and energy-
yielding metabolism in non-conventional yeasts. FEMS Microbiol. Rev. 24: 507-
529.

Friedrich, W., 1987. "Thiamin (Vitamin B1, aneurin). in". Hanbuch der Vitamine,
Urban & Schwarzenberg, Miinchen, Vien, Baltimore, 240-258.



39

Gaits, F., Shiozaki K., and Russell P., 1997. "Protein phosphatase 2C acts independently
of stress-activated kinase cascade to regulate the stress response in fission
yeast". J. Biol. Chem. 272:17873-17879.

Gaits, F., Degols G., Shiozaki K., and Russell P., 1998. "Phosphorylation and
association with the transcription factor Atfl regulate localization of Spcl/ Styl
stress-activated kinase in fission yeast". Genes Dev. 12:1464-1473.

GianPietro, S., and Alessandro, S., 2007. "Wernicke's encephalopathy: new clinical
settings and recent advances in diagnosis and management”. The Lancet
Neurology, Volume 6, Issue 5, Pages 442 - 455

Gibson, G. E., Park, L. C., Zhang, H., Sorbi, S., and Calingasan, N. Y., 1999.
"Oxidative stress and a key metabolic enzyme in Alzheimer brains, cultured
cells, and an animal model of chronic oxidative deficits. * Ann N Y Acad
Sci.;893:79-94. Review. PMID: 10672231 [PubMed - indexed for MEDLINE]

Gibson, G. E., and Blass, J, P., 1976. "Inhibition of acetylcholine synthesis and of
carbohydrate utilization by maple-syrup-urine disease metabolites”. J
Neurochem.;26(6):1073-1078. [PubMed]

Gorman G. S., Taylor R.W., 2011. "Mitochondrial DNA abnormalities in
ophthalmological disease". Saudi J Ophthalmol 25(4):395-404

Gustin, M. C., J. Albertyn, M. Alexander, and K. Davenport. 1998. "MAP kinase
pathways in the yeast Saccharomyces cerevisiae”. Microbiol. Mol. Biol. Rev.
62:1264-1300.

Gutz H., Heslot H., Leupold U., Loprieno N., 1974. Schizosaccharomyces pombe. In:
King RC (eds) Handbook of genetics. Plenum Press, New York, pp 395-446

Halliwell B., 2006. "Reactive species and antioxidants. Redox biology is a
fundamental theme of aerobic life". Plant Physiol. 141: 312-322. [PMC free
article] [PubMed]

Hazell, A. S., Sheedy, D., Oanea, R., Aghourian, M., Sun, S., and Jung, J. Y., 2010.
"Loss of astrocytic glutamate transporters in Wernicke encephalopathy”. Glia,
58(2), 148-156.

Hoffman, C. S., and Winston, F., 1991. "Glucose repression of transcription of the
Schizosaccharomyces pombe fbpl gene occurs by a CAMP signaling pathway".
Genes Dev. 5, 561-571.

Hoffman, C. S., 2005 "Glucose sensing via the protein kinase A pathway in
Schizosaccharomyces pombe™. Biochem Soc Trans.; 33(Pt 1):257-60

Hohmann, S., and Meacock, P.A., 1998. "Thiamin metabolism and thiamin
diphosphate-dependent enzymes in the yeast Saccharomyces cerevisiae: genetic
regulation”. Biochim. Biophys. Acta 1385; 201-219.


http://www.thelancet.com/journals/laneur/issue/vol6no5/PIIS1474-4422(07)X7034-0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10672231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10672231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/945329
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1475431/?report=reader
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1475431/?report=reader
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16760481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15667320

40

Holzer, H., 1968. "in Aspects of Yeast Metabolism™. (Mills, A. K. & Krebs, Sir H., eds)
pp. 155- 178, Blackwell Scientific Publ., Oxford and Edinburgh.

Iwashima, A., Nishino, H., and Nose, Y., 1973. "Carrier-mediated transport of thiamine
in baker's yeast". Biochim. Biophys. Acta 330:222-234.

Johnsson A, Xue-Franzen Y, Lundin M, Wright AP: Stress-specific role of fission yeast
Gen5 histone acetyltransferase in programming a subset of stress response
genes. Eukaryot Cell 2006, 5(8):1337-1346

Jhala, S. S., and Hazell, A. S., 2011. "Modeling neurodegenerative disease
pathophysiology in thiamine deficiency: consequences of impaired oxidative
metabolism". Neurochem Int, 58(3), 248-260.

Kato T., Jr., Okazaki K., Murakami, H., Stettler, S., Fantes, P. A., and Okayama, H.,
1996. "Stress signal, mediated by a Hogl-like MAP kinase, controls sexual
development in fission yeast". FEBS Lett. 378:207-212.

Kig C., Turkel S., Temizkan G., 2005. "Isolation and characterization of glucose
derepressed invertase mutants from Schizosaccharomyces pombe™. Biosci
Biotechnol Biochem 69(12):2475-2478

Kim D.U., Hayles J., Kim D., Wood V., Park H.O., Won M., Yoo H.S., Duhig T., Nam
M., Palmer G., Han S., Jeffery L., Baek S.T., Lee H., Shim Y.S., Lee M., Kim
L., Heo K.S., Noh E.J.,, Lee AR, Jang Y.J., Chung K.S., Choi S.J., Park J.Y.,
Park Y., Kim H.M., Park S.K., Park H.J., Kang E.J., Kim H.B., Kang H.S., Park
H.M., Kim K., Song K., Song K.B., Nurse P., Hoe K.L., 2010. "Analysis of a
genome-wide set of gene deletions in the fission yeast Schizosaccharomyces
pombe". Nat Biotechnol 28:617-623, Europe PMC | PubMed

Koser S. A., 1968. "Vitamin Requirements of Bacteria and Yeasts" Charles C. Thomas,
Springfield, IL

Kubista M., Andrade J. M., Bengtsson M., Forootan A., Jonak J., Lind K., 2006. "The
real-time polymerase chain reaction". Mol Aspects Med 2006;27:95-125.

Lai E.C., 2003. "RNA sensors and riboswitches: self-regulating messages". Curr. Biol.
13, 285-291.

Lakaye, B., Wirtzfeld, B., Wins, P., Grisar, T. and Bettendorff, L., 2004. "Thiamine
triphosphate, a new signal required for optimal growth of Escherichia coli
during amino acid starvation". J. Biol. Chem. 279, 17142-17147.

Landry S., Pettit M. T., Apolinario E., Hoffman C. S., 2000. "The fission yeast git5 gene
encodes a Gbeta subunit required for glucose-triggered adenylate cyclase
activation". Genetics.;154(4):1463-1471. [PMC free article] [PubMed]

Landry, S., and Hoffman, C. S., 2001. "The git5 Gbeta and gitll Ggamma form an
atypical Gbetagamma dimer acting in the fission yeast glucose/cCAMP pathway".
Genetics 157, 1159-1168.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1461029/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10747045

41

Lee S, Choi H, Suh S, Doo I-S, Oh K-Y, Choi EJ, Schroeder Taylor AT, Low PS, Lee
Y (1999) "Oligogalacturonic acid and chitosan reduce stomatal aperture by
inducing the evolution of reactive oxygen species from guard cells of tomato
and Commelina communis. " Plant Physiol 121: 147-152

Lengeler, K. B., Davidson, R. C., D’Souza, C., Harashima, T., Shen, W. C., Wang, P.,
Pan, X., Waugh, M. & Heitman, J., 2000. "Signal transduction cascades
regulating fungal development and virulence". Microbiol. Mol. Biol. Rev. 64,

746-785.

Leupold, U., 1950 S. pombe. Compt. Rend. Trav. Lab. Carlsberg, SQr. Physiol. 24:
381480.

Lindner, P., 1893. Schizosaccharomyces pombe n. sp., ein

neuerGahrungserreger.\Wochenschr Brauereil0O, 1298-1300

Lin, M. T.,Beal, M. F., 2006. "Mitochondrial dysfunction and oxidative stress in
neurodegenerative diseases". Nature. ;443(7113):787-95.

Lin, S. J., Defossez P. A., Guarente L., 2000. "Requirement of NAD and SIR2 for life-
span extension by calorie restriction in Saccharomyces cerevisiae". Science
289(5487):2126-2128

Lin, S.-J., Kaeberlein, M., Andalis, A.A., Sturtz, L.A., Defossez, P.-A., Culotta, V.C.,
Fink, G.R., and Guarente, L. 2002. "Calorie restriction extends life span by
shifting carbon toward respiration”. Nature 418: 344-348.

Machado, C.R., Praekelt, U.M., Costa de Oliveira, R.L., Barbosa, A.C.C., Byrne, K.L.,
Meacock, P.A. and Menck, C.F.M., 1997. "Dual role for yeast THI4
CELLULAR & MOLECULAR BIOLOGY LETTERS 281 gene in thiamine
biosynthesis and DNA damage tolerance”. J. Mol. Biol. 273 (1997) 114-121.

MacQuillan, A. M., Winderman, S. & Halvorson, H. 0., 1960. Biochem. Biophys. Res.
Cornmun. 3, 77-80.

Manzetti S., Zhang J., and Van der Spoel D., 2014, "Thiamin function, metabolism,
uptake, and transport". Biochemistry. ;53(5):821-35. doi: 10.1021/bi401618y.

Mathews, Christopher, Kensal Van Holde and Kevin Ahern. 2000. Biochemistry 3 rd
edition. http://www.aw-bc.com/mathews/ch07/cO7emhp.htm . Accessed March
2005.

Medina-Silva, R., Barros, M.P., Galhardo, R.S., Netto, L.S., Colepicolo, P. and Menck,
C.F., 2005. "Heat stress promotes mitochondrial instability and oxidative
responses in yeast deficient in thiazole biosynthesis". Res. Microbiol. 157, 275-
281.

Manetti, A. G., Rosetto, M., and Maundrell, K. G., 1994. "nmt2 of fission yeast: a
second thiamine-repressible gene co-ordinately regulated with nmt1". Yeast 10,
1075-1082


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lin%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17051205
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Beal%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17051205
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17051205
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Manzetti%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24460461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24460461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20der%20Spoel%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24460461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24460461
http://www.aw-bc.com/mathews/ch07/c07emhp.htm

42

Marobbio, C. M. T., Vozza, A., Harding, M., Bisaccia, F., Palmieri, F., and Walker, J.
E., 2002. "Identification and reconstitution of the yeast mitochondrial transporter
for thiamine pyrophosphate”. The EMBO Journal Vol. 21 No. 21 pp. 5653-5661.

Maundrell, K., 1990. "nmtl of fission yeast. A highly transcribed gene completely
repressed by thiamine". J. Biol. Chem. 265, 10857-10864

McQuire T.A., Young P.G., 2006. "joint regulation of the nmtl promotor and
sporulation by thil and thi5 in Schizosaccharomyces pombe™. Curr Genet.;
50(4):269-79. Epub 2006 Jul 28.

Millar, J. B., Russell, P., Dixon, J. E., and Guan, K. L., 1992. "Negative regulation of
mitosis by two functionally overlapping PTPases in fission yeast". EMBO J.
11:4943-4952.

Millar, J. B., Buck, V., and Wilkinson, M. G., 1995. "Pypl and Pyp2 PTPases
dephosphorylate an osmosensing MAP kinase controlling cell size at division in
fission yeast". Genes Dev. 9:2117-2130.

Mojzita, D., and Hohmann, S., 2006. "Pdc2 coordinates gene expression in the yeast
THI regulon”. Molecular Genetics and Genomics 276:147-161

Moreno, S., Nurse, P. and Russell, P.,1990. "Regulation of mitosis by cyclic
accumulation of p80cdc25 mitotic inducer in fission yeast". Nature 343, 549-
552.

Morett, E., Korbel, J. O., Rajan, E., Saab-Rincon, G., Olvera, L., Olvera, M., Schmidt,
S., Snel, B., and Bork, P., (2003) "Systematic discovery of analogous enzymes
in thiamin biosynthesis". Nat Biotechnol 21: 790-795.

Morgan, M. Y., 1999. "Nutritional aspects of liver and biliary disease". In Bircher J,
Benhamou JP, McIntyre N, Rizzetto M, Rode’s J (eds). Oxford Textbook of
Clinical Hepatology. Oxford: Oxford Medical Publication, 1923-81.

Mutoh, N., Nakagawa, C. W., and Hayashi, Y., 1995. "Adaptive response of
Schizosaccharomyces pombe to hydrogen peroxide". FEMS Microbiol. Lett. 132,
67-72.

Nakagawa, Y., Koyama, M., and Matsumoto, M., 1999. "Flutamide-induced hepatic
disorder and serum concentrations of flutamide and its metabolites in patients
with prostate cancer”. Acta Urol Jpn 45:821— 826.

Nosaka, K., Kaneko, Y., Nishimura, H., and Ilwashima, A., 1989. "A possible role for
acid phosphatase with thiamin-binding activity encoded by PHO3 in
yeast". FEMS Microbiol Lett 51(1):55-9

Nosaka, K., Kaneko, Y., Nishimura, H., and Iwashima, A., 1993. "Isolation and
characterization of a thiamin pyrophosphokinase gene, THI80, from
Saccharomyces cerevisiae". J. Biol. Chem. 268, 17440-17447.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McQuire%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16874521
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Young%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16874521
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=16874521

43

Nosaka, K., Onozuka, M., Konno, H., Kawasaki, Y., Nishimura, H., Sano, M., and
Akaji, K., 2005. "Genetic regulation mediated by thiamin pyrophosphate-
binding motif inSaccharomyces cerevisiae”. Mol. Microbiol. 58, 467-479

Nosaka, K., 2006. "Recent progress in understanding thiamin biosynthesis and its
genetic regulation in Saccharomyces cerevisiae". Appl. Microbiol. Biotechnol.
72, 30-40.

Ohmiya, R., Yamada, H., Kato, C., Aiba, H., and Mizuno, T., 2000. "The Prrl response
regulator is essential for transcription of stell and for sexual development in
fission yeast". Mol. Gen. Genet. 264:441-451.

Ohmiya, R., Kato, C., Yamada, H., Aiba, H., and Mizuno, T,. 1999. "A fission yeast
gene (prrl ) that encodes a response regulator implicated in oxidative stress
response”. J. Biochem. (Tokyo) 125:1061-1066.

Osterwalder, A. (1924). Schizosaccharomyces liquefaciens n. sp., einegegen freie
schweflige Siure widerstandsfd hige Géarhefe.Mitt Gebiete Lebensmittelunters
Hyg15, 5-28

Palabiyik, B., Kig, C., Pekmez, M., Dalyan, L. , Arda, N., Temizkan, G., 2012.
"Investigation Of The Relationship Between Oxidative Stress And Glucose
Signaling In Schizosaccharomyces Pombe". BIOCHEMICAL GENETICS,
vol.50, pp.336-349.

Palabiyik, B., Ghods, F. J., and Ugar, E. O., 2014. on publication. "A potential
protective role for thiamine in glucose-driven oxidative stress". GMR.

Pekmez M., Arda N., Hamad 1., Kig C., Temizkan G. , "Hydrogen Peroxide-Induced
Oxidative Damages In Schizosaccharomyces Pombe", Biologia, Section Cellular
and Molecular Advances In Experimental Medicine And Biology, vol.63,
pp.151-155, 2008

Pfaffl, MW., "A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-
PCR". Nucleic Acids Res., 29 (9): e45 2001.

Polakis, E., S., and BartleyW., 1965. "Changes in the Activities of Respiratory Enzymes
During the Aerobic Growth of Yeast on Different Carbon Sources”. Biochem. J.
97, 284-297.

Praekelt, U. M., Byrne, K. L., and Meacock, P. A., 1994. " Regulation of THI4(MOL1),
a thiamine-biosynthetic gene of Saccharomyces cerevisiae". Yeast 10, 481490

Samejima, I., Mackie, S., and Fantes, P. A., 1997. "Multiple modes of activation of the
stress-responsive MAP kinase pathway in fission yeast". EMBO J. 16:6162—
6170.

Schiiller, G., Brewster, J. L., Alexander, M. R., Gustin, M. C., and Ruis, H., 1994. "The
HOG pathway controls osmotic regulation of transcription via the stress
response element (STRE) of the Saccharomyces cerevisiae CTT1 gene". EMBO
J. 13:4382-4389.



44

Schweingruber, M. E., Fluri, R., Maundrell, K., Schweingruber, A. M., and
Dummermuth, E. 1986. "ldentification and characterization of thiamine
repressible acid phosphatase in yeast". J. Biol. Chem. 261:15877-15882.

Schweingruber, M. E., and Edenharter, E., 1990. "Thiamin regulates agglutination and
zygote formation in Schizosaccharomyces pombe". Curr. Genet. 17:191-194.

Schweingruber, A. M., Dlugonsky, J., Edenharter, E., and Schweingruber, M. E., 1991.
“Thiamine in Schizosaccharomyces pombe: dephosphorylation, intracellular
pool, biosynthesis and transport”. Curr. Genet. 19:249-254.

Settembre, E., Begley, T. P., and Ealick, S. E., 2003. "Current Opinion in Structural
Biology". 13, 739-747

Shieh, J. C., Wilkinson, M. G., Buck, V., Morgan, B. A., Makino, K., and Millar, J. B..,
1997. "The Mcs4 response regulator coordinately controls the stressactivated
Wak1-Wisl-Styl MAP kinase pathway and fission yeast cell cycle". Genes Dev.
11:1008-1022.

Shiozaki, K., and Russell, P., 1995. "Cell cycle control linked to extracellular
environment by MAP kinase pathway in fission yeast". Nature 378:739-743. (a)

Shiozaki, K., and Russell, P., 1995. "Counteractive roles of protein phosphatase 2C
(PP2C) and a MAPKK homolog in the osmoregulation of fission yeast". EMBO
J. 14:492-502.(b)

Shiozaki, K., and Russell, P., 1996. "Conjugation, meiosis, and the osmotic stress
response are regulated by Spcl kinase through Atfl transcription factor in
fission yeast". Genes Dev. 10:2276-2288.

Shiozaki, K., Shiozaki, M. and Russell, P., 1997. "Mcs4 mitotic catastrophe suppressor
regulates the fission yeast cell cycle through the Wik1-Wisl- Spcl kinase
cascade”. Mol. Biol. Cell 8:409-419.

Stolz J., Woéhrmann H. J., and Vogl C., 2005. "Amiloride uptake and toxicity in fission
yeast are caused by the pyridoxine transporter encoded by bsul+
(carl+)." Eukaryot Cell 4:319-326 Europe PMC | PubMed

St-Pierre, J., Buckingham, J. A., Roebuck, S. J., Brand, M. D., 2002. "Topology of
superoxide production from different sites in the mitochondrial electron
transport chain". J Biol Chem 277:44784-44790

Takeda, T., Toda, T., Kominami, K., Kohnosu, A., Yanagida, M., and Jones, N., 1995.
"Schizosaccharomyces pombe atfl_ encodes a transcription factor required for
sexual development and entry into stationary phase". EMBO J. 14:6193-6208.

Tang J., Yan H., Zhuang S., 2012. "Inflammation and oxidative stress in obesity-related
glomerulopathy". Int J Nephrol 2012:1-11


http://europepmc.org/abstract/MED/15701794
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=15701794

45

Thornalley P. J., Babaei-Jadidi R., Al Ali H., Rabbani N., Antonysunil A., Larkin J.,
Ahmed A. et al., 2007. "High prevalence of low plasma thiamine concentration
in diabetes linked to a marker of vascular disease".Diabetologia.;50(10):2164—
2170. [PMC free article] [PubMed]

Toda, T., Shimanuki, M., and Yanagida, M., 1991. "Fission yeast genes that confer
resistance to staurosporine encode an AP-1-like transcription factor and a protein
kinase related to the mammalian ERK1/MAP2 and budding yeast FUS3 and
KSS1 kinases". Genes Dev. 5:60-73.

Toda, T., Shimanuki, M., Saka, Y., Yamano, H., Adachi, Y., Shirakawa, M., Kyogoku,
Y., and Yanagida, M., 1992. "Fission yeast papl-dependent transcription is
negatively regulated by an essential nuclear protein, crm1”. Mol. Cell. Biol.
12:5474-5484.

van der Velden, V. H., Hochhaus, A., Cazzaniga, G., Szczepanski, T., Gabert, J., Van
Dongen, J. J., 2003. "Detection of minimal residual disease in hematologic
malignancies by real-time quantitative PCR: Principles, approaches, and
laboratory aspects”. Leukemia; 17:1013-34.

Veal, E. A., Day A. M., Morgan, B. A., 2007. "Hydrogen peroxide sensing and
signaling”. Mol. Cell 26: 1-14. [PubMed]

Vogl, C., Klein, C. M., Batke, A. F., Schweingruber, M. E., Stolz, J., "Characterization
of Thi9, a novel thiamine (Vitamin B1) transporter from Schizosaccharomyces
pombe". J Biol Chem 283:7379-7389 2008 Europe PMC | PubMed

Walker G., 1998, Yeast physiology and biotechnology. John Wiley & Sons. UK.

Warbrick, E., and Fantes, P. A., 1991. "The wisl protein kinase is a dosagedependent
regulator of mitosis in Schizosaccharomyces pombe". EMBO J. 10:4291-42909.

Welton, R. M., and Hoffman, C. S., 2000. "Glucose monitoring in fission yeast via the
Gpa2 galpha, the git5 Gbeta and the git3 putative glucose receptor”. Genetics
156, 513-521.

Wightman, R., and Meacock P. A., 2003. " The THI5 gene family of Saccharomyces
cerevisiae: distribution of homologues among the hemiascomycetes and
functional redundancy in the aerobic biosynthesis of thiamin from pyridoxine ".
Microbiology, 149, 1447-1460

Wilkinson, M. G., Samuels, M., Takeda, T., Toone, W. M., Shieh, J. C., Toda, T.,
Millar, J. B., and Jones, N., 1996. "The Atfl transcription factor is a target for
the Styl stress-activated MAP kinase pathway in fission yeast". Genes Dev.
10:2289-2301.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1998885/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17676306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17434122
http://europepmc.org/abstract/MED/18201975
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=18201975

46

Wood V., Gwilliam R., Rajandream M. A., Lyne M., Lyne R., Stewart A., Sgouros J,
Peat N, Hayles J, Baker S, Basham D, Bowman S, Brooks K, Brown D, Brown
S, Chillingworth T, Churcher C, Collins M, Connor R, Cronin A, Davis P,
Feltwell T, Fraser A, Gentles S, Goble A, Hamlin N, Harris D, Hidalgo J,
Hodgson G, Holroyd S, Hornsby T, Howarth S, Huckle EJ, Hunt S, Jagels K,
James K, Jones L, Jones M, Leather S, McDonald S, McLean J, Mooney P,
Moule S, Mungall K, Murphy L, Niblett D, Odell C, Oliver K, O'Neil S, Pearson
D, Quail MA, Rabbinowitsch E, Rutherford K, Rutter S, Saunders D, Seeger K,
Sharp S, Skelton J, Simmonds M, Squares R, Squares S, Stevens K, Taylor K,
Taylor RG, Tivey A, Walsh S, Warren T, Whitehead S, Woodward J, Volckaert
G, Aert R, Robben J, Grymonprez B, Weltjens 1, Vanstreels E, Rieger M,
Schéfer M, Miuller-Auer S, Gabel C, Fuchs M, Disterhdft A, Fritzc C, Holzer E,
Moestl D, Hilbert H, Borzym K, Langer I, Beck A, Lehrach H, Reinhardt R,
Pohl TM, Eger P, Zimmermann W, Wedler H, Wambutt R, Purnelle B, Goffeau
A, Cadieu E, Dréano S, Gloux S, Lelaure V, Mottier S, Galibert F, Aves SJ,
Xiang Z, Hunt C, Moore K, Hurst SM, Lucas M, Rochet M, Gaillardin C,
Tallada VA, Garzon A, Thode G, Daga RR, Cruzado L, Jimenez J, Sdnchez M,
del Rey F, Benito J, Dominguez A, Revuelta JL, Moreno S, Armstrong J,
Forsburg SL, Cerutti L, Lowe T, McCombie WR, Paulsen I, Potashkin J,
Shpakovski GV, Ussery D, Barrell BG, Nurse P., 2002. "The genome sequence
of Schizosaccharomyces pombe". Nature. 21;415(6874):871-80.

Yamamoto, M., 1996. "Regulation of meiosis in fission yeast". Cell Struct. Funct.
21:431-436.

Zurlinden, A., and Schweingruber, M. E., 1992. "Cloning and regulation of
Schizosaccharomyces pombe thi2, a gene involved in thiamine biosynthesis".
Gene (Amst.) 117, 141-143

Zurlinden, A., and Schweingruber, M. E., 1994. "Cloning, nucleotide sequence, and
regulation of Schizosaccharomyces pombe thi4, a thiamine biosynthetic gene". J.
Bacteriol. 176:6631-6635.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wood%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gwilliam%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rajandream%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lyne%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lyne%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stewart%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sgouros%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Peat%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hayles%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baker%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Basham%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bowman%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brooks%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brown%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brown%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brown%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chillingworth%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Churcher%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Collins%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Connor%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cronin%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Davis%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Feltwell%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fraser%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gentles%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goble%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hamlin%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harris%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hidalgo%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hodgson%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holroyd%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hornsby%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Howarth%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huckle%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hunt%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jagels%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=James%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jones%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jones%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leather%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McDonald%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McLean%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mooney%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moule%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mungall%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murphy%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Niblett%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Odell%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oliver%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O'Neil%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pearson%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pearson%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Quail%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rabbinowitsch%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rutherford%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rutter%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saunders%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Seeger%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sharp%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Skelton%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Simmonds%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Squares%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Squares%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stevens%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Taylor%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Taylor%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tivey%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Walsh%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Warren%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Whitehead%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Woodward%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Volckaert%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Volckaert%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aert%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Robben%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grymonprez%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weltjens%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vanstreels%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rieger%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sch%C3%A4fer%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=M%C3%BCller-Auer%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gabel%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fuchs%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D%C3%BCsterh%C3%B6ft%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fritzc%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holzer%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moestl%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hilbert%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borzym%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Langer%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Beck%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lehrach%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reinhardt%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pohl%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eger%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zimmermann%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wedler%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wambutt%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Purnelle%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goffeau%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goffeau%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cadieu%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dr%C3%A9ano%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gloux%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lelaure%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mottier%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Galibert%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aves%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xiang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hunt%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moore%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hurst%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lucas%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rochet%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gaillardin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tallada%20VA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Garzon%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thode%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Daga%20RR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cruzado%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jimenez%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=S%C3%A1nchez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=del%20Rey%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Benito%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dom%C3%ADnguez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Revuelta%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moreno%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Armstrong%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Forsburg%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cerutti%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lowe%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCombie%20WR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paulsen%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Potashkin%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shpakovski%20GV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ussery%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barrell%20BG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nurse%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11859360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11859360

47

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Soyadi Ahmet AKCAY
Uyrugu T.C.

Dogum tarihi, Yeri

10.06.1987, Dargegit/MARDIN

Telefon +905533646477
E-mail 2601110181@ogr.iu.edu.tr

Egitim
Derece Kurum/Anabilim Dali/Programi Yili
Yuksek Lisans L.U. Fen Bilimleri Enstitiisii/Molekiiler Biyoloji ve Genetik | 2011-14

ABD/ Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Lisans 1.U. Fen Fakiiltesi/ Molekiiler Biyoloji ve Genetik 2006-10
Erasmus Roskilde University/Molecular Biology 2010
(Undergraduate) (Spring)
Erasmus Kopenhag University/ Danish Archaea Center 2009-10
(Internship)
Lise Kiziltepe Lisesi (Mardin) 2000-03
Bildigi Diller Arapea, Ingilizce, Kiirtce, Tiirkge




