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:Schz. pombe' de y tubulin geni

:Cyclic adenosine monophosphate (Siklik adenozin monofosfat)
:Mayalarda mitokondriyal magnezyum transportundan sorumlu protein
:Mayalarda mitokondriyal magnezyum transportundan sorumlu protein
:Mayalarda mitokondri DNA' sinda meydana gelen mutasyon ¢esiti
:Atomik absorpsiyon spektroskopisi

:Niikleer manyetik rezonans

:Induction coupled plasma mass spectrometry

:Polimeraz zincir reaksiyonu
:Open reading frame (Ag¢ik Okuma Cergevesi)
:Minimal kat1 besi ortami1

:Minimal s1v1 besi ortami

:Saccharomyces cerevisiae' de beta-isopropilmalat dehydrogenaz geni
:Luria bertani s1v1 besi ortami

:Luria bertani kat1 besi ortami

:Optik dansite

:Etidyum bromiir



TAE
TE
LiAc
PEG
DMSO
kb

:Tris asetat tamponu
:Tris-EDTA tamponu
:Lityum asetat
:Polietilen glikol
:Dimetil siilfoksit
:Kilobaz



OZET

Schizosaccharomyces pombe’ de MITOTIK MIKROTUBUL OLUSUMU
UZERINE MAGNEZYUMUN ETKIiSi

Magnezyum (Mg”"), hiicresel sistemlerde en ¢ok bulunan divalent katyon olup, birgok
biyolojik fonksiyon i¢in dnemlidir. Biyomembranlarin ve niikleik asitlerin kararliligini
saglar; DNA, protein sentezi ve iyon kanallarinin ¢aligmasinin diizenlenmesi gibi bir¢ok
hiicresel islevden sorumlu 300" den fazla enzimin ko-substratidir. Ayrica magnezyum,
mikrotiiblil polimerizasyonu ve sitokinez gibi diger hiicresel islevlerle de ilgilidir.
Kardiyovaskiiler hastaliklar, primer hipertansiyon, diabet ve metabolik sendrom gibi
pekgok hastalik, Mg”" homeostasisinin bozulmasiyla iliskilidir.

Mitozun ilk asamalarinda, mitotik mikrotiibiillerin polimerizasyonu, Mg*" ve GTP
varliginda gergeklesir. Onceleri yapilan bir galismada, hiicreler bityiirken hiicre i¢i Mg*"
konsantrasyonunun diistiigli ve bunun mitotik mikrotiibiillerin olusumunu sagladigi,
hiicre boliinmeden 6nce hiicre iginde Mg”"  konsantrasyonunun artarak mitotik
mikrotiiblillerin  depolimerize oldugu yo6niinde bir hipotez One siiriilmiistii.
Magnezyumun, mikrotiibiillerin polimerizasyonunu tesvik ettigi bilinmesine ragmen,
hiicre bdliinmesi Oncesinde mitotik mikrotiibiillerin depolimerizasyonunu nasil
sagladigin1 gosteren Ozgiin bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ayrica bu zamana kadar,
Mg*" min mikrotiibiiller iizerindeki ekisini anlamak amaciyla, mikrotiibiillerin floresan
mikroskobunda goriiniir hale gelmesi i¢in immunofloresan yontem kullanilmistir. Bu
yontem hiicrelerin fikse edilmesini gerektiren bir yéntem olup, Mg*’nin mitotik
mikrotiibiiller iizerine etkisi gosterilmemistir. Dolayisla Mg*" nmin mitotik mikrotiibiiller
tizerine etkisini gOstermek i¢in, Schizosaccharomyces pombe’nin, bilinen iki
magnezyum transport geni bakimindan delesyonlu ikili mutant k1 ve bu irkin elde
edildigi magnezyum transport sistemine sahip atasal irki, kontrol olarak kullanildi.
Mikrotiibiilleri floresan mikroskobunda goriiniir hale getirmek icin, iki irka, GFP isaretli
alfa 2 tubulin geni tasiyan pDQ105 plazmiti aktarildi. Magnezyumun GFP isaretli
mitotik mikrotiibiiller iizerine etkisini gostermek ve es zamanli olarak da serbest
Mg®"nin kantifikasyonunu yapmak icin, iyon formundaki Mg®"ya 6zgiin Mag-fura 2
AM probu kullanildi.

Sadece iyon formundaki Mg**nin kantifikasyonu igin olduk¢a duyarli olan orantisal
goriintilleme (ratiometric imaging) yontemi kullanilarak, hiicre ici serbest Mg®nin,
ikili mutantta kontrole gore daha diisiik oldugu gosterildi. Schz. pombe’de mag-fura 2
AM probunun kalibrasyon giicliigii nedeniyle, hiicre ici Mg”" kantifikasyonu
yapilamadi. GFP isaretli mikrotiibiillerin mag-fura 2 probuna kars1 oldukca duyarl
oldugu gosterildi ve mag-fura 2 yikli hiicrelerde mikrotiibiiller gézlenemedi. Bu
nedenle mikrotiibiillerin ve serbest magnezyumun es zamanli gosterebilmesi igin,
kullandigimiz yontemin gelistirilmesi gerektigine karar verildi. Diger taraftan ikili
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mutantta baslangicta saglikli interfaz mikrotiibiilleri goriilmesine ragmen, ilk hiicre
boliinmesinden sonra, kisa, daha az sayida ve organizasyonu bozulmus interfaz
mikrotiibiilleri goriildii. Kontrol 1rkta dordiincii bolinmeden sonra mikrotiibiiller
goriilmez hale gelirken, ikili mutantta ikinci boliinmeden sonra mikrotiibiiller goriilmez
hale geldi. Bu durumun, ikili mutantin mikrotiibiil polimerizasyonu icin gerekli Mg*"
y1, ya pasif yolla sinirli olarak dis ortamdan almasindan ya da mitokondri gibi hiicre ici
Mg®" depolarindan kullanmasindan ileri geldigi diistiniildii. Ayrica logaritmik fazda,
kontrol 1irka ait hiicrelerde mitotik mikrotiibiil ylizdesi %17 iken, ikili mutant
hiicrelerinde %4 olup hiicrelerin ~ %70’inin uzun, septumsuz ve tek nukleuslu oldugu
gbzlendi. Bu bulgulara dayanarak, ikili mutant 1rka ait hiicrelerinin, hiicre dongiisiiniin
G2-M evresinde tutuklandigi diisiiniildii. Bulgularmmiz Mg*" eksikliginin, mitotik
mikrotiiblillerin olusumunu engelledigini, dolayisiyla mitotik mikrotiibiil olusum
kontrol noktasinin etkilenerek, hiicre dongiisiinde tutuklanmaya yol agmis olabilecegini
gostermektedir. Magnezyum eksikliginin, mitotik mikrotiibiiller ve de mikrotiibiil
olusum kontrol noktasina olan etkisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in, ikili mutantin
model hiicre olarak kullanilarak, gen anlatim profillemesi yapilmasina gereksinim
vardir.
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SUMMARY

The Effect of Magnesium on the Formation of Mitotic Microtubules in

Schizosaccharomyces pombe

Magnesium (Mg*") is the most abundant intracellular divalent cation in cellular systems
and important in a great variety of biological functions. It stabilizes biomembranes and
nucleic acids and cosubstrate for more than 300 enzymes related multiple cellular
processes like DNA, protein synthesis and modulation of ion channels. Magnesium is
involved in many other cellular processes such as microtubule polymerization and
cytokinesis. An abnormal Mg*" homeostasis is associated with several disease
conditions, such as cardiovascular diseases, essential hypertension, diabetes mellitus,
and metabolic syndrome.

In the first stages of mitosis, polymerization of microtubules occurs in the presence of
magnesium and GTP. According to a hypothesis from a previous study; when cells
grow, intracellular Mg”" concentration falls. This triggers the formation of mitotic
microtubules. Shortly before cell division, rapid Mg*" influx occurs and intracellular
Mg®" reaches to a concentration that brings about mitotic microtubules breakdown.
However the stimulating effect of magnesium on polymerization of microtubules was
known, there hasn’t been any spesific research that shows how magnesium causes
depolymerisation of mitotic microtubules before cell division. Also until now, to make
microtubules visible, immunofluorescence technique that is only limited to fixed (i.e.,
dead) cells, has been used to understand the effect of Mg*" on interphase microtubules
not mitotic microtubules. So to show the effect of magnesium on mitotic microtubules
during mitosis, two Schizosaccharomyces pombe strains were used. One is double
mutant strain which was deleted in terms of two essential magnesium transporter genes
and its parental strain which has magnesium transport system as a control. The pDQ105
plasmid carrying GFP tagged alpha 2 tubulin gene, was introduced to these two strains
to label microtubules fluorescently. Mag-fura 2 AM prob which is spesific for ionized
magnesium was used to show the effect of magnesium on GFP labelled mitotic
microtubules and quantify the ionized magnesium simultaneously.

Using the ratiometric imaging technique which is a very sensitive method for
quantifying only free Mg®", it has been confirmed that intracellular free magnesium is
relatively lower in the double mutant than in control. Because of the mag-fura 2 probe
calibration difficulties in Schz. pombe, intracellular free Mg®" quantification couldn’t
have been done. It was shown that GFP tagged microtubules were very sensitive to
chemicals like Mag-fura 2 AM and microtubules were invisible in mag fura 2 loaded
cells so our method needs for improvement to show microtubules and free magnesium
simultaneously. On the other hand, at first we observed healthy interphase microtubules
in the double mutant, however after first division, we observed short, reduced number
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of microtubule bundles and defects in microtubule organisation. After the second
division, microtubules became invisible in the double mutant, although we observed the
same for the control after the forth division. This made us think that the double mutant
uptaked Mg®" which is essential for the polymerisation of microtubules, either by
passive transport in limited quantities or consumed from intracellular stores such as
mitochondria. Also in logaritmic phase, the percentage of mitotic microtubules in the
double mutant was %4, whereas in control strain was %17 and ~ %70 of the double
mutant cells were long without septum and contained only one nuclei. This showed us,
the double mutant cells were arrested in G2-M phase of the cell cycle. According to our
findings, we think that magnesium deficiency may cause cell cycle arrest by preventing
the formation of mitotic microtubules so effecting spindle assembly checkpoint. For a
better understanding the effect of magnesium deficiency on mitotic microtubules and so
on spindle checkpoint, gene expression profilling needs to be done using the double
mutant as a model cell.
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1.GIRIS

Hiicrelerde en fazla bulunan iki degerlikli iyon magnezyum (Mg*") baslica; mitokondri,
nukleus ve endoplazmik retikulumda bulunur. Magnezyumun hiicre i¢i toplam
konsantrasyonu milimolar diizeydedir. Biiylik bir kismi negatif yiiklii molekiillere
ozellikle fosfat gruplarina, sitoplazma ve nukleustaki ATP, DNA ve RNA gibi
makromolekiillere, ribozomlara ve membranlara bagli olup sadece kiiciikk bir kismi
serbest iyon olarak bulunur. Serbest magnezyum konsantrasyonu nispeten degismeden
kalmasina ragmen toplam magnezyum konsantrasyonu hiicre i¢indeki diger iyonlara,
hormonlara ve diger metabolik uyaranlara bagli olarak énemli dl¢iide degisiklik gosterir
[1]. Magnezyum negatif yiiklii yapilara baglanip yapisal kararlilik saglamanin yani sira;
glukoz, lipid, protein, niikleik asit metabolizmasinda ve 6zellikle de ATP olusumu ile
ilgili reaksiyonlarda gorevli 300" den fazla enzimin kofaktorii ya da enzim
aktivitelerinin allosterik diizenleyicisi olarak da biiyiikk 6neme sahiptir. Biitiin bu
ozellikleri nedeniyle magnezyum; replikasyon, transkripsiyon, protein sentezi, DNA
onarimi ve genomik kararlilik, hiicre iskeletinin diizenlenmesi, sitokinez, sinyal iletimi,
hiicre donglsiiniin  diizenlenmesi, hiicrenin antioksidatif durumunun devaminin

saglanmasi ve apoptoz gibi ¢ok 6nemli hiicresel siireclerde rol oynamaktadir.

Biyolojik membranlar, magnezyum ve diger iyonlara gecirgen olmadigi igin transport
proteinler; hiicrenin igine, hiicre i¢i yapilara ve hiicre disina magnezyumun taginmasint
saglar. Farkli hiicre tipleri kendi metabolik gereksinimlerine gére farkli yollarla Mg*"y1
hiicre icine ve hiicre disina tasirlar. Temelde Mg2+ tasimasindan sorumlu transport
sistemi Cord; birgok bakteri ve arkede Mg”" tasimasindan sorumlu transport proteini
kodlayan gendir. Eschericha coli *de ilgili genin inaktivasyonundan sonra, kobalta
(Co®") direng gelistiginden dolay1, bu gene kobalta direncli (CoR= Cobalt Resistant)
anlamma gelen ‘CorA’ adi verilmigtir [2]. Okaryotik organizmalardan mayalarda
bulunan Mg*" tasimasindan sorumlu proteinler, CorA ile homoloji gostermektedir. Daha
once yapilan ¢alismalarda, CorA benzeri bu proteinlerin temelde Mg®" tasimasindan

sorumlu olmakla birlikte Co®", Zn*", Mn®", Ni*", Ca*" ve Sr’" gibi katyonlarin da



tasimasindan  sorumlu  olabilecegi bazi  organizmalarda  gosterilmistir  [3].
Saccharomyces cerevisiae ile yapilan bir calismada ALRI ve ALR2 adi verilen genlerin
asirt anlatim yapmasiyla aliminyuma (AI’") direng gelistigi, bu genlerin anlatim
yapmasi engellendiginde kobalt (Co*") alimmin azaldigi ve ortama Mg®" eklenmesinin
hiicre ¢ogalmasi icin gerekli oldugu goézlenmis olup, magnezyum tasinmasindan
sorumlu proteini kodlayan CorA ile homoloji gosterdigi belirtilmistir. S.cerevisiae’de,
ALRI delesyonlu mutantin ortamda magnezyum yoklugunda cogalamadigi, ortama
standart konsantrasyonun iistiinde Mg2+ eklendiginde ¢ogalabildigi gosterilmistir [3].
Schizosaccharomyces pombe’ nin plazma membraninda Mg®" tasinmasindan sorumlu
proteinleri kodlayan genler ALRI ve ALR2 genleri ile homoloji gosteren SPACI7A42.14
ve SPBC27BI2.12¢ (tahmini) olup, Mg*" transport sistemi ortadan kaldirildiginda
organizma standart besiyerinde ¢ogalamamaktadir. Ancak; ortama 200 mM Mg*" ilave
edildiginde, hiicreler pasif tasima yoluyla Mg*" *yi almakta ve cogalabilmektedir [4].
Magnezyum tasinmasiin molekiiler mekanizmasi 6nemlidir, ¢linkii magnezyumun
hiicre i¢i dengesizliginin, ¢cok sayida hastaligin (alzheimer, hipertansyon, ateroskleroz,

tip1-2 diyabet, kalp kas1 tutulumlari, kramplar) nedeni oldugu diisiiniilmektedir.

1970-1980°11 yillarda magnezyumun hiicre boliinmesi ve hiicre dongiisii iizerine etkisini
anlamak amaciyla maya ve memeli hiicreleri ile yapilan c¢aligmalarda, magnezyumun
hiicre boliinmesi ve hiicre dongiisiiniin kontrolii i¢in gerekli oldugu belirtilmistir.
Arastirmacilardan Harry Rubin g¢aligmasinda; magnezyumun hiicre boliinmesi siireci
baslamadan Once reseptor aracili mitotik sinyallere aracilik ettigini, protein sentezinin
bu siire¢ igerisinde devam etmesini sagladigim, polimerazlar ve ligazlar Mg-ATP*
gerektirdiginden dolayr DNA’nin replikasyon siirecinde yer aldigini, ayrica hiicre
iskeletinin yeniden diizenlenmesini ve mitotik mikrotiibiillerin olugumu, sitokinezin
gerceklesmesi gibi hiicre boliinmesinin farkli asamalarinda magnezyumun anahtar roli
oldugunu belirtmistir [5]. Arastirmacilardan Graeme M. Walker ve John Duffus’un,
tomurcuklanarak ¢ogalan maya tiirii Kluyveromyces fragilis ve boliinerek ¢ogalan maya
tiri  Schizosaccharomyces pombe ile yaptiklart c¢aligmada; hiicrelerin magnezyum
icermeyen besiyerinde kisa silireli inkiibasyonda bdliinemedigini, uzun siireli
inkiibasyonda ise canliligin azaldigim1 gostermislerdir. Bununla birlikte hiicre
boliinmesinin  sitokinezden  Onceki  asamalarinda, hiicre i¢i  magnezyum

konsantrasyonunun azaldigi, sitokinezden kisa bir siire 6nce de hiicre i¢ine magnezyum



girisi oldugu belirtilmistir. Bulgularindan yola ¢ikarak, sitokinezden onceki asamalarda
hiicre i¢i magnezyum Kkonsantrasyonunda meydana gelen azalmanin, kalitim
materyalinin yavru hiicrelere dagilimini1 saglayan mitotik mikrotiibiillerin polimerize
olmasina imkan sagladigi, sitokinezden hemen 6nce hiicre i¢ine giren magnezyumun
ise, mitotik mikrotiibiillerin depolimerize olmasini ve sitokinezin gergeklesmesini
sagladig1 yoniinde bir hipotez ortaya atmislardir [6]. Ancak 1980°de One siiriilen bu
hipotezden sonra, mikrotiibiil olusumunu GTP varliginda tesvik eden Mg* "nin,
mikrotiibiil depolimerizasyonunda nasil etkili oldugunu aciklayan bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Magnezyumun hiicre dongiisii iizerine etkisinin, molekiiler diizeyde anlasilmasini
saglamak amaciyla yapilan ¢aligmalarda, diisiik konsantrasyonda magnezyum igeren
besi ortaminda, hiicre dongiisii inhibitorlerinden p27 [7], p21 [8] ve p53 [9] genlerinin
anlattiminda artis oldugu, buna paralel olarak hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglayan
cyclin D, cyclin F, transkripsiyon faktorii E2F ve hiicre dongiisiiniin S fazina 6zgii
genlerin anlatiminda azalma oldugu gosterilmistir. Ayrica yapilan bir bagka calismada
diisiik konsantrasyonda magnezyum igeren besi ortaminda G0/G1 fazindaki hiicrelerin
oraninin arttigi, buna karsin S ve G2/M fazindaki hiicrelerin oraninin azaldigi

gosterilmistir [10].

Hiicre iskeletini olusturan birimlerden mikrotiibiiller; hiicre seklinin korunmasi, vesikiil,
mitokondri ve diger yapilarin hiicre i¢erisinde hareketi ve hiicre boliinmesi gibi 6nemli
hiicresel olaylarda gorev alir. Mikrotiibiilleri yer alig hiicresel siirece gore adlandirmak
miimkiindiir. Bu nedenle hiicre boliinmesi siirecinde, kalitim materyalinin olusacak
yavru hiicrelere dogru bir sekilde aktarilmasini saglayan mikrotiibiiller ‘mitotik
mikrotiibiiller’ olarak adlandirilir. Hiicre boliinmesi siirecinde, kalittim materyalini
tasimak amaciyla olusan mitotik mikrotiibiiller, bu 6nemli roliinden dolay:1 antikanser
ilaglarinin en 6nemli hedefidir. Dolayisiyla mikrotiibiiller {izerine yapilan ve yapilacak
olan ¢aligmalar, hiicre biyolojisine yapacagi katkilarin yanisira, ¢agimizin en 6nemli
hastalig1 olan kansere yonelik tedavi yontemlerinin gelistirilmesi agisindan biiyiik 6nem

tasimaktadir.



Mikrotiibiiller iizerine yapilan ¢alismalar, 1950’ 1i yillarin sonuna dogru mikrotiibiillerin
tanimlanmasiyla baslamistir. Mikrotiibiillerin polimerizasyon ve depolimerizasyonuna
yonelik calismalar ise 1960’ larda baslamistir. 1972 yili ise; mikrotiibiillerin belli
kosullarda polimerize oldugunun anlasildigr doniim noktas1 olmustur. Yapilan in vitro
calismalarda mikrotiibiillerin sogukta depolimerize oldugu, kolsisinin ise mikrotiibiil
polimerizasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. Mikrotiibiil polimerizasyonunun; Ca”"
iyon konsantrasyonu diisik, Mg*" ve GTP konsantrasyonu yiiksek olan ortamda
gergeklestigi  gosterilmistir [11]. Sitoplazmik mikrotiibiillerin polimerizasyon ve
depolimerizasyonu iizerine kalsiyum ve magnezyum iyonlariin etkisini gosteren
calisma, interfaz evresindeki PtK2 (rat kanguru bobrek epitel hiicresi) ile, hem
fiksasyon yapilarak hem de canli hiicre inceleme yoluyla gerceklestirilmistir. Her iki
yontemle de; hiicrenin bulundugu ortama 10-20 mM MgSO, enjeksiyonundan 5 dakika
sonra mikrotiibiillerin tamamen kayboldugu, enjeksiyondan 30 dakika sonra mikrotiibiil
aginin yeniden olustugu gosterilmistir. Bu sonuca gore, magnezyumun mikrotiibiiller
tizerinde gecici olarak toksik etki olusturdugu ifade edilmistir. Deney CaCl, ile
yapildiginda da ayni bulgular elde edilmistir [12]. Yapilan ¢aligmada hiicreye giren
Mg** ve Ca*" iyon konsantrasyonu, hiicre hacminde meydana gelen artisin 6lgiilmesiyle
hesaplanmis olup, giiniimiizdeki mevcut yontemlerle kiyaslandiginda hassas bir yontem
degildir. Deney, hem canli hiicrelerde hem de fikse edilmis hiicrelerde yapilmistir.
Tubulinler, anti-tubulin antikoru ile isaretlendikten sonra, inceleme yapilacak hiicreye
aktarilmistir. Hiicrenin kendisi tarafindan olusturulan mikrotiibiiller {izerine magnezyum
ve kalsiyum gibi iyonlarin etkisini, gilinlimiizdeki modern teknikleri kullanarak
aragtirmak, Onemli bir siire¢ olan hiicre bdliinmesinin, molekiiler anlamda

aydinlatilmasinda daha yararli olacaktir.

Yaptigimiz literatlir taramasindan elde ettigimiz bulgularnn 06zetleyecek olursak;
magnezyum gerek yapisal olarak gerekse de enzim aktivitelerinin diizenleyerek, bircok
hiicresel olayin gergeklesmesini saglamaktadir. Bu 6nemli olaylardan biri de; eseysiz
tireyen canlilar i¢in tiiriin devamini saglayan, eseyli lireyen canlilar i¢in rejenerasyonu
saglayan ‘mitoz boliinme’ yani hiicre bdliinmesidir. Mitoz boliinme sonucu olusacak
yavru hiicrelerin, fiziksel olarak birbirinden ayrilmasi olan sitokinez asamasindan dnce
kalitm materyalinin esit olarak dagitilmas: gerekir ve bunu saglayan mitotik

mikrotiibiillerdir. Yeterli oranda magnezyum ve GTP varliginda tubulin alt iiniteleri



birleserek mikrotiibiilleri olusturmaktadir [11]. Bununla birlikte, sitokinezin
gerceklesmesi i¢in mitotik mikrotiibiillerin ortadan kaldirilmasi yani depolimerizasyonu
gerekir [6]. Yapilan bir ¢alismada, sitokinez agamasindan hemen 6nce hiicre igerisine
magnezyum girisi oldugu dolayisiyla magnezyumun, mitotik mikrotiibiillerin
depolimerizasyonunu saglayabilecegi ileri siirlilmiistiir [6]. Ancak genel anlamda
mikrotiibiil polimerizasyonunu saglayan magnezyumun, mikrotiibiil
depolimerizasyonunda nasil etkili oldugu bilinmemektedir. Ayrica yapilan diger bir
calismada ise; hem magnezyumun hem de kalsiyumun sitoplazmik mikrotiibiillerin
depolimerizasyonunu sagladig1 gosterilmistir [12]. Yine ayni ¢alismada, magnezyumun
hiicre icine/hiicre digina hareketini saglayan diger bir tasima yolunun da kalsiyum
iyonu ile yaptig1 antiport (zit yonlii) tasima oldugu, dolayistyla mikrotiibiil
depolimerizasyonunda dogrudan magnezyum iyonu etkili olabilecegi gibi,
magnezyumun hareketi ile hiicre i¢i depolardan salinmasi tetiklenen kalsiyum iyonu ya

da her iki iyonunun birlikte etkisi olabilecegi belirtilmistir.

Proje kapsaminda; hiicre bdliinmesi, hiicre dongiisii ve hiicre iskeletinin diizenlenmesi
gibi hiicresel olaylarin aragtirilmasinda, Okaryotik hiicre modeli olarak yaygin bir
sekilde kullanilan maya tiirli Schizosaccharomyces pombe’nin, magnezyum tasima
sistemine sahip olan irki, hiicre boliinmesi sirasinda magnezyumun mikrotiibiiller
tizerine etkisini gostermede deney grubu olarak kullanilmistir. Magnezyum tasima
sistemi kaldirilmis 1rk ise, magnezyumun alinamadigr duruma model olusturmasindan
dolay1 negatif kontrol grubu olarak kullanilmistir. Projemiz ile, hiicre boliinmesinin en
onemli elemanlarindan biri olan mikrotiibiillerin polimerizasyonu-depolimerizasyonu
lizerine magnezyumun etkisini gostererek, hiicre boliinmesi temelli basta kanser olmak
tizere pek c¢ok patolojik durumun molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik

katki saglamay1 amagladik.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. MAGNEZYUMUN FiZIKOKIMYASAL VE BiYOKIMYASAL
OZELLIKLERI

Magnezyum (Mg>"), 1808 yilinda Ingiliz kimyager Sir Humphrey Davy tarafindan,
magnezyum ve civa (II) oksit karisiminin, elektroliz yontemiyle ayristirilmasi
sonucunda bulunmustur. Atom numarast 12, kiitle numaras1 24.305 akb, kaynama
noktas1 1107 C°, erime noktast 650 C° olup, toprak alkali metaller sinifinda yer alan,
hekzogonal kristal yapida, hayati 6nem tasiyan 11 mineralden (kalsiyum, fosfor,

sodyum, potasyum, demir, ¢inko, bakir, krom, iyot, selenyum, magnezyum) biridir [13].

Dogada magnezyum; bulunan miktar a¢isindan hidrosfer tabakasinda ikinci (deniz
suyunda: Na=450 mM, Mg ve CI~50 mM, Ca ve K~10 mM ), litosfer tabakasinda
altinci  (O>Si>Al>Fe>Ca>Mg), organizmalarda dordiincii (insan viicudunda:
Ca>K>Na>Mg) sirada yeralir [14]. Hiicrede ise K™ den sonra en fazla bulunan ikinci
katyondur (Tablo 2.1.1). Bu katyonun dogada fazla bulunmasi ve yararli fiziko-
kimyasal 06zellikleri; biyomembranlarin, proteinlerin ve niikleik asitlerin yapisal
kararliliginin  korunmasindan, 300 den fazla enzimin kofaktorii ya da allosterik

diizenleyicisi olmasina kadar bir¢ok biyolojik islevde yer almasini saglamistir [10].

Tablo 2.1.1 Tipik bir memeli hiicresinde metal iyonlarinin dagilimi [15]

iyon Hiicre ici (mmM) Hiicre disi ([mM)

Mat 10 145

K7 140 5

Mg+ F(toplam = 1 (serbest) 1 {0.3 bagh , 0.5 serbest)
{att 1 4 (toplam)

H+ 3= 1074 3= 10

(i 4 110

Insan viicudunda yaklasik olarak 20-28 g magnezyum bulunur. Bu magnezyumun

%60’1 kalsiyum ve fosfatla birlikte kemiklerde depolanmis olup, kalan %40’1; kas,



yumusak doku, eritrosit ve plazmada yer alir (Tablo 2.1.2). Farkli hiicre tiplerindeki
magnezyum miktari, magnezyum giris ¢ikisini diizenleyen yolaklar farkli oldugu igin,
degisiklik gdosterir; 6rnegin beyin ve kalpteki magnezyum miktar1 diger organlardan

daha fazladir [16].

Tablo 2.1.2 Erigkin bir insanda magnezyumun dokular arasindaki dagilim1 [16]

Dioku Tam aguhk  Mapgnezyum Total viicut
kg) igerifi (mmol) _ magnezyum (%)

Eemik 12 330 33

Eas 30 270 )

Yummgak doku 23 193 19

Eritrosit 2 5 07

Plazma 3 3 03

Total T0kg 1001 mmol % 100

Organizmada magnezyumun bir¢cok biyolojik islevde yer almasi; fazla miktarda
bulunmasiyla birlikte biyo-yararlanimini artiran fiziko-kimyasal 6zelliklerinden ileri
gelir. Magnezyum, periyodik tabloda ayni grupta yer alan ve sekonder haberci olarak
bilinen kalsiyumla (Ca®") benzer kimyasal 6zellikler gosterir. Aym pozitif yiike sahip
olmalar1 nedeniyle, negatif yiiklii molekiillere baglanmak icin rekabete girerler. Ancak
magnezyumun, oksijen iceren gruplar tasiyan negatif yiiklii molekiillere (6rnegin;
karboksilat, fosfat, enolat gibi) afinitesi daha fazladir. Diger taraftan kalsiyumun ligant
degisim sabiti daha biiytiktiir (Ca: keXZIO9 s'l, Mg: Kex:10° s'l). Bu 6zellik, bir liganttan
diger bir liganta hareketini kolaylastirdig1 i¢in kalsiyumun, magnezyumun yerine ideal
bir sekonder haberci olmasini saglamigtir. Bununla beraber, magnezyumun iyon ¢api
daha kiigiik olup (Mg: 0.86 A°, Ca: 1.14 A®), hidrasyon enerjisi daha blyiiktiir ( Mg: -
1922, Ca:-1592 kJ mol™"). Magnezyum iyonu, bulundugu duruma gére 6-7 molekiil
H,O0 ile etkilesime girerken [MgS04.7H,0 ya da MgCl,.6H,0], kalsiyum (CaCl,) 1-2
molekiil H,O ile etkilesime girer ve magnezyumun su molekiilleri ile etkilesimi
sonucunda oktahedral konformasyon olusur (Sekil 2.1.1). Bu durum, magnezyumun
kalsiyuma gore daha biiyiik ¢apa sahip olmasini saglar. Ayrica diger metal iyonlarina
kiyasla, magnezyumun su molekiilleri ile etkilesim hizi daha yavastir. Bu 6zellik de

magnezyumu, kalsiyuma kiyasla biyolojik sistemlerde daha kararli kilar [17].



Sekil 2.1.1 Magnezyum iyonunun alti su molekiilii ile olusturdgu oktahedral konformasyon
[17].

Magnezyumun stereokimyasal Ozellikleri diisliniildiigiinde, ayn1 boyuta ve ayni su
molekiilii degisim sabitine sahip olan nikel (Ni*"), magnezyuma encok benzeyen
katyonudur. Ancak nikel, dogada az miktarda bulunusu ve oksijen dondrii gruplar
yerine azot dondrii igeren gruplarla bag yapmaya egilim gostermesi nedeniyle,

magnezyum ile rekabet edemez [18, 19].

Hiicresel diizeyde yarismali reaksiyonlar sadece Mg”" ve Ca’" arasinda degil ayni
zamanda Mg®" ve protonlar ya da aminler (-NH,>") arasinda da olur. Protonlar, pH 7 ‘de
107 M ‘den daha fazla olamazken, Mg*" ~1 mM olup, miktar olarak daha fazladur.
Bununla birlikte protonlar, pH~6.5 oldugunda fosfat grubuna, Mg”" ya kiyasla daha az
baglanir. Ancak pH 6 ‘ya diistiigiinde Mg®", Mg. ATP kompleksinden ayrilmaya baslar.

Mg -ATP+H® — H-ATP+ Mg

2.1.1. Magnezyumun Enzimlerle Olan iliskisi

fyon-protein etkilesimi ile ilgili detayli kristalografik ¢alismalar genellikle Mg*" dan
ziyade Ca®" ya yonelik olmustur. Hiicre igi Mg”" nin yaklasik %90’ 1 ribozomlara ya

da poliniikleotidlere baghdir. Mg*"™ min biyolojik gérevleri; protein, niikleik asit ve



membranlara baglanarak yapisal kararliligi saglamanin yanisira, proteinlerin,
ribozomlarin ve enzimlerin, 0zgiin yapisal ve katalitik aktivitelerini kazanmalarin
tesvik etmektir [15]. Magnezyum; enzim-substrat etkilesimine aracilik ederek, ara
metabolitleri kararl hale getirerek, iki farkli substrat arasinda koprii olusturarak ya da
dogrudan enzimlere baglanarak 300’ den fazla enzimatik reaksiyonda kofaktor olarak

yer almaktadir.

Mg’ nin kofaktdr olarak etki mekanizmalar1 su sekilde 6zetlenebilir:
(M™, Mg*" yi temsil etmektedir.)
1- Ara metabolitleri (Y) kararli hale getirmek
M"™ + Substrat — M""-Y — M" + Uriin
2- Olusan tiriini (X) kararli hale getirmek
M™+8X — M"-XS — M"X+S

3- ki farkli substrat arasinda koprii olusturup etkilesimlerini kolaylastirmak

-8
M™+8+X — M ) — M™ +8X
X

Magnezyum, dogrudan enzime de baglanarak; ya enzimin yapisini degistirir veya
enzimi Kkatalitik olarak aktif hale gelmesini saglar [19]. Bu sekilde etki ettigi
enzimlerden en iyi bilinenler; riboniikleaz H, ekzoniikleaz ve topoizomeraz II olup,
diger etki mekanizmalar ile birlikte ii¢ ylizden fazla enzimatik reaksiyonda yer alir

(Tablo 2.1.3), [18].

Tablo 2.1.3 Mg gerektiren enzim smiflari [18]

Enzim

Gereksinim

Kinazlar

ATP-Mg fosfat transferi

G-proteinler

GTP-Mg fosfat transferi

Adenilat-siklaz

ATP-Mg substrat

ATPazlar ATP-Mg substrat
Alkalin fosfataz Mg baglanip enzimi aktiflestirir
Enolaz Mg enzime baglanir

Izositrat liyaz

Mg-izositrat substrat

Glutamin sentaz

Mg enzim yapisinda

Metil aspartat

Mg enzime baglanir

Pirofosfataz

Mg substrata baglanir

Ksiloz izomeraz

Mg enzime baglanir

Ribulozfosfat karboksilaz

Mg enzim yapisinda




10

2.1.2. Magnezyumun Niikleik Asitlerle Olan Tliskisi

Magnezyum, enzimatik reaksiyonlar1 birgok farkli yoldan etkilemesine ragmen, bu
reaksiyonlardaki en 6nemli rolii; enerji gerektiren reaksiyonlarda substrat ya da fosfat
dondrii olan ATP’ nin kullanimin1 kontrol etmesidir. Niikleozid trifosfat (NTP)
hiicrelerde birgok degisik formda bulunur, bunlar iginde NTP* en 6nemlisi olup, Mg*"
ye afinitesi fazladir. Fizyolojik kosullarda, serbest formdaki Mg*" ortalama olarak ~0.1-
0.5 mM diizeyinde olup, ortamda bulunan NTP*“ler serbest formdaki mevecut Mg®" ile
doygun hale gelemez. Bu nedenle niikleotidlerin Mg®™ ye baglanarak biyolojik olarak
aktif oldugu bagli formu ile ayri oldugu serbest formu arasinda 6nemli bir denge vardir

[17].
NTP" + Mg*® «— Mg . NTP"

Magnezyumun 6nemli biyokimyasal 6zelliklerinden biri de, niikleik asitlerle kompleks
olusturabilmesidir. Niikleik asitlerin negatif yiikli seker-fosfat iskeletinin, bir¢ok
metalle etkilesimi kolaylastiracak oranda afinitesi vardir (Kq - 10%-10 M). Niikleik
asitlerin afinitesi disinda kompleks olusturmayi etkileyen diger faktorler ise; metallerin
konsantrasyonu ve yiik degerleridir. Hiicre igi Na' ve Ca** konsantrasyonlart diisiik
oldugundan (Tablo 2.1.1), hiicre i¢i konsantrasyonlari yiiksek olan K" ve Mg*", niikleik
asitlerle kompleks olusturur. Bununla birlikte yiikii K™ dan daha fazla olan Mg*™" nin,

K" ya gore niikleik asitlerle kompleks olusturma yetenegi daha fazladr.

Metaller, niikleik asitlerin fosfat gruplar1 arasindaki elektrostatik itme giiciinii azaltarak,
baz eslesmesi ve baz diziliminin daha kararl bir sekilde gerceklesmesini saglar [20].
Magnezyumun, dogrudan DNA ile etkilesimi olsun ya da olmasin gen anlatimini

. . . . T o 2+
diizenleyeci bir rolii vardir. Bunun en iyi Ornegi Mg~

nin, hiicre dongiisiiniin
potansiyel diizenleyicileri olan poliaminlerle yarismali olarak DNA’ya baglanmak iizere

rekabete girmesidir.

DNA - (Mg"™), + m-polyamine”™ «— DNA - (polyamine'™), +nMg™

Magnezyum gerek poliaminlerle rekabete girerek, gerekse de Mg.ATP formunda
onemli kinaz reaksiyonlarini etkileyerek, hiicre dongiisiinde 6nemli bir role sahiptir.
Ayrica proteinlerle dogrudan etkilesebilme 0Ozelliginde olusu nedeniyle de histon

proteinlerinin fosforilasyonunda anahtar rol oynayabilecegi disiliniilmektedir [18].
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Magnezyum, yer aldig1 mekanizmalara bakildiginda; DNA onariminda eksonukleazlar
[21], replikasyonda topoizomeraz II, polimeraz I ve transkripsiyonda ribonukleaz H [22]

aktivitelerini diizenleyerek genomik kararliliginin siirdiiriilmesinde 6nemlidir.

Ribozomal niikleik asitlere gelince, Mg*" ve K ribozomun biiyiik alt birimindeki rRNA
ve proteinlere bagh bulunur. Mg”" konsantrasyonu 10 mM’nin altina diistiigiinde rRNA
ve proteinler ayrilir, ardindan ribozomu olusturan biiyiikk ve kiiciik alt birimler

birbirinden ayrilir ve Mg”*" serbest kalir [15].

2.1.3. Magnezyumun Biyomembranlarla Olan Iliskisi

Prokaryot ve dkaryot hiicrelerin hiicre membranlar1 ve hiicre i¢i yapilar; lipit, protein,
polisakkarit ve fosfolipitlerden olusur. Bununla birlikte birgok yiizey polimeri,
polianyonik karboksilat ya da fosfat yapisindadir. Hem Ca*" hem de Mg, lipidlerin
karboksillenmis ya da fosforillenmis hidrofilik kisimlartyla ¢apraz baglar yapar ve
negatif yiiklii yapilar1 notralize ederek, membranlarin kararliligini saglarlar. EDTA gibi
metallerle selat yapan bilesikler, membranlara bagl haldeki Ca*" ve Mg®" ya
baglanarak membran yapisinin bozulmasina neden olurlar. Membrana baglanan bu
metaller, membranin akigkanligin1 ve kararliligimmi etkileyerek endositoz ve ekzositoz
gibi hiicresel olaylar1 diizenlerler. Ayrica bu metaller, membrandan tasian ¢oziici
maddelerin osmotik regiilasyonuna yardim ederek, membranin suya gecirgenligini

azaltir [17].

2.2. MAGNEZYUMUN BIYOLOJIK ACIDAN ONEMI

Magnezyumun gerek bagl gerekse de serbest formu (Mg®"), her hiicre tipinde ve her
organizmada mevcut olup, yasam icin gerekli bir mineraldir [23, 24, 25]. Hayvanlarda
ve bitkilerde her bir hiicre tipi farkli diizeylerde magnezyum igerir [26, 27, 28, 29].

—+ . . .
> nin tasinmasinda farkli mekanizmalara sahiptir ve

Dolayistyla her hiicre tipi, Mg
hiicre fonksiyonlarinin dogru bir sekilde devam etmesi icin Mg®™ min hiicreye almmasi
ve hiicre i¢i yapilara taginmast gerekir [30]. Gerek hayvanlar gerekse de bitkiler igin
Mg, birgok biyokimyasal reaksiyona hem aracilik eden hem de reaksiyonlar1 tesvik
eden, diizenleyici bir sinyaldir. Bitkilerde Mg*", insanlardaki demir-hemoglobin

iliskisine benzer sekilde klorofil yapisina katilarak fotosentezde gorev alir [31].
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Magnezyum, insan viicudunda bulunan miktar agisindan dérdiincii, hiicre i¢i alanda
bulunan miktar acisindan potasyumdan sonra ikinci sirada yer alan Onemli bir
elementtir. Hiicre ici magnezyum konsantrasyonu milimolar seviyededir (~15-20 mM)
ve biiyiik ¢ogunlugu hiicre ici yapilara bagl durumdadir (Sekil 2.2.1), sadece %5°1 (0.3-
1.2 mM) hiicrede serbest halde bulunur [1].

— .--"“"'\-_

/.,___,-" .ﬁ"""\.\_
Wi i,
Proteinler entimier,
sitrat ATP ADP Endoplazmik \\
i retikulum '-\
-
@ Membran C:..:#‘ M
é proteinkeri
f)
‘\“\
s
V== ./
x{‘; Ca-Mg-
\:If'_:f/ ATPai
\"-\.
\\ e

Sekil 2.2.1 Hiicre i¢i magnezyumun dagilimi [32]

2.2.1. Magnezyum ve Enerji Metabolizmasi

Magnezyum, enerji metabolizmasinin temeli olan; glikoliz, krebs dongiisii ve elektron
transport zincirinde yer alan enzimlerin biiylik bir kisminin allosterik diizenleyicisi ya
da kofaktoriidiir. Ayrica glukoz transportunu ve glukoz kullanimini da diizenlemektedir
[33]. Mg*” nin glukoz transportu iliskili oldugu, diyabet ve metabolik sendrom
olgularinda, bozulan Mg®" dengesinin hiicre i¢i Mg”" diizeyinde azalmaya yol agtiginin
goriilmesiyle ortaya ¢ikmustir. Hiicre ici Mg®™ nin insiilin hareketini sagladigi ve insiilin
aracili glukoz alimmi diizenledigi, Mg eksikliginin insiilin direnci olusmasi altinda
yatan temel mekanizma olabilecegi ileri siirlilmiistiir [34]. Bu mekanizmanin
aydinlatilmasina yonelik c¢alismalar yapan Romani ve arkadaglari, in vitro kalp ve

kardiyomiyosit kiiltiriinde, glukoz varliginda insiilinin, Mg®"” nin hiicre icine
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alinmasini tesvik ettigini gostermistir [33]. Bununla birlikte, hiicre disindaki ya da hiicre
icindeki Mg®" nin dogrudan ya da dolayl olarak glukoz alimim nasil diizenledigini ya
da glukozun Mg®" alimmi nasil tesvik ettigini agiklayan molekiiler mekanizma heniiz
bilinmemektedir. Ancak Mg*" nin fosforilasyon/defosforilasyon olaylarini degistirerek

glukoz transportunda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir [35].

Magnezyum, fizikokimyasal 6zelliklerinde belirtildigi tizere; proteinlere, fosfolipidlere

2+,

ya da niikleik asitlere baglanir. Mg’ nin bu hiicre i¢i yapilardan encok ATP’ ye
afinitesi vardir (Kq: 1x10” M). Bu nedenle ATP, Mg*"™ nin selatorii olarak diistiniiliir.
Glikoliz disinda ATP’ nin sentezlendigi yolaklardan krebs dongiisii ve elektron
transport zinciri, mitokondride gerceklesir. Bu nedenle mitokondri, hiicre i¢i Mg*™
deposu olarak diisiintilmektedir. Bu goriisii ispatlayan iki 6nemli bulgudan birincisi;
Mg*" ye 6zgiin floresan problarla yapilan calismalarda, mitokondrideki ATP sentezi
CCCP (carbonyl cyanide m-chloro phenyl hydrazone) ve FCCP (p-trifluoromethoxy
carbonyl cyanide phenyl hydrazone) gibi cesitli kimyasallarla inhibe edildiginde,
mitokondriden Mg2+ cikisinin olmasidir [36]. ikinci olarak da, mitokondri membraninda

Mg*" ya 6zgiin tastyici proteinlerin varhgidir. Bunlar; mayada yMrs2 [37] ve insanda

hsaMs2p [38] olup, bu proteinlerin anlatimlar1 hayati 6nem tagir.

Mitokondri disinda endoplazmik retikulumun da Mg®" acisindan zengin olabilecegi

2+,

diisiiniilmektedir. Bunun nedeni olarak, Mg~ nin protein senteziyle olan iliskisi

gosterilmekle birlikte [15, 39], endoplazmik retikulumdaki Mg*"” nin yerlesimi ve

2+,

transportu hakkinda yeterince veri bulunmamaktadir. Bu nedenle Mg~ ya 6zgiin

floresan problar kullanilarak daha fazla deneysel ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.

2.2.2. Magnezyum ve Hiicre Boliinmesi

1970 ve 1980°li yillarda birgok arastirmaci, Mg®" nin maya ve memeli hiicrelerinin
cogalmasi iizerinde Gnemli bir roli oldugunu belirtmislerdir [5, 6]. Mg*" hiicre
boliinmesinden dnce, reseptor aracili mitotik sinyallerin alinmasinda, protein sentezinde
ve DNA’nin replike olmasinda, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesinde, sitokinez
oncesi mitotik mikrotiibiillerin olusmasinda ve sitokinezde olmak {izere, hiicre

boliinmesinin bir¢ok farkli asamasinin kontroliinde anahtar bir role sahiptir.
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Sekil 2.2.2 Hiicre boliinmesinin farkli agamalarinda magnezyumun rolii

Sekil 2.2.2 ‘de Mg®" kisitlamas1 yapilmus kiiltiirlerde, hiicrelerin sayica GO/G1 > G2/M
> S olmak iizere hiicre dongisiinin cesitli fazlarinda tutuklandigi ve Mg*"
kisitlamasinin molekiiler diizeyde hiicre dongiisii lizerindeki etkisi gosterilmektedir.
Aragtirmalardan birinde, Mg*" kisitlamas1 yapilmis meme epitel hiicrelerinde, hiicre
dongiisii inhibitorlerinden p27°’nin anlatimmin arttigi [7], kilcal damar endotel
hiicrelerinde yapilan diger bir aragtirmada ise p21’in anlatimimin arttigi gosterilmistir
[8]. Gen anlatim profillemesi yapildiginda, Mg>" kisitlh ortamda p53, jumonji ve
numblike gibi hiicre dongiisii inhibitorlerinin anlatiminda artis oldugu gosterilmistir [9,
40, 41]. Buna paralel olarak siklin D ve siklin F’nin anlatiminda, siklin bagimli
kinazlarin ve S fazina 6zgli genlerin anlatimini tesvik ederek hiicre dongiisiiniin
ilerleyisini saglayan transkripsiyon faktorii E2F’nin anlatiminda azalis oldugu

gosterilmistir.

Kiiltiir ortaminda Mg>" konsantrasyonu artisinin, hiicre béliinmesini hizlandirdig: [41,
42], ve Mg*" kisitlamasi yapilmus ortama Mg”" ilave edilmesinin, hiicre déngiisiiniin
kaldig1 yerden devam etmesini sagladigi gdosterilmistir [43]. Buna ragmen kiiltiir
ortamindaki yiiksek Mg”" konsantrasyonuna adapte olan hiicrelerde, ne ¢cogalmalarinda

ne de hiicre i¢i Mg2+ diizeyinde belirgin bir artis oldugu belirtilmistir [44].
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Farkli hiicre tipleri, cogalmak icin farkli konsantrasyonda Mg*"

ye gerek duyar.
Endotel hiicreleri dis ortamdaki Mg2+ konsantrasyonu degisimlerine karsi oldukga
hassas olup, dis ortamdaki Mg®" konsantrasyonu 0.I mM oldugunda, endotel
hiicrelerinin ¢ogalma oraninda belirgin bir azalma goriiliirken, bu deger HC11 memeli
epitel hiicreleri i¢in 0.05 mM olarak bulunmustur [7, 45]. Tiimdr hiicreleri dis ortamdaki
Mg®" degisimlerine karsi oldukca diren¢ gosterir. Ornegin HL-60 ldsemi hiicreleri,

MCF7 meme karsinom ve Ehrlich assit tiimor hiicreleri, hiicre dis1 ortamdaki 0.05 mM

Mg2+ konsantrasyonuna karsi oldukga direnglidir [46, 7].

2.2.3. Magnezyum ve Mitotik Mikrotiibiiller

1879°da Flemming tarafindan, kromozomlarin kasa benzer yapilarin kasilmasiyla
hareket ettigi iddia edilmistir [47]. 1950’ li yillarda ise; anafaz kromozomlarinin,
kinetokorlar1 araciligiyla, ya kasilabilen fibrillerin ya da kromozoma ait fibrillerin
kisalmasiyla mikrotiibiil olusturan merkezlere dogru ¢ekildigi yoniinde goriisler 6ne
stiriilmiistiir [48]. 1952’ de ise; Mazia ve Dan, mitotik mikrotiibiil, kromozomlar ve
asterlerden olusan yapiy1 izole edip, ‘mitotik aygit’ olarak tanimlamiglardir (Sekil 2.2.3)
[49].
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Sekil 2.2.3 A. Bobrek epitel hiicrelerinde interfaz mikrotiibiilleri ve mitotik mikrotiibiiller B.
Mitotik mikrotiibiillerin ayrintili olarak sematize edilmesi [50,51]

Biitiin dkaryotik organizmalarda mikrotiibiiller a ve B-tubulin polimerlerinden olusur. y-
tubulin ise mikrotiibiil olusturan merkezlerde bulunur. G1, S, G2 ve M evreleri belirgin
oldugundan hiicre dongiisii c¢alismalar1 i¢in ideal olan, tek hiicreli Okaryotik
mikroorganizma Schizosaccharomyces pombe’de ise, 4 tubulin geni; iki o (nda2”,
atb2"), bir B (nda3™) ve biry (gtbl” / tugl™) vardir [52]. Genetik agidan maniipulasyonu
kolay olan Schizosaccharomyces pombe’de tubulin genlerinin yesil floresan proteini
(GFP) ile flizyonu sayesinde, mikrotiibiil hareketleri hiicre dongiisiiniin ilerleyisi ile es

zamanli olarak gozlenebilir (Sekil 2.2.4) [53, 54].
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Sekil 2.2.4 Schizosaccharomyces pombe’de hiicre dongisiiniin  farkli  evrelerinde
mikrotiibiillerin durumu.(Interfaz mikrotiibiilleri yesil, mitotik mikrotiibiiller kirmizi, kromatin
mavi, mikrotiibiil olusturan merkezler siyah ile gosterilmistir) [52].

Mikrotiibiil yapisinin temel bileseni olan tubulinin basarili bir sekilde izolasyonundan
sonra, magnezyumun tubulin polimerizasyonunda 6nemli rolii oldugu anlasilmistir [11,
55]. In vitro kosullarda, yeterli konsantrasyonda tubulin dimeri, Mg®", GTP varliginda
ve 37 C°de mikrotiiblil polimerizasyonunun gergeklestigi  gosterilmis olup,
mikrotiibiillerin soguga ve yiiksek hidrostatik basinca karst duyarli oldugu belirtilmistir.
Bununla birlikte Mg*’nm, Mg-GTP kompleksi seklinde tubulinin niikleotid yerlesim
bolgesine baglanarak, polimerizasyonu tek basina GTP’nin yaptifindan daha hizli
tesvik ettigi, GDP ile boyle bir etkinin olusmadig1 gosterilmistir (Sekil 2.2.5) [56, 57,
58].

Sekil 2.2.5 Mikrotiibiil polimerizasyonu ve depolimerizasyonu [119]
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Magnezyum, GTP varliginda belli bir diizeye kadar mikrotiibiil polimerizasyonunu
tesvik etmektedir, ancak vyapilan bir calismada Mg?” nmn  mikrotiibiil
depolimerizasyonundan da sorumlu olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Ilgili calismada, hiicre
déngiisii siiresince hiicre i¢i Mg®" konsantrasyonunun diistiigi, disen Mg*
konsantrasyonunun mikrotiibiill polimerizsyonunu sagladigi, anafaz asamasinda
kromozomlarin ayrilmas: gerceklestikten sonra, hiicreye Mg girisi oldugu ve mitotik
mikrotiibiillerin depolimerize olarak hiicre bdliinmesinin gerceklestigi belirtilmistir [6 ].
Calismada hipotez; divalent katyon iyonoforu A23187 ile Ca*" igermeyen ortamda,
hiicre boliinmesinin sonuna dogru sinyal alinmasiyla test edilmis ve mevcut sinyalin
Mg®"” vye ait olabilecegi diisiiniilmistir. Ancak calismada, deneyin yapildigi
Schizosaccharomyces pombe’de Mg®" transport sisteminin ve Mg-tubulin iligkisinin
aydinlatilmas: gerektigi vurgulanmustir. Bununla birlikte A23187 iyonoforu Mn*"ye,
Ca®™ ve Mg™”den daha fazla ozgiinlik gostermektedir [59]. Ayrica, Ca*nin
mikrotiibiil polimerizasyonunu engelledigi gosterilmis olup [60], Mg/Ca oraninin
mikrotiiblil polimerizasyonunda etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir [61]. Daha sonra PtK2
(rat kanguru bobrek epitel hiicre hattr) ile yapilan bir ¢alismada, hiicre i¢i Mg
konsantrasyonu 1mM oldugunda, interfaz mikrotiibiillerinin geri doniistimlii olarak
depolimerize oldugu ve Ca®" ile de ayni etkinin olustugu gosterilmistir [12]. Yine ayni
calismada, hiicre bolinmesi Oncesinde Mg2+’ nin  mitotik mikrotiibiillerin

depolimerizasyonunda nasil bir etkisi olabilecegine yonelik 3 hipotez onerilmistir [12];

1. Mg*", hiicre iskeletinin organizasyonu ve regiilasyonu ile ilgili protein kinaz ya
da fosfataz gibi birkag ya da daha fazla enzimi aktive etmektedir.

2. Mg”" bagimh niikleotidaz aktivitesi degismektedir.

3. Mg*, Ca*”’nin hiicre i¢i Ca®" depolarmdan (endoplazmik retikulum gibi)

salinmasini tesvik etmektedir.

Kalsiyumun mitoz sirasinda, Ozellikle de metafaz/anafaz evrelerinde, hiicre ici
konsantrasyonundaki degisimler incelenmistir. Memeli fibroblastlart ve epitel
hiicreleriyle yapilan calismada, Ca®" girislerinin metafaz evresinden anafaz evresine
gecisi saglayan 6zgiin bir durum olmadigi, Ca™ girislerinin metafaz/anafaz evrelerinde

siirekli tekrarlandigi gosterilmistir. Bununla birlikte anafaz evresinin Ca*" tarafindan
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diizenlendigi ve araliksiz olarak artan Ca “’nin, mitotik mikrotiibiillerin kararliligini

saglamada 6nemli olabilecegi 6ne stiriilmiistiir [62].

2.3. HUCRESEL MAGNEZYUM TRANSPORTU VE HOMEOSTASISI

Kofaktér olarak birgok enzimatik reaksiyonda yer alan Mg®", niikleik asitlerin ve
biyomembranlarin yapisal olarak kararliligimin saglanmasi i¢in Gnemlidir. Mg*" ayni
zamanda, iyon transportunda gorev alan pompalari, tasiyict molekiilleri ve kanallari
kullanarak, sinyal iletimini ve hiicre i¢i kalsiyum ve potasyum konsantrasyonlarini
diizenler [63, 64, 65]. Bunu yaparken Mg*", hiicre i¢in ¢ok 6nemli iki pompada aktif
olarak rol oynar. Bunlardan ilki ' Na-K ATPaz ' pompasidir. Bu pompa, konsantrasyon
gradiyentine kars1 Na’ y1 hiicre disina atarken K’ y1 hiicre i¢ine alir. Pompanin ¢alismasi
icin enerji yani ATP gerekir. ATP, ancak ortamda Mg®" iyonu varliginda hidrolize
ugrayarak pompa icin gerekli enerjiyi saglar. Mg”" nin gorev aldig1 diger pompa ' Ca-
ATPaz ' pompasidir. Bu pompa da hiicre i¢i Ca' y1, konsantrasyon gradiyentine karsi
hiicre disina atarken enerji kullanir ve enerji kaynagi olan ATP yine Mg®" varhiginda

hidrolize olabilir [66].

Hiicre i¢i serbest Mg”" konsantrasyonu 0.3-1.2 mM olup, uyarilabilen hiicrelerde (sinir
ve kas hiicreleri gibi) ise daha yiiksek diizeyde olabilmektedir. Gerek iyon kanallar
gerekse de tasiyici proteinler araciligiyla, hiicre i¢ine Mg®™ nin alinmasinda, negatif i¢
membran potansiyeli, itici gli¢ olusturmaktadir. Bununla birlikte her hiicre tipi, Mg2+’
nin hiicre i¢ine alinmasinda ve hiicre disina atilmasinda farkli mekanizmalara sahiptir
[67]. Bazi hiicre modellerinde, Mg*"nin hiicre i¢ine alinmasinin, Mgw Cl' ya da

Mg*/HCO™ kotransportu ile oldugu gosterilmistir [68,69].
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Mg?* (1-2 mM} Na*

Sekil 2.3.1 Hiicre ici Mg®""nin regiilasyonunda olas: mekanizmalar [70]

Hiicre i¢ci Mg”" konsantrasyonu, plazma membranindan ve organellerden Mg*’nin
transportuyla ve Mg®" min hiicre igindeki yapilara baglanmasiyla diizenlenir. Mg®" nin
hiicre ici yapilardan (mitokondri, endoplazmik/sarkoplazmik retikulum, nukleus)
hareketini diizenleyen faktdrler Ca®, pH, cAMP, Na* ve Mg”™ “dir (Sekil 2.3.1) [70].
Mg2+’n1n hiicre i¢ine giris ve ¢ikisinda, hiicre i¢i cAMP etkili olmaktadir. Hiicre ici

cAMP miktar1 arttikga Mg2+ hiicre disina ¢ikarken, cAMP miktar1 azaldik¢a hiicre igine
Mg** girisi olur [1].

Mikroorganizmalarda ve memelilerde Mg®" transportunun hangi mekanizmalarla
gerceklestigine yonelik bir¢ok aragtirma yapilmistir. Yapilan ¢alismalarda yapist engok
aydinlatilmig olan, plazma membranindaki Mg®" kanal proteini bakterilerdeki CorA’dur.
CorA; Mg”" ve Co”" ve Ni*"nin transportundan sorumlu olup, Mn*", Ca**, Zn*" ya da
Fe’" “in transportundan sorumlu degildir [71, 72]. CorA’nin Skaryotlardaki homologu
olan Mrs2 ise, mitokondri i¢ membraninda yer alan kanal proteinidir [73, 74].
Bakterilerde Mg”" transportundan sorumlu diger kanal protein olan MgtE ise; Mg*" ve
Co”" transportundan sorumlu olup, Ni*" transportundan sorumlu degildir ve Ni*", MgtE

kanal proteininin ¢alismasini inhibe eder (75, 76) (Tablo 2.3.1).
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Tablo 2.3.1 Prokaryotik ve Okaryotik Mg”" transport proteinleri (Koyu renkle belirtilenler
prokaryotik, digerleri 6karyotik organizmalarda bulunmaktadir) [77].

Aile Belirlenen Uyeler Transportir Tipi

Corh CorA, ALR1/ALRZ, Kanal
Mrs2/AtMrs2, Lpe10

MgtE MgtE, SLC41A1, SLC41AZ Kanal, Tagiyici
e TRPM? (LTRPC7, TRP-PLIG Kanal/Kinaz
Claudins E::Sj:: :Jjg (Paracellin-1) Claudin
ACDP ACDP2Z [CNMNM2) Putatif Kanal
MagT1 MagT1 Putatif K.anal
Mgt MgtA, MgtB P-tipi ATPaz
MIPAT MNIPASPGE) Putatif Kanal
MMgT MMgT1, MMgT2 Putatif Kanal

Okaryotik organizmalardan mayalarda, diger metallere kiyasla Mg®" transportu
hakkinda bilinenler ¢ok azdir. Bir maya tiirli olan Saccharomyces cerevisiae’de, plazma
membranindaki Mg2+ transportundan sorumlu, bakteriyel CorA ile homoloji gdsteren
ALRI ve ALR2 adli iki gen tanimlanmistir [3]. Yapilan ¢alismada, bu iki genin agiri
anlatim yapmastyla AI’" ve Ga®" iyonlarina karsi diren¢ olustugu, buna karsin Zn*",
Mn*", Ni**, Cu*", Ca®" ve La’" iyonlarma duyarhlik olustugu gosterilmistir. Ayrica
AP’"nin, Mg*" ve Co”" transportunu inhibe ettigi ve AI’* toksisitesinin, Mg”" tarafindan
giderildigi belirtilmistir. S.cerevisiae’de mitokondri membraminda Mg”" transportundan
sorumlu, yine bakteriyel CorA ile homoloji gosteren MRS2 ve LPEI(O genleri
tanimlanmistir  [74, 78]. Bununla birlikte, MRS2’ nin mitokondrideki grupll
intronlarinin kirpilmasi i¢in gerekli oldugu, MRS2 geninde delesyon yapildiginda, maya
hiicrelerinde pet™ fenotipi olustugu gosterilmistir [74]. Saccharomyces cerevisiae’ ye
kiyasla, bazi genler acisindan memelilerle daha ¢cok homoloji gosteren diger bir maya
tiri olan Schizosaccharomyces pombe’de ise ALRI ve ALR2 genlerinin homologu
olarak SPACI17A42.14 ve SPBC27B12.12c (tahmini) genleri tanimlanmistir. Mitokondri
membraninda ise, Mg®" transportundan sorumlu CorA ile homoloji gdsteren MRS2

kanal proteini bulunmaktadir [113].
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Mg®" nin hiicre disina atilmas: elektrokimyasal gradiente karsi oldugundan, Mg”" nin

hiicre disina atilmasinin, sekonder aktif transport araciligiyla gergeklestigi ve
Na'(memelilerde), H'(mikroorganizmalarda) gradientinin itici giic olusturdugu
distiniilmistir [67]. Bu mekanizmanin, memeli hiicrelerinde daha ¢ok NaJr/Mg2+
antiportu ile oldugu, bununla birlikte Na*/Ca®" [80] ya da Mg**/Ca®" [80] antiportu ile
de olabildigi gosterilmistir.

Magnezyum; diger iyonlarin transportu, sinyal iletimi, enzim aktiviteleri, enerji
metabolizmasi, niikleik asit ve protein sentezi ve biyolojik membranlarin korunmasi
gibi bircok énemli hiicresel olayda rol oynadig: i¢in, hiicre i¢i Mg”™ homeostasisinin
bozulmasi tibbi agidan birgok hastaligin olusmasma neden olur. Mg*" eksikligi
(hipomagnezemi), Mg*" fazlahg1 (hipermagnezemi) gore daha siklikla goriiliir. Klinik
olarak goriilen hipomagnezemi, gastrointestinal sistemden veya bobrekten Mg kaybina
bagl olarak ortaya cikar. Normal beslenenlerde, Mg®" eksikligi hemen hemen hig
goriilmez [81]. Iskemik kalp hastaligi, konjestif kalp yetmezligi, ani 6liim, kardiyak
aritmiler, diyabetin komplikasyonlari, preeklampsi/eklampsi ve hipertansiyon gibi
birgok hastaligin patogenezinde de Mg>" eksikliginin rol oynadig diisiiniilmektedir
[82]. Mg”" fazlalig1 (hipermagnezemi), diisiik kas tonusu ile kendini gosterir ve bobrek
yetmezligine bagli olarak ortaya cikan hiperkalsemi olmaksizin nadiren goriiliir.
Hipermagnezemi’deki bulgular hipotansiyon, miksiyon gii¢liigii, depresyon ve komadir.

[83].

2.4. MAGNEZYUMUN OLCULMESI

Cesitli kosullarda magnezyumun serbest (iyonik) ya da bagl formlarinin dl¢iilmesinde
mevcut teknolojinin smirli olmasi, biyolojik sistemlerdeki Oneminin anlagilmasini
giiclestirmektedir. Total magnezyum (serbest-bagli form) ol¢iimiinde kullanilan metot
‘Atomik Absorpsiyon Spektrofotometrisi (AAS)’dir [84, 85]. Ancak bu yontemin de
fazla miktarda Ornek gerektirmesi ve Ol¢lim icin gerekli islemler sirasinda
kontaminasyon riski tagimasi gibi olumsuz yonleri vardir [86]. AAS disinda, klinik
laboratuvarlarda serumda bulunan total magnezyumun o6l¢iilmesinde kolorimetrik
yontemler (calmagit, metilthymol blue, formazon boyasi, magon gibi) kullanilmaktadir

[87, 88]. Hiicre i¢i serbest formda bulunan Mg2+’nin Olclimiinde ise; floresan prob,
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niikleer manyetik rezonans (NMR), iyon selektif mikroelektrod ve metallokromik
indikatér yontemleri gibi bir¢ok yontem vardir [89]. Ancak bu yontemlerin bazi
olumsuz yanlar1 vardir. Ornegin metallokromik indikatér ydnteminde hiicre ici

kalsiyum, sodyum ve pH, Mg”"nin 6l¢iimiinii etkilemektedir [90].

3P NMR spektroskopi yonteminde, ATP ve ATP’nin Mg”" ile yaptig1 komplekslerin
spektrum farkindan yararlanarak serbest magnezyum 6l¢timii yapilmaktadir. Enstriiman

giicligii asildig1 takdirde bilinen en 6zgiin serbest magnezyum 6l¢iim yontemidir [91].

"Induction Coupled Plasma Mass Spectrometry- (ICP-MS)" yonteminde, magnezyumun
izotoplarindan yararlamlir. Magnezyumun bilinen ii¢ izotopu; **Mg (%78.7), Mg
(%10.1), **Mg (%11.2)' dir. Bu izotoplardan yararlanilarak ICP-MS yontemiyle
membrandan iceriye ve disartya Mg®" hareketi belirlenebilmektedir. Ornegin dogal
formdaki Mg”" ortaminda bulunan hiicreler, mevcut 3 izotoptan birinin bulundugu
ortama alinip, ortamdaki magnezyum izotoplarinin oranindaki degisim zamana baglh

olarak 6l¢iilerek membrandan gegen serbest magnezyum miktar1 belirlenir [92].

Magnezyuma 06zgli mikroelektrot yonteminde, plazmadan ya da tek bir hiicreden
dogrudan Mg”" olgiimii  gerceklestirili. Magnezyuma &zgii mikroelektrodlarin
bilinenleri; ETHS5214, ETH7025, AVL988/4 analizorii gibidir. Bu yontemin de,
6lgiimiin hiicre i¢i Ca®” ve K gibi diger iyonlardan etkilenmesi ve kiiciik hiicrelerde

Olclim yapilamamasi gibi olumsuz yanlar1 vardir [93, 94].

Serbest magnezyum, 6zgiin floresan problar araciligiyla spektroflorometrik yontemle de
belirlenebilmektedir. Mg”’ye 6zgiin mevcut floresan problar, daha énceleri Ca®" i¢in
tasarlanan mag-fura, mag-fluo, mag-indo problarinin tiirevleridir [95, 96]. Floresan
problar araciligtyla hiicre i¢i serbest magnezyumun belirlenmesinde, hiicre dongiisii
sirasinda  poliaminlerin  konsantrasyonunda meydana gelen degisimler, Ol¢iimiin
duyarliligin1 oldukga etkilemektedir [97]. Bu nedenle, hiicre i¢i magnezyumun daha
dogru bir bicimde belirlenebilmesi i¢in 6zgiin problara ihtiya¢ vardir ve Mg’ye 6zgiin

floresan problarin tasarimina yonelik ¢aligmalar devam etmektedir.
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2.4.1. Magnezyuma Ozgiin Floresan Problar

Magnezyuma 6zgii floresan problar (Tablo 2.4.1) ; polar (yiiklii) ve nonpolar (yliksiiz)
olmak {izere iki formda bulunur. Buna gore, problarin hiicreye yiiklenmesi invazif ve
noninvazif olmak tizere iki sekilde olur.
1. Invazif Olarak (Mikroenjeksiyon ydntemi ile yiikleme): hiicre membranindan
gecemeyen polar problar i¢in,
2. Noninvazif Olarak (Kiitlesel yiikleme): hiicre membranindan gecebilen nonpolar
problar i¢in tercih edilir.
Noninvazif yontemde, karboksilat gruplari, asetoksimetil esterleri olarak tiirevlenmis
gruplar iceren nonpolar prob, hiicre membranindan geger. Hiicre igerisinde hiicresel

esterazlar tarafindan hidroliz edilen probun, yiikli gruplar1 aciga c¢ikar ve iyonize

Mg**ye baglanir (Sekil 2.4.1).
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ACO—CH2—0—C—CH2—N 0
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Sekil 2.4.1 Nonpolar mag-fura-2 AM’nin, hiicresel esteraz araciligiyla, hiicre icinde Mg"" ye
duyarl olan polar gruplarinin ortaya ¢ikisi
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Tablo 2.4.1 Magnezyuma 6zgii floresan problarin kimyasal ve spektroskopik 6zellikleri [104]

Yiiksek Magnezyum

Floresan prob Mw* Magnezyum (-} Ka (Mg?) Kﬂ (Ca%)

Konsantrasyonu {IIIM) (UM}

Salt AM At € A§ At €.+ A §

(nm) (cm M) (nm) (nm) | {em™M-) | (nm)
mag-fura-2 587 723 369 22,000 511 330 24,000 491 19 25
mag-fura-5 737 369 23,000 505 332 25,000 482 23 28
mag-indo-1 595 73 349 38,000 480 330 33,000 M7 27 35
mag-fluo-4 682 818 490 74,000 NA** | 493 75,000 517 47 22
Magnesium Green™ 916 1026 506 77,000 54 506 75,000 53 1.0 6
mag-rhod-2 845 547 68,000 NA*™ | 549 69,000 577 ND 70
mag-X-rhod-1 949 575 82,000 NA** | 578 82,000 603 107 45

Probun magnezyuma olan duyarliliginm1 belirleyen Ky (Dissociation=Ayrilma) sabiti

olup, bu deger ne kadar diisiikse probun Mg*"ye o kadar ¢ok afinitesi vardr.

Mg-Prob —> M92++ Prob

Kq=

[Mg"*][Prob]

[Mg-Prob]

Mg*" ye 6zgii mag-fura 2 probu yapisindaki ‘furaptra’ adi verilen kimyasal gruba Ca**

de afinite gosterir (Sekil 2.4.2). Bu nedenle Mag-fura-2, Mg®" yam sira Ca®" ye de

baglanma egilimindedir. Ancak yapilan bir ¢alismada, hiicre dis1 ortama 10 mM' ye

kadar eklenen Ca”™" nin, mag-fura 2 sinyalini degistirmedigi gosterilmistir. Bu nedenle,

hiicre i¢i Ca*" konsantrasyonunun, mag-fura 2 tarafindan belirlenebilecek diizeyde

olmadigi belirtilmistir [108].
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Furaptra, tetrapotasyum tuzu Fura-2, pentaamonyum tuzu

(Mag-Fura-2, tetrapotasyum tuzu)

Sekil 2.4.2. Mg”" ye 6zgii Mag-Fura-2 ve Ca®" ye 6zgii Fura-2 problarmin kimyasal yapilarmin
kargilagtiriimasi

Furaptra, Mg*" ye 6zgii sentezlenen ilk prob olup, Kwmg: 1.5 mM, K¢,: 53 uM’dir [98].
Mg*" ye daha duyarli problarim tasarlanmasi yéniinde galismalar siirmektedir. Yapilan
caligmalar sonucunda sentezlenen problardan KMG-20-AM ve KMG-27-AM
2+,

ye duyarhhigi Ca®" ye kiyasla, ticari
olarak mevcut problardan 200 kat daha fazladir (Sekil 2.4.3) [99].

O (8] j\
QS OAOJ\ = O/\Q
O o (o) o]

KMG-20-AM KMG-27-AM

benzopiran sinifindan kumarin tiirevi olup Mg

Sekil 2.4.3. Mg*” ye 6zgiin kumarin tiirevli problarin kimyasal yapisi

Bunlarin disinda KMG-104 K4 2-4 mM [100], DCHQ 1-2 (diaza-18-crown-6
hydroxyquinoline) tirevleri Kqi: 44 uM ve Kg: 73 uM olup Mg*™ igin tasarlanmis
bilinen en 6zgiin problardir (Sekil 2.4.4) [101].
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Sekil 2.4.4. DCHQ probunun kimyasal yapis1 ve HC11 fare meme hiicresinde Mg'nin prob
araciligiyla yerlesiminin gosterilmesi

Magnezyuma 6zgiin floresan problar, dalga boyu 6zelliklerine gore;

1.Nonratiometric: Tek eksitasyon dalga boyuna sahip olanlar (mag-fluo-4, Magnesium
Green™, mag-rhod-2 and mag-X-rhod-1), 2.Ratiometric (Orantisal): Iki eksitasyon

dalga boyuna sahip olanlar (mag-fura-2 and mag-indo-1) olmak iizere iki ¢esittir.

iki dalga boyuna sahip orantisal dzellikte olan problarda, birinci dalga boyuna ait sinyal,
probun hiicre i¢i serbest magnezyuma baglanmasiyla olusan komplekse dolayisiyla
serbest Mg”" ye, ikinci dalga boyuna ait sinyal ise; magnezyumla kompleks yapmayan

serbest durumdaki proba aittir (Sekil 2.4.5, Sekil 2.4.6).

ekes1iebos2

Oran

2 oV~ A
s
N &P

T Zaman

S
-

Floresan Sinyal Yogunlugu

Sekil 2.4.5 iki eksitasyon dalga boyuna sahip probun Mg>” ye bagh ve serbest oldugu
durumlarda floresan yogunlugunun ve oraninin hipotetik olarak gosterilmesi
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A)

Nonratiometric

B)

Ratiometric

Oran 3400380

Sekil 2.4.6. A) Nonratiometric prob ile 6l¢iimii B) Ratiometric prob ile dlgiimii

Nonratiometric problarda sinyal siddeti, 6l¢iilmek istenen iyonun konsantrasyonu kadar,
boya konsantrasyonuna ve optik yola da baglidir. Dolayisiyla farkli hiicrelerin iyon

konsantrasyonu karsilastirllamaz ve mutlak iyon konsantrasyonlarmin belirlenmesi

zordur [102].
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2.4.2. Hiicre i¢i Serbest Mg*** nin Hesaplanmasi

Noninvazif ya da invazif yollarla hiicrelere yliklenen probun, kalibrasyonu yapilarak,

2+ . o . .. 2+
‘nin olmadigr durumdaki minimum ve probun Mg" ’ye tamamen

ortamda hi¢c Mg
doydugu maksimum floresan yogunluklar1 elde edildikten sonra Grynkiewicz ve ark.
tarafindan [103] gelistirilen formiilde sayisal degerler yerine yazilarak hiicre i¢i serbest

Mg”*" konsantrasyonu hesaplanr.

Iki eksitasyon dalga boyuna sahip orantisal (ratiometric) problar igin;

FD R_Rmin

Mg**] = ——
[ & ] Kl..'l FS. Rmax_R

[Mg*"]: Hiicreigi serbest Mg2+ konsantrasyonu

Kbp: Disosiasyon Sabiti (prob/Mg*" kompleksine ait)

Fo/Fs: Mg®"~nin minimum oldugu ve probun Mg™’ye tamamen doydugu zamanlarda
2.dalga boyundaki floresan yogunluklar1 orani

R: Belirli bir zamandaki 1.eksitasyon dalga boyundaki floresan yogunlugunun
2.eksitasyon dalga boyundaki floresan yogunluguna orani

Ruin: Mg™nin minimum oldugu anda, 1.cksitasyon dalga boyundaki floresan
yogunlugunun 2.eksitasyon dalga boyundaki floresan yogunluguna orani

Ruax: Probun Mg®“ye tamamen doydugu anda 1.eksitasyon dalga boyundaki floresan

yogunlugunun 2.eksitasyon dalga boyundaki floresan yogunluguna orani

Tek eksitasyon dalga boyuna sahip problar i¢in;

(F- Fmin]
(K,

M2+ — K
[ i ] ‘ max_F)

[Mg>"]: Hiicre i¢i serbest Mg konsantrasyonu

Kg: Disosiasyon Sabiti (prob/Mg>" kompleksine ait)

F: Belirli bir zamandaki eksitasyon dalga boyundaki floresan yogunlugu

Fuin: Mg® " nin minimum oldugu anda, eksitasyon dalga boyundaki floresan yogunlugu
Fmax: Probun Mg™’ye tamamen doydugu anda eksitasyon dalga boyundaki floresan

yogunlugu
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3.MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN IRKLAR VE PLAZMIT

3.1.1. Kullanilan Irklar

Calismada, 1.U. Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii kiiltiir
kolleksiyonunda bulunan Schizosaccharomyces pombe’nin Sp292 1rki, magnezyum
transport sistemine sahip oldugundan kontrol olarak kullanilmigtir. Magnezyum
transport sistemi kaldirilmis ikili mutant irk ise; Dr. Gokhan Akman tarafindan, plazma
membraninda bulunan, magnezyum transportundan sorumlu iki kanal proteini kodlayan,
Saccharomyces cerevisiae’deki ALRI ve ALR2 genlerinin Schizosaccharomyces
pombe’de homologu olarak bilinen SPACI7A42.14 ve SPBC27BI2.12c¢ genlerinin,
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temelli delesyon yapilmasiyla elde edilmistir. Ikili
mutant 1wrkin elde edilmesinde, haploid 1irkta yapilacak delesyonun yasamla
bagdagmayabilecegi diisiincesiyle, oncelikle Sp292 wrki ile Sp293 ki c¢aprazlanip
diploid hiicreler elde edilmistir. Daha sonra, delesyon yapilacak iki gen bolgesinin 5’ ve
3’ uglarina homolog diziler igeren ve markir olarak da nourseseothricin antibiyotik
direng genini i¢eren primerlerle kasetler sentezlenip, diploid 1rka aktarilmistir. Diploid
haldeki transformantlardan, ayr1 ayr1 iki gen bakimindan delesyonlu haploid irklar elde
edilip birbiriyle caprazlandiktan sonra, tetrat diseksiyonu yapilip, rastgele sporlar
alinarak farkli konsantrasyonlarda Mg*" iceren YEA besiyeri ortamlarinda, tetrat analizi
gerceklestirilmistir. Elde edilen haploid ikili mutant irkin (Sekil 3.1.1), YEA besiyeri
ortaminda optimum ireyebildigi Mg>" konsantrasyonu 200 mM Mg®"  olarak

bulunmustur.
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L. Diploid hiicrenin elde edilmesi Sp292 - 5p293 b
X
Diploid
2. Delesyonda kullanilacak kasetlerin sentezi ve transformasyon
:[, i S Transformasyon [, Tk
A f D alri+ [ X ( _-) \
— )y — o v
17 P
[y b
—\ — A N o [Y @ ‘

X — )
> | r® |
3. Diploid Transformantlar \;

Diploid Diploid
Sporilasyon Ortami1 ' ’
Tetratlar (:j}{u_} ( {\:} ’\ __/\’"\) C/\J O|
4. Farkli konsantrasyonlarda Mg'? igeren YEA ortamlarinda tetrat diseksiyonu

Tek gen bakimindan
delesyonlu haploid Caprazlama Aalrl x Aalr2

irklarin elde edilmesi

5. e
™ \
0000

6. Rastgele olarak sporlarin 200 mM Mg iceren YEA besi ortammna ekilmesi

Aalrl
Aalr?

iki gen bakimindan delesyonlu
haploid 1rk

Sekil 3.1.1. Plazma membranindaki Mg2+ transportundan sorumlu genler bakimindan, PZR
temelli delesyon yapilarak elde edilen ikili mutant irkin elde edilis asamalari
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Calismada kullanilan 1rklar ve plazmitler Tablo 3.1.1.’de gosterilmektedir.

Tablo 3.1.1 Caligmada kullanilan 1rklar ve plazmit

Irklar ve Plazmit

Kullanim Amaci

Schz. pombe

Sp292 (leul-32 ura4-D18 ade6-M210 I

Hem  diploid wkin  elde
edilmesinde  kullanilmig  olup,
hem de ¢alismamizda kontrol 1rk
olarak kullanilmigtir.

Schz. pombe

Sp293 (leul-32 ura4-D18 ade6-M216 h")

Diploid 1rkin elde edilmesinde
kullanilmgtir,

Schz. pombe

Ikili Mutant (ASPAC17A42.14 ASPBC27B12.12
leul-32 ura4-D18 ade6-M216 kan")

Bilinen iki Mg transport kanal
proteinini ~ kodlayan  genler
bakimindan delesyonlu 1tk olup
Mg’nin dis ortamdan alinamadig1
duruma model teskil etmektedir.

E.coli pDQ105 plazmitinin
cogaltilmasinda kullanildi.

DH5a

plazmit GFP isaretli o2-tubulin geni
tagtyan  plazmit, kontrol ve

pDQ105 mutant 1rkin  mikrotiibiillerinin
floresan mikroskobunda goriiniir
hale gelmesi amaciyla kullanilda.

3.1.2. Plazmit

pDQ105 plazmidi, Dr. Da-Qiao Ding tarafindan tasarlanmis olup, Japonyadaki
aragtirma merkezi [National Bioresource Project Yeast Genetic Resource Center Japan

(YGRC/NBRP)] araciligryla elde edildi.

pDQ105, Schz. pombe’nin, tiamin ile kontrol edilen yabani tip ‘nmtl’ promotdrii igeren
anlatim vektorii ‘pREP1’den elde edilmistir. Bu anlatim vektoriine daha sonra bir ¢esit
yesil floresan proteini olan ‘GFP-S65T’nin kodlama yapan bolgesi (ORF) ve Schz.
pombe’nin 02-tubulin geninin (NDA2-2) kodlama yapan bolgesi, pREP1 plazmitinin
nmtl promotoriiniin devami olacak sekilde klonlanip, pDQ105 plazmiti tasarlanmistir.

pDQ105 plazmitinin genetik haritast Sekil 3.1.2° de verilmistir.



33

EcoRI
Sacl

nmtl-t

HindlIII ’
Pstl BamHI 4.6{)

Ndel 5.32

Sekil 3.1.2 pDQ105 plazmidinin genetik haritasi
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3.2. BESi ORTAMLARI

Calismada, organizmalarin iiretilmesinde ve transformasyon sonrasi transformantlarin
secilmesinde kullanilan besi ortamlarinin igerikleri Tablo.3.2.1, Tablo.3.2.2 ve Tablo

3.2.3" te verilmistir.

Tablo 3.2.1 Schz. pombe’nin iretiminde kullanilan besi ortamlar1 (Stok A2, 3a ve 3b’nin
igerikleri Tablo.3.2.2°de verilmistir.)

Besi Ortanm Icerik

*Maya ekstreli sivi besi ortam1 (YEL) Maya Ekstresi (Yeast Extract) 5¢g/l
Glukoz 30 g/l

*Maya ekstreli kat1 besi ortami (YEA) YEL besi ortamina Agar eklendi 20 g/l

**Minimal s1v1 besi ortam1 (MML) Stok A, 100 ml/1
Stok 3a 1 ml/l
Stok 3b 1 ml/l
Glukoz 10 g/l
Na,HPO,.12H,0 1 g/l

**Minimal kat1 besi ortami1 (MMA) MML besi ortamina agar eklendi 20 g/l

* fkili mutantin kat: ve siv1 besiyerinde iireyebildigi optimum Mg®" konsantrasyonlari
belirlendikten sonra, YEL i¢in final konsantrasyonu 75 mM MgCl,, YEA i¢in 200 mM
MgCl, olacak sekilde, 2.5 M olarak hazirlanan stok MgCl, ¢ozeltisinden eklendi.

*Agir metal iceren YEA besi ortami i¢in, NiSO4 (1M), ZnCl, (1M), CoCl;, (1M), CdCl,
(0.IM), CuSOs (IM), AICl3 (1M) stok ¢ozeltileri hazirlandi  ve Dbelirli

konsantrasyonlarda eklendi.

** LEU2 markirt igeren pDQ105 plazmitini alan, transformant kontrol 1irkin se¢imi igin,
secici MML ve MMA ortamlarina final konsantrasyonu 225 mg/I olacak sekilde adenin
ve urasil aminoasitleri eklendi. Transformant olan ikili mutant hiicrelerin se¢iminde ise;
kontrol 1rkin segici ortamindan farkli olarak MMA i¢in 200 mM MgCl,, MML i¢in 75
mM MgCl, ilave edildi. Adenin (5 mg/ml) ve urasil i¢in (3.75 mg/ml) belirlenen

konsantrasyonlarda stoklar hazirlandi.




35

Tablo 3.2.2 MML ve MMA besi ortaminda kullanilan stok ¢ozeltiler

Stok adi Icerik
H;BO4 5.4 mg/l
CuS0,4.5H,0 0.4 mg/l
KCI 1 mg/l
Al FeCl;.6H,0 2 mg/l
MnSO4.4H,0 5.3 mg/l
Na,HPO,.2H,0 1.95 mg/l
ZnS0O,.7H,O 4 mg/l
KH,PO, 100 mg/1
Az MgS0,.7H,0 50 mg/I
NaCl 10 mg/1
CaCl,.6H,O 15 mg/l
(NH4)2SO4 500 mg/1
Stok A, 0.1 ml/1
3a Kalsiyum pantotenat 10 mg/1
Nikotinik asit 100 mg/1
Mezo-inositol 100 mg/1
3b Biotin 100 mg/1
%350 Etil Alkol 11
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Tablo 3.2.3 E. coli’nin iiretiminde kullanilan besi ortamlar:

Besi Ortam Icerik

Tryptone % 1 (W/v)

0
**Luria Bertani’ s1v1 besi ortami1 (LB) Yeast Extract 7% 0.5 (wiv)

NaCl % 1 (W/v)

*’Luria Bertani’ kat1 besi ortami (LBA) LB besi ortami
Agar % 1.5 (W/v)

* Amp' markirimi tasiyan pDQ105 plazmitini alan transformant E.coli hiicrelerinin
secimi i¢in LB ve LBA besi ortamlarina final 100 ug/ml olacak sekilde ampisilin

eklendi.

3.3. Schz. pombe IRKLARINDA UREME EGRILERININ CIKARILMASI

Ureme egrileri ¢ikarilacak irklardan Sp292 (Kontrol) YEA besi ortaminda, ikili mutant
ise YEA+200 mM MgCl, besi ortaminda 30 °C' de 3 gece liremeye birakildi. Kiiltiirdeki
hiicreler 5 ml steril distile su ile siispansiyon hale getirildikten sonra, ikili mutantin YEL
besi ortaminda iireyebildigi optimum Mg”" konsantrasyonunun bulunmasi amaciyla 10,
20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200 ve 250 mM MgCl, konsantrasyonlarinda, 1x10°
hiicre/ml olacak sekilde ekim yapilarak, 30 °C' de 180 devir/dakika hizdaki ¢alkalamali
etiivde iiremeye birakildi. Ayni sekilde kontrol irkin da hem YEL besi ortaminda hem
de iiremesinde toksik etki olusturabilecek Mg®" konsantrasyonunun belirlenmesi
amaciyla, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200 ve 250 mM MgCl, konsantrasyonlarinda,
1x10° hiicre/ml olacak sekilde ekim yapilarak 30 °C' de 180 devir/dakika iiremeye
birakildi.

Kiiltiirlerdeki hiicre sayisindaki artig, belli zaman araliklarinda spektrofotometrede 600
nm dalga boyunda, optik yogunlugun (O.D.) olciilmesiyle belirlendi. O.D= 0.5" e
~1x10" hiicre/ml denk gelmesi prensibinden yararlanarak, O.D. cinsinden elde edilen
degerler orant1 yoluyla hiicre/ml cinsine ¢evrildi ve iireme egrileri elde edildi. Ayrica

hiicre kiiltiirleri, 'Cedex HiRes' hiicre analiz cihaziyla 100 kat sulandirimlar yapilip 300
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pl hacimlerde, hiicre sayisi, % canlilik ve hiicre ¢apindaki degisimler bakimindan da

analiz edildi. Ol¢iimler en az ii¢ tekrarl olarak gerceklestirildi.

3.3.1. Generasyon Siiresinin ve Generasyon Sayisinin Hesaplanmasi

Logaritmik iireme sirasinda hiicrelerin ka¢ boliinme gegirdiginin, yani generasyon

sayisinin hesaplanmasi i¢in asagidaki formiilden yararlanildi [109].

LogN,-LogN;

Generasyon Sayist (n)=

Log2

N»,= logaritmik iireme sonundaki hiicre sayisi

N, =kiiltiirde tiremenin baglangicindaki hiicre sayis1

Hiicrelerin logaritmik iireme sirasinda iki katina c¢ikmalart igin gerekli siire olan

generasyon siiresinin (S;) hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanildi [110].

St: (Tz—Tl)/l’l

T,= logaritmik iiremenin bitis zaman1
T,= logaritmik iiremenin baslama zamani

n= Generasyon sayis1
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3.4. KONTROL VE iKiLi MUTANT IRKTA BAZI METALLERIN ETKISININ
INCELENMESI

Grubumuzun 6nceki ¢alismasinda S. pombe GA1 1rkinin Ni** diginda Zn*" ye kars1 da
direngli oldugu ve bu direncin Mg*" transportunu saglayan CorA sistemine homoloji
gosteren gen bolgesindeki nokta mutasyonundan kaynaklandigii dolayisiyla Ni**
direncinin Mg transport sistemiyle ilgili olabilecegi gosterildi [4]. Dolayisiyla
calismada, CorA sistemine homoloji gosteren gen bolgesi delesyon yapilarak tamamen
kaldirilmis, ikili mutant irkta Ni2+, Cd2+, Co®" ve Zn*' metallerinin etkisi arastirildi.
Bunun i¢in kontrol irkin YEA' da, ikili mutant irkin YEA+250 mM MgCl,'daki 3 giintik
kiiltiirleri steril distile su ile siispansiyon hale getirildikten sonra, mililitresinde 1x10’,
1x10° ve 1x10° hiicre i¢eren sulandirimlar yapildi. Bu sulandirimlardan 10 ul alinarak
*Tablo 3.4.1' de gosterilen konsantrasyonlarda NiSO4, CdCl,, CoCl, ve ZnCl, igeren
YEA besi ortamlarina, ayni irkin seri sulandirimlar1 yan yana gelecek sekilde sirayla;

1x10°, 1x10* ve 1x10° hiicre/ml ekim yapildi. 4 giin 30 °C' de tiremeye birakild:.

Tablo 3.4.1 Farkli konsantrasyonlarda agir metaller i¢eren besi ortamlari

Besi Ortam Konsantrasyonlar

YEA+ NiSO, / YEA+ NiSO4+250 mM MgCl, 5 mM-6 mM-7 mM

YEA+ CdCl, / YEA+ CdC1,+250 mM MgCl, 150 pM-250 pM-500 uM

YEA+ CoCl, / YEA+ CoCl,+250 mM MgCl, 1 mM-2 mM-3 mM

YEA+ ZnSO, / YEA+ ZnCl,+250 mM MgCl, 4 mM-5 mM

*]lgili metaller i¢in arastirilacak konsantrasyonlar dnceki ¢alismalardan elde edilen

verilere gore belirlenmistir (Yayinlanmamig verti).
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3.5. E. coli'ye PLAZMIT TRANSFORMASYONU

3.5.1. E. coli (DHS0) Hiicrelerinin CaCl, Aracihigiyla Kompetent (Yeterli) Hale
Getirilmesi

Onceden 1/1 (w/w) olarak hazirlanan -70°C' deki DH50 hiicrelerinin gliserol
stogundan 500 ul alinarak 5 ml LB besiyerinde 37 °C'de 180 devir/dakika
hizdaki ¢alkalamali etiivde gece boyu iiretildi. DH50 susu Amp' markiri
icermedigi i¢in, bir drnek de kontaminasyon kontrolii olarak 5 ml LB besi
ortamina final konsantrasyonu 50 pg/ml olacak sekilde ampisilin eklenerek

hazirlandi.

Gece boyu tliremenin oldugu kiiltiirden 500 pl alarak 50 ml LB besi ortamina
eklendi ve O.D.(600 nm) 0.4 olana kadar (1.5-3 saat) 37 °C'de 180 devir/dakika
hizdaki calkalamali etiivde iiretildi. O.D.(600 nm) 0.4 olunca kiiltiir 10 dakika
buzda bekletildi.

Hiicreler, 12000 rpm' de 10 dakika santrifiij edilerek toplandi. Pellet {izerine 4
°C'deki 0.1 M CaCl,' den 10 ml eklenip ve buzda 30 dakika bekletildi.

Hiicreler tekrar 12000 rpm' de 10 dakika santrifiij edilerek toplanip ve pellet

tizerine 2 ml 0.1 M CaCl,' den eklenerek siispanse edildi.

3.5.2. Transformasyon Asamasi

e (aCl, araciligityla kompetent hale getirilen DHS5a  hiicre
siispansiyonundan 200 ul alinip, pDQ105 plazmitinden 2 pl (~Ing/pl
olacak sekilde) eklenip, 30 dakika buzda bekletildi. Ayni islem

plazmidin eklenmedigi negatif kontrole de uygulandi.

e Daha sonra 42 °C' deki su banyosunda 90 saniye bekletildi ve tekrar 2
dakika buzda bekletildi.

e Uzerine 37 °C'deki LB' den 800 ul eklenip hafifce kanistirildi ve 60
dakika 37 °C' deki ¢alkalamal1 etiivde bekletildi.

e Siire bitiminde daha 6dnceden hazirlanan LBA ve LBA+Ampisilin i¢eren
besi ortamlarina 100 pl hiicre silispansiyonundan eklenip, cam baget

araciligiyla yayma ekim yapildi. 37 °C'de 1 giin bekletildi.
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e Besi ortamlarindan LBA, hiicre canliligini test etmekte kullanilirken,
amp' markir tagityan plazmiti alan (transformant) hiicrelerin se¢imi igin
LBA+Ampisilin besi ortami kullanildi. Transformasyon icin gerekli

malzemeler Tablo 3.5.1.'de verilmistir.

Tablo 3.5.1 E.coli' ye Transformasyon i¢in gereken ¢ozelti ve besi ortamlari

Transformasyon I¢in Gerekenler

0.1 M CaCl, (4°C)

LB

LBA ve LBA+Ampisilin (100 mg/l) besi
ortamlar1

3.6. E.coli' den PLAZMIT iZOLASYONU

Izolasyon, fermentas (GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit) plazmit izolasyon Kkitiyle
gerceklestirildi. Izolasyonda kullanilan kit igerisindeki soliisyonlarin icerigi Tablo

3.6.1.'de verilmistir.

e Ampisilin direng geni tasiyan pDQ105 plazmitini alan, LBA+Ampisilin besi
ortamindan rastgele secilen kolonilerden bir tanesi 5 ml ampisilinli LB besi
ortami igeren tliplerde 37 °C' deki ¢alkalamal1 (180 devir/dakika) etiivde bir gece

boyunca tiretildi.

e Bir gece boyunca firetilen kiiltiirden 1.5 ml alinip mikrotiipe aktarildi ve 7000
rpm' de 10 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii.

e Pellet lizerine 250 pl solusyon 1 (resuspension solution) eklendi ve slispansiyon

hale getirildi.

e Uzerine 250 ul solusyon 2 (lysis solution) eklenir ve alt-iist seklinde cevrilerek

viskoz ve hafif¢e berrak hale gelene kadar (4-6) kere karigtirildi.

e Siispansiyona 350 pl soliisyon 3 (neutralization solution) eklenir ve 4-6 kere alt-

iist seklinde cevrilerek karigtirildu.
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e Siispansiyon 12000 rpm'de 5 dakika siireyle santrifiij edilerek, hiicre pargalarinin

ve kromozomal DNA' nin ¢okmesi saglandi.

e Ust sivi filtreli tiiplere (GeneJET™ spin column) aktarildi. 12000 rpm' de 1
dakika siireyle santrifiij edilerek, toplama tiiplinde (collection tube) biriken sivi

dokiildii. Filtreli kisim tekrar tiipiin tizerine kondu.

o Filtreli tiipiin tizerine 500 ul soliisyon 4 (wash solution) eklenip ve 12000 rpm'de
1 dakika siireyle santrifiij edildi. toplama tiipiindeki sivi dokiildiikten sonra ayni

islem bir kere daha tekrarlandi.

e Daha sonra filtreli kisim, yeni bir mikrotiip {izerine konularak, tizerine 50 ul
solisyon 5 (elution buffer) eklenip, 2 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Filtredeki plazmit DNA'sinin filtreden ayrilmasi saglandi. Plazmit DNA' sin1

iceren mikrotiip daha sonraki agsamalarda kullanilmak iizere 4°C' de sakland.

Tablo 3.6.1 Plazmit izolasyonunda kullanilan kitin bilesenleri

n I . FRO502 #HO502
GeneJET™ Plagmid Miniprep Kit - 250 prags
Reguzpenzion 3olution (Solisvyom 1) 15m 70 ml
Ly=iz Sodution {Solisvon X) 15m 70 ml
Meutra'zation Solution® (Solisyom 3) Hm 100 m
W¥azh Solution (concantrated) (Solisyom 4) 20 m 100 m
FMaze A 0.15 m 0.7 ml
Elution Bufier {10 mi Trig-HCI, pH 8.5) 4ml 30 ml
Gene ET™ Spin Calumng 50 230
Collection Tubes {2 mi} 50 240

3.6.1. Plazmit DNA'simin Miktar1 ve Safhigimin Olgiilmesi

E.coli' den izole edilen plazmit DNA' smin miktar1 ve saflifi, nanodrop
spektrofotometre cihaziyla, 6rnekten 1 pl kullanilarak belirlendi. Plazmit DNA' sinin

saflik derecesi 260nm/280nm ve 260nm/230nm absorbans degerlerine gore belirlendi.
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3.7. PLAZMIT DNA' SININ HINDIII RESTRIKSIYON ENDONUKLEAZI iLE
KESIMi

E.coli' den izole edilen plazmit DNA' sinin, elde etmek istedigimiz plazmit DNA' s1
olup olmadigint anlamak amaciyla, HindIII restriksiyon enzimi ile ana stoktaki plazmit
DNA' s1 ile karsilagtirmali olarak kesim yapildi. Reaksiyon bilesenleri tablo 3.7.'de

verilmistir.

Tablo 3.7 HindIII enzim kesimi reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Final Hacim

ultra saf su 16 ul

10X Buffer R (10 mM Tris-HCI (pH | 2 pl
8.5), 10 mM MgCl,,100 mM KClI,
0.1 mg/ml BSA)

plazmit DNA (0.5-1 pg/ul) 1l

HindIII (10 u/ul) 1l

Toplam Hacim= 20 ul

Tablo 3.7.'de belirtilen reaksiyon bilesenleri su, tampon, DNA ve enzim sirasiyla
mikrotiipe eklendikten sonra hafif¢e karistirildi ve 37°C' de 1 saat bekletildi. Enzim

kesiminin ger¢eklesip gerceklesmedigi agoroz jelde bakilarak degerlendirildi.

3.8. AGAROZ JEL HAZIRLANISI VE ELEKTROFOREZ

Ana stoktaki plazmit DNA' s1 ve izolasyon sonucu elde edilen plazmit DNA' sinin
HindIII enzimi ile kesimi yapildiktan sonra elektroforetik analiz i¢in % 0.8 lik agaroz jel
kullanildi. %0.8 (w/v)' lik agaroz igeren 1X TAE tamponu, agarozun erimesi igin
mikrodalga firinda 2 dakika siireyle 1sitildi. 55-60 °C' ye kadar sogutulduktan sonra 0.5
ug/ml olacak sekilde etidyum bromiir (EtBr) eklendi. Jel karigimi yatay jel kasetine
dokiildii ve polimerizasyon icin beklendi. Elektroforetik analiz i¢in kullanilan tampon
ve ¢ozeltilerin listesi Tablo 3.8."' de verildi. 6X yiikleme tamponundan 2 pl ve enzim
kesimi yapilmis DNA oOrneklerinden 10 pul alimarak kanstirildi ve jele uygulandi.
Bununla birlikte sonuglarin analizi i¢in, 10 kb' lik Amresco DNA standardindan 2 pl
jele yiiklendi. Elektroforez islemi, IXTAE tamponu iceren yatay elektroforez tankinda



yaklagik 30-45 dakika 80V akimda gergeklestirildi. Elektroforez sonuglari, jel

goriintiileme sisteminde jelin ¢ekilen fotograflar tizerinde degerlendirildi.

Tablo 3.8 Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Tampon ve Cozeltiler

Tris-asetat (TAE) tamponu (50X)

Icerik
Trizma Base 242 g
Glasiyel asetik asit 57.1 ml
0.5 M EDTA (pH 8.0) 100 ml

Distile su ile hacim 1 litreye tamamlanir.

Yiikleme tamponu (bromo phenol blue 10X)

Ure 4M
EDTA (pH 8.0) 0.025 M
Sukroz % 60 (W/v)

Bromofenol mavisi %0.025 (w/v)

Ksilen % 0.025 (v/v)

Etidyum Bromiir (EtBr)

EtBr 10 mg/ml

3.9. pDQ105 PLAZMITININ Schz. pombe' ye TRANSFORMASYONU

GFP isaretli a2-tubulin geni tastyan pDQ105 plazmitinin hem kontrol 1irka hem de ikili

mutanta transformasyonunda Moreno, Klar ve Nurse (1991) tarafindan gelistirilen

yontem kullanildi [105]. Bu amagla;

e kontrol irkin YEA' da, ikili mutantin YEA+200 mM MgCl, besi ortamlarinda
tiretilen 3 giinliik kiiltlirlerinden 6ze ile, 10 ml YEL (kontrol irk) ve YEL+75

mM MgCl, (ikili mutant) siv1 besi ortamlarina ekim yapildi ve bir gece iiremeye

birakildi.

e Ertesi giin bir gecelik kiiltiirlerden 1' er ml olacak sekilde, 100 ml YEL (kontrol

irk) ve 100 ml YEL+75 mM MgCl, (ikili mutant) sivi besi ortamlarina eklenip,

O.D (600 nm) = 0.5 (~1x107 hiicre/ml) olana kadar hiicreler tiretildi.

e 0O.D 600 nm = 0.5 oldugunda, 50 ml' lik falkon tiiplerde 2000 rpm' de 3 dakika

stireyle biitiin hiicreler santrifiijlenerek ¢oktiirtildii.
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e Hiicreler 2 kere steril distile su ile, 1 kere de 1xLiAc/TE tamponu ile yikandi.
Bununla birlikte, YEL+75 mM MgCl, ortamda iiretilen ikili mutanta ait hiicreler
ortamdaki Mg”" nin uzaklastiriimasi icin 1 kere 0.25 M EDTA ile yikand: sonra
distile su ve 1 kere de 1xLiAc/TE tamponu ile yikandi (Transformasyonda

kullanilan tampon ve ¢ozeltiler Tablo 3.9." da verildi.)

e Hiicreler ~1x10° hiicre/ml olacak sekilde 1 ml 1xLiAc/TE tamponunda siispanse

edildi.

e Bu siispansiyondan 100 ul alinip, iizerine 2 pl salmon sperm DNA (tastyici
DNA) ve 5 ul plazmit DNA' s1 eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.
Ayrica plazmit DNA' s1 eklenmeyen bir ornek de negatif kontrol olarak

hazirlandi.

e Karisimin tizerine 260 pl 1XPEG/LiAc/TE eklendi ve hafifce karistirilip, 30 °C'
de 1 saat bekletildi.

e Uzerine 43 pl DMSO eklendi ve 42 °C' deki sicak su banyosunda 5 dakika

stireyle 1s1 soku uygulandi.

e Hiicreler c¢oktiiriiliip (2000 rpm' de 3 dakika), 1 kere steril distile su ile yikandi
ve 250 pl steril distile suda siispanse edilip, siispansiyonun tamami, *segici

besiyeri igeren 1 petriye cam baget araciligiyla yayma ekim yapildi.
e 30 °C' deki etlivde 4-5 giin koloni olusmasi i¢in beklendi.

* Transformant kontrol ve ikili mutantin se¢imi i¢in gerekli segici besi ortamlar1t Tablo
3.2.1' de verildi.
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Tablo 3.9 Transformasyonda kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Tampon ve Cozeltiler Icerik
10x LiAc (pH 7.5)—Ana Stok 1 M LiAc
10xTE—Ana Stok 100 mM Tris-HCI (pH 7.5)
10 mM EDTA
PEG/LiAc/TE—PEG Ana Stok 8 g PEG 4000
2 ml 10xTE

2 ml 10xLiAc

9.75 ml steril distile su

1xLiAc/TE 5 ml LiAc (ana stoktan)
5 ml TE (ana stoktan)

40 ml steril distile su

1xLiAc/TE/PEG 8 ml PEG (ana stoktan)
1 ml LiAc (ana stoktan)

1 ml TE (ana stoktan)

3.10. HUCRE iCi SERBEST MAGNEZYUM iYONUNUN MAG-FURA 2 AM
(CELL PERMEANT) FLORESAN PROBU ARACILIGIYLA OLCULMESI
(MAG-FURA 2 IMAGING)

Mag-fura 2 floresan probu ile, hiicre i¢i yapilara bagli olmayan, serbest haldeki
Mg*“nin kantitatif analizini saglamak, aym zamanda GFP isaretli o2-tubulinden
yararlanarak mikrotiibiil hareketini gdzlemlemek amaciyla, transformant Sp292 h™ irki
(leul-32 ura4-D18 ade6-M210 h—/+ GFP-NDA2-2 LEU2) ve hiicre membranindaki
magnezyum transportundan sorumlu proteinleri kodlayan genler bakimindan delesyonlu
transformant irk (ASPAC17A2.14 ASPBC27B12.12¢ leul-32 ura4-D18 ade6-M216
kan' /+ GFP-NDA2-2 LEU2) kullanild.

Olgiim daha &nceden 'Istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
Laboratuvart' nda uygun filtreler kullanilarak, spektrofotometrik olarak denendi. Ancak

sayisal olarak anlamli veriler elde edilemedi. Bu nedenle 6l¢iim, mag-fura 2 probu i¢in




46

uygun floresan goriintiileme donanimina ve yazilimina sahip, 'Newcastle University

Institute for Cell and Molecular Bioscience' laboratuvarinda gergeklestirildi.

Mag-fura 2’ nin membrandan gecebilen AM (asetoksi metil ester) formu,
konsantrasyonu 1.4 mM olacak sekilde DMSO igerisinde hazirlandi. Yiikleme tamponu
olarak Tris-HCI tamponu kullanildi ve probun hiicre igine girmesini, hiicre ici
dagilimmi kolaylagtirmasi acisindan Pluronic F-127 kullanildi. Schz. pombe' de Mag-
fura 2 araciligiyla hiicre ici serbest Mg”™nin 6l¢iimii icin olusturulan protokol, daha
onceden A.Zhang ve B. M. Altura (1997) ve Elisabeth M. Forschauer ve Martin Kolisek
(2004) tarafindan yapilan calismalardan yararlanilarak olusturuldu [107, 108]. Olgiimde
kullanilan tampon, cozeltiler Tablo 3.10.1' de verildi. Bununla birlikte floresan
goriintiileme (fluorescence imaging) icin kullanilan sistemin 6zellikleri de Tablo 3.10.2'

de belirtildi. Mag-fura 2 AM probunun hiicreye yiiklenmesi asamasinda;

e Logaritmik fazn ortasindaki hiicreler, 1.10” hiicre/ml olacak sekilde iki kere
Tris-HC1 ylikleme tamponuyla yikandiktan sonra Iml Tris-HCl yiikleme

tamponunda siispanse edildi.

e Once pluronic F-127 15uM olacak sekilde eklenip karistirildiktan sonra mag-
fura 2 final hacimde 5 uM olacak sekilde eklendi.

e 30C°’de calkalamal etiivde (180 devir/dakika) 2 saat siireyle inkiibe edildi ve
Tris-HCI tamponuyla iki kere yikama yapildiktan sonra probun hiicre ici

hidrolizini saglamak amaciyla 1 saat daha 30C°’de ¢alkalamali etiivde inkiibe

edildi.

e Olgiim 6ncesi hiicrelerin kiiltiir kabina yapigmast icin, konkanavalin A (Con A:
I mg/ml ) 'den 1 ml alinarak cam kiiltiir kabina, ylizeyi kaplayacak sekilde
eklendi ve 10 dakika bekletildikten sonra, konkanavalin A kiiltlir kabindan pipet

aracilifiyla uzaklastirildi.

e Mag-fura 2 probu ile inkiibe edilen hiicre siispansiyonundan 1 ml alinarak,

konkanavalin A ile muamele edilmis cam kiiltiir kabina eklendi.

e Epifloresan mikroskobu ile 100X biyilitmeli objektif kullanilarak 1000X

bliylitme orani ile yapilan gozlemler 1-2 saat siirmiis olup, optimizasyon
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sonucunda 340 nm eksitasyon filtresi i¢in exposure siiresi 200 ms ve 380 nm
eksitasyon filtresi i¢in 30 ms olarak belirlendikten sonra, 2 dakika araliklarla
veriler toplanarak Ol¢lim islemi gergeklestirildi. Orantisal goriintiilemede temel

prensip Sekil 3.10.1." de gdsterildi.
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Sekil 3.10.1 Orantisal goriintiileme temel prensibi

Orantisal goriintiileme (ratio imaging), MetaFluor yazilimi ile, probun
yiiklenmis oldugu hiicreler segilerek yapildi. Probun yiiklenmis oldugu hiicrelere
340 nm ve 380 nm eksitasyon filtrelerinden gelen 151¢m, 509 nm emisyon
filtresinde toplanmasiyla elde edilen floresan yogunluklar1 ayr1 ayr1 ve
R:340/380 orani alinarak degerlendirildi. Bununla birlikte GFP filtresi de
kullanilarak hem mag-fura probu hem de GFP isaretli mikrotiibiillerden gelen
sinyaller degerlendirildi. Sekil 3.10.2." de MetaFluor yazilimi ile dl¢iimiin nasil

yapildig1 gosterildi.

Mag-fura 2 AM probunun optimizasyonunda, Ry,,x degerini elde etmek amaciyla
dis ortama sirayla 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 ve 100 mM olacak sekilde MgCl,
eklendi. Ayni sekilde Ry, degerini elde etmek amaciyla dis ortama 1, 10, 20, 30,
40, 50, 60, 80 180 mM EDTA eklendi.

Her iki irktan 10 hiicre segilerek elde edilen R degerleri karsilastirilip, istatistik

olarak anlamlilik degerleri 'unpaired t test' araciligiyla belirlendi. Istatistiksel
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hesaplamalar GraphPad Software Inc. tarafindan online olarak sunulan

hizmetten yararlanilarak yapildi [106].
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Sekil 3.10.2 A). MetaFluor yazilimi kullanilarak yapilan 6rnek bir 6l¢iim B) Schz. pombe' de
mag-fura 2 ile yapilan 6lgiim
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Tablo 3.10.1 Mag-fura 2 aracihigiyla hiicre ici serbest Mg®" nin 6l¢iimii i¢in gerekli tampon,

¢oOzeltiler

Tampon, ¢ozelti ve kimyasallar

I¢cerik/Konsantrasyonlar

Yiikleme Tamponu (Tris-HCI tamponu)

10 mM glukoz,
135 mM NaCl,
10 mM Tris-HCl

pH 7.6

Mag-fura 2 AM (20 x 50 pg)

(50 ul DMSO igerisinde 1.4 mM ana stok
hazirlandi.)

5 uM/ml (final konsantrasyon)

Pluronic F-127 ( %10: 72 mM ana stok)

15 pM/ml (final konsantrasyon)

Konkanavalin A 1 mg/ml
(PBS igerisinde hazirlandi.)
EDTA 0.25M

Tablo 3.10.2. Floresan goriintiileme (fluorescence imaging) igin kullanilan sistemin 6zellikleri

Olympus 1x71 Inverted Epifluorescent Microscope

CCD camera Photometrics Coolsnap HQ

460/50m (Emitter)

350/50x (Exciter) (Mag-fura 2 6l¢iimiinde kullanilan filtre)

470/40x (Exciter) ( GFP filtresi)

525/50m (Emitter)

MetaFluor 6.2r4 (Software)
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Sekil 3.10.3 Floresan goriintiileme (fluorescence imaging) sistemi

3.11. HOECSHT 33342 iLE GENOMIiK MATERYALIN BOYANMASI

Canli hiicrelerin genomik materyalinin incelemesinde, DAPI' ye gore daha lipofilik
oldugu ve dolayisiyla hiicre membranindan daha kolay gectigi icin Hoecsht 33342
tercih edildi. DMSO igerisinde 10 mg/ml olarak hazirlanan stoktan, son konsantrasyonu
10 pg/ml olacak sekilde hiicre siispansiyonuna eklendi ve 30 dakika siireyle hiicrelerin
bulundugu 30°C' deki calkalamali etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler,

floresan mikroskobunda DAPI filtresi altinda gézlendi.
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4. BULGULAR
4.1. KONTROL IRK (SP292) VE IKiLi MUTANT IRKIN UREMELERININ
KARSILASTIRILMASI

Kontrol irkin YEL besi ortaminda {iremesi, belli zaman araliklarinda alinan 6rneklerin

spektrofotometrik olarak dl¢giilmesiyle degerlendirildi (Sekil 4.1.1).
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Sekil 4.1.1. Sp292 rkinin YEL besi ortamindaki tireme egrisi

Kontrol irkin ve ikili mutant irkin zengin besi ortamindaki generasyon sayilari ve
generasyon siireleri, Malzeme ve Yontem 3.3.1' de belirtilen formiillere gore

hesaplanmis olup, Tablo 4.1." de gosterildi.

Mngr transport sistemi kaldirilmis ikili mutant irkin, Mngr icermeyen ve 10, 20, 30, 40,
50, 75, 100, 150, 200 ve 250 mM konsantrasyonlarinda MgCl, iceren YEL besi
ortamlarinda tiremesi izlendi (Sekil 4.1.2). ikili mutantin iireyebildigi optimum Mg*"
konsantrasyonu 75 mM olarak bulundu. ikili mutantin Mg*" icermeyen ve iireyebildigi
optimum Mg>" konsantrasyonundaki iireme egrisi Sekil 4.1.3." de ayrntili olarak

gosterildi.
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Sekil 4.1.2. ikili mutantin farkli Mg®* konsantrasyonlarindaki YEL besi ortamlarinda iireme
egrilerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.1.3. ikili mutantin magnezyum igermeyen ve iireyebildigi optimum Mg*

konsantrasyonuna sahip YEL besi ortaminda iireme egrilerinin karsilastirilmasi
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Tablo 4.1 Kontrol irkin YEL, ikili mutantin YEL ve optimum iiredigi YEL+75 mM MgCl, besi
ortamlarinda, generasyon sayilari ve siireleri

Kontrol (YEL) | Ikili Mutant (YEL+ | Ikili Mutant (YEL)

75 mM MgCl,
Generasyon Sayisi 3.6 1.4 0.7
Generasyon  Siiresi 6 18.5 24.2

(Saat)

Tablo 4.1' de gorilldigii tizere Mg”" transport sistemi kaldirilmis ikili mutantin, YEL
besi ortamna optimum iiredigi konsantrasyonda Mg eklendiginde, generasyon sayisi
artarken, generasyon siiresi kisalmaktadir. Ancak kontrole gore, generasyon sayisi daha

az olup, buna karsilik generasyon siiresi daha uzundur.

4.2. MAGNEZYUM KONSANTRASYONUNDAKI ARTISIN, KONTROL IRK
VE IKiLi MUTANT IRKTA, HUCRE SAYISI, CANLILIK VE HUCRE CAPI
UZERINE ETKISI

Hem kontrol hem de ikili mutant ikta, YEL besi ortamindaki farkli Mg*"
konsantrasyonlarinin, 24. ve 48. saatlerde hiicre sayist iizerindeki etkisi
spektrofotometrik olarak arastirildi. Sekil 4.2.1 ve Sekil 4.2.2 'de gosterildigi iizere,
gerek kontrol gerekse de ikili mutant i¢in, farkli Mg*" konsantrasyonlariin 24. ve 48.
saatlerde, hiicre sayis1 dolayisiyla hiicre boliinmesi tlizerindeki etkilerinin farkli oldugu
goriildii. Kontrol irkta ilk 24 saat i¢in, 50 mM-100 mM Mg”" igeren ortamlarda hiicre
sayist daha fazla artarken, 48. saatte hiicre sayisindaki artisin en ¢ok 10 mM Mg2+
iceren ortamda gerceklestigi, 40 mM' den itibaren hiicre sayisinda azalma oldugu
gorildi (Sekil 4.2.1). ikili mutant i¢in ilk 24 saatte, 10 mM-200 mM Mg*" iceren
ortamlarda Mg®" konsantrasyonundaki artisla orantili olarak hiicre sayisi artarken,

48.saatte en fazla artisin 75 mM Mg2+ iceren ortamda gerceklesmis oldugu, 100 mM'

den itibaren hiicre saysinda azalma oldugu goriildi (Sekil 4.2.2).




54

25
20 -
W 48.Saat
15 -+
W 24.Saat
mo

0 10 20 30 40 50 75 100 150 200

Hiicre Sayisi ( X108 ) hiicre/ml
=
o

Mg Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.2.1. Farkli Mg”>* konsantrasyonlarmin kontrol irkin hiicre sayisi iizerine etkisi (Mavi
renk deneyin baglatildigi, ilk Sl¢lim anindaki hiicre sayisini, kirmizi renk 24 saat igerisinde
hiicre sayisinda meydana gelen artigi, yesil renk ise; 24.-48. saatler arasinda hiicre sayisinda
meydana gelen artis1 gostermektedir.)
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Sekil 4.2.2. Farkli Mg®* konsantrasyonlarmin ikili mutant irkin hiicre sayisi iizerine etkisi (Mavi
renk deneyin baglatildigi, ilk Sl¢lim anindaki hiicre sayisini, kirmizi renk 24 saat igerisinde
hiicre sayisinda meydana gelen artisi, yesil renk ise; 24.-48. saatler arasinda hiicre sayisinda
meydana gelen artis1 gostermektedir.)
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48 saatlik verileri 6zetleyecek olursak, kontrol irkta zengin besi ortamima 10 mM Mg
ilavesi, hiicre boliinmesini en fazla tesvik ederken, 40 mM ve sonrasi hiicre boliinmesi
iizerinde toksik etki olusturmaktadir. ikili mutant i¢in, 75 mM Mg2+ ilavesi hiicre
boliinmesini en fazla tesvik ederken, 100 mM ve sonrasi hiicre boliinmesi iizerinde

toksik etki olusturmaktadir.

Farkli Mg®" konsantrasyonlarinin canlilik tizerine etkisi Sekil 4.2.3 ve Sekil 4.2.4' te
gosterilmektedir. 24. saatte kontrol irkta; 100 mM' ye kadar olan Mg ilavesi, Mg*"
ilave edilmemis ortamla kiyaslandiginda canlilik yiizdesini artirirken, 48. saatte 10 mM'
den itibaren canlilik yiizdesinin azaldig1 goriildii (Sekil 4.2.3). ikili mutantta ise; 24.
saatte, 10 mM'den itibaren canlilik yiizdesi artarken, en fazla artisin 50mM Mg®" iceren
ortamda oldugu. 48. saatte 10-20 mM Mg*" iceren ortamlara kiyasla, 30 mM' den
itibaren canlilik ytlizdesinin azaldig goriildii (Sekil 4.2.4).

100

m0
W24 Saat
w48 Saat

Canhhk Yiizdesi

0 10 20 30 40 50 75 100 150 200
Mg Konsantrasyonlar: (mM)

Sekil 4.2.3. Artan Mg®" konsantrasyonunun, kontrol irkta canhilik iizerine etkisi (Mavi renk
siitun deneyin baslatildigi andaki canlilik yiizdesini, kirmizi renk siitun 24. satteki canlilik
ylizdesini, yesil renk siitun 48. saatteki canlilik yiizdesini gostermektedir.)
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Sekil 4.2.4. Artan Mg*" konsatrasyonunun, ikili mutant 1rkta canlilik {izerine etkisi (Mavi renk
siitun deneyin baglatildigi andaki canlilik yiizdesini, kirmizi renk siitun 24. satteki canlilik
ylizdesini, yesil renk stitun 48. saatteki canlilik yiizdesini gostermektedir).

Magnezyumun her iki irkta, hiicre biiylimesinin bir gostergesi olan hiicre ¢api iizerine
etkisi Sekil 4.2.5 ve Sekil 4.2.6." da gosterilmektedir. Baslangigta, ikili mutant 1rkin
hiicre ¢apmnin (8.8 pm), kontrol wkin hiicre ¢apindan (7.6 pm) daha fazla oldugu
goriildii. Kontrol irkin hiicre capinin 24.saatte, ortamlarin hepsinde artmis oldugu
goriildi (Sekil 4.2.5). 48. saatte ise, biitiin ortamlarda hiicre ¢apinda azalma meydana
geldigi ve en belirgin azalmanm 150 mM ve 200 mM Mg*" iceren ortamlarda oldugu

saptandi.
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Sekil 4.2.5. Artan Mg*" konsatrasyonunun, kontrol rkta hiicre gap iizerine etkisi (Mavi siitun,
deneyin baglatildigi ilk andaki hiicre ¢apini, kirmizi siitun 24. saatteki ve yesil siitun 48. saatteki

hiicre capini gostermektedir).

ikili mutantta ise 24. saat verilerine gore; 20 mM-30 mM Mg*" destekli ortamlarda

hiicre ¢apinin, diger ortamlara gore artmus oldugu, 48. saatte ise, 30 mM-40 mM Mg*"

destekli ortamlarda hiicre ¢apinin arttig1 goriildi (Sekil 4.2.6).
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Sekil 4.2.6. Artan Mg konsatrasyonunun, ikili mutant irkta hiicre gap1 iizerine etkisi (Mavi
stitun, deneyin baslatildigi ilk andaki hiicre ¢capini, kirmiz: siitun 24. saatteki ve yesil siitun 48.

saatteki hiicre ¢apini gostermektedir).
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43. FARKLI MAGNEZYUM KONSANTRASYONLARININ KATI
BESIYERINDE KONTROL VE iKiLi MUTANT IRKIN UREMESI UZERINE
ETKIiSi

Plazma membranindaki magnezyum transportundan sorumlu iki kanal proteinini
kodlayan genler bakimindan delesyonlu irkin (2M), YEA besi ortaminda iireyebildigi
optimum Mg”" konsantrasyonunu bulabilmek amaciyla kontrol ik ile karsilastirmali
olarak 10°, 10* ve 10’ hiicre olacak sekilde nokta ekimler yapildi. Sekil 4.3.' te
goriildiigii tizere, ikili mutant 1rk, Mngr desteksiz YEA oratminda iireyememektedir.
YEA besi ortamina 200 mM' ye kadar Mg®" ilave edilmesi, ikili mutantin iiremesini
artirmakla birlikte, 250 mM' den itibaren duyarlilik olusmaya baslamaktadir. Kontrol
irkta ise; YEA ortamma 150 mM Mg”" ilave edilmis ortamdan itibaren duyarlilik

olustugu goriilmektedir.

Hiicre sayis1 10°  10* 108 1w 1wt 10f 1w 10t 10f

YEA YEA+ 25 mM Mg YEA+ 50 mM Mg

Kontrol

2M

YEA+ 75 mM Mg YEA+ 100 mM Mg YEA+ 150 mM Mg

Kontrol

2M

YEA+ 200 mM Mg YEA+ 250 mM Mg

Kontrol
A

Sekil 4.3. Farkli Mg2+ konsantrasyonlariin kati besiyerinde kontrol ve ikili mutant irkta {ireme
lizerine etkisi (Kontrol: Sp292, 2M: ikili Mutant Irk)
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4.4. KONTROL VE iKiLi MUTANT IRKTA BAZI METALLERIN ETKIiSiNiN
INCELENMESI

Kontrol irkin (Sp292 h’) ve ikili mutantin (2M) iiremeleri {izerine Ni*", Zn**, Co**, Cu*",
Cd*" metallerinin etkilerini arastirmak icin farkli konsantrasyonlarda bu agir metalleri
iceren zengin besi ortamlar1 (YEA) Malzeme ve Yontem 3.4' te agiklanan yontemle

hazirlandi.

Kobalt iceren besi ortamlarinda, Mg>" destegi olmadan kontrol ve ikili mutant irkin
tireyemedigi goriildii. Ancak 1 mM, 2 mM ve 3 mM CoCl, iceren ortamlara, ikili
mutantin ¢ogalabilmesi amaciyla 250 mM Mg”" ilave edildiginde, ikili mutantin iireme
gosterdigi, kontrol irkin ImM Co”™" de iireyebildigi, ancak 2 mM!' den itibaren duyarlilik
olustugu gorildii (Sekil 4.4.1).

Hiicre sapist ~ 10% 104 108 108 104 108 108 104 108
YEA+1 mM Co YEA+2 mM Co YEA+ 3 mM Co
Kontrol k.
M
YEA+250 mM Mg+ 1mM Co  YEA+ 250 mM Mg+ 2 mM Co YEA+ 250 mM Mg+ 3 mM Co
Kontrol l
M

Sekil 4.4.1. YEA besi ortaminda 1 mM- 2 mM- 3 mM CoCl, konsantrasyonlarinin kontrol ve
ikili mutant rkin iiremesi iizerine etkisi ( Kontrol: Sp292, 2M: ikili Mutant )

Nikel igeren besi ortamlarinda, Mg®" destegi olmadan kontrol ve ikili mutant irkin
tireyemedigi goriildii. Ancak 5 mM, 6 mM ve 7 mM NiSOy i¢eren ortamlara, Mg”" ilave
edildiginde, kontrol irk tolerans gosterirken, ikili mutant irkin kontrole goére daha

direncli oldugu goriildii (Sekil 4.4.2).
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Hiicre sayin 108 104 108 10% 104 102 10% 104 103
YEA+ 5 mA Ni YEA+ 6 mA Ni YEA+ T mM Ni
Kontrol =

M B S A _

YEA+250 mM Mg+ S mMNi  YEA+ 250 mM Mg+ S mMNi  YEA+ 250 mM Mg+ 7 mM Ni
)

Kontrol

IM

Sekil 4.4.2 YEA besi ortaminda 5 mM- 6 mM-7 mM NiSO, konsantrasyonlarinin kontrol ve
ikili mutant irkin tiremesi tizerine etkisi

Kadmiyum iceren Mg”" desteksiz besi ortamlarinda, kontrol ve ikili mutant irkta tireme
goriilmemektedir. 150 puM, 250 uM ve 500 uM CdCl, iceren ortamlara Mg2+ ilave
edildiginde, kontrol 1rk tolerans gosterirken, ikili mutant 1tk direng¢ gdstermis olup, 500

pM' den itibaren duyarlilik gostermeye baslamistir (Sekil 4.4.3).

Hiicre sayis1 10¢ 104 108 108 104 108 108 104 108
YEA+ 150 uM Cd YEA+ 250 uM Cd YEA+ 500 uM Cd
Kontrol
M
YEA+ 250 mM Mg YEA+ 250 mM Mg YEA+ 250 mM Mg
+ 150 uM Cd + 250 ubM Cd + 500 oM Cd
Kontrol
2M

Sekil 4.4.3. YEA besi ortaminda 150 pM- 250 pM- 500 uM CdCl, konsantrasyonlarinin kontrol
ve ikili mutant irkin tiremesi lizerine etkisi

Cinko iceren besi ortamlarinda, Mg”" destegi olmadan iki irkta da iireme goriilmedi. 4
mM ve 5 mM ZnCl, igeren ortamlara Mg*" ilave edildiginde, kontrol rkin 4 mM Zn*"
iceren ortama tolerans gosterdigi, 5 mM Zn”>" iceren ortamda duyarl hale geldigi, ikili

mutant 1rkin ise, bu ortamlarda direngli oldugu goriildii (Sekil 4.4.4).
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Hiicre saysi 10¢ 104 102 10% 104 103
YEA+ 4 mM Zn YEA+SmM Zn
Kontrol
2A
YEA+ 250 mM Mg YEA+ 250 mM Mg
+ 4 mM Zn
Kontrol :
2M

Sekil 4.4.4 YEA besi ortaminda 4 mM-5 mM ZnCl, konsantrasyonlarinin, kontrol ve ikili
mutant 1rkin Giremesi lizerine etkisi

CorA Mg®" transport sistemine homoloji gdsteren gen bolgesi, delesyon yapilarak
tamamen kaldirilmis ikili mutant irktan yararlanarak, Mg”" tasima sistemi ile Mg®"~den
bagka Ni*", Zn®," Co*", Cd*" gibi metallerin tasimlabilirligini anlamak iizere yaptigimiz
calismada ikili mutant wkin; Ni**, Zn*", Co*" ve Cd*" nin belli konsantrasyonlarina

kars1 direngli oldugu goriildii.

Mg”" tasima sistemine sahip kontrol wkin, magnezyumca desteklenmemis kati
besiyerinde Co™, Cd™, Zn"™, Ni™ nin yiiksek konsantrasyonlarina kars1 duyarl oldugu,
ancak magnezyum destekli katibesiyerinde Co™ , Cd™ |, Ni"? ve Zn™ nin yiiksek

konsantrasyonlarina kars1 belirli oranda tolerans gosterdigi gozlendi.

4.5. PLAZMIT iZOLASYONU, MIKTAR TAYINI VE SAFLIK KONTROLU

GFP isaretli a2-tubulin geni tagiyan pDQ105 plazmidinin ¢ogaltilmas1 amaciyla E.coli
'nin DHS5a susuna transformasyonu, sonrasinda da ¢ogaltilan plazmitin tekrar E.coli’ den
izolasyonu Malzeme ve Yontem 3.5.' te belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Izolasyon
sonucu plazmit DNA'sinin miktar1 ve safligi nanodrop cihazinda 6lgiilerek belirlendi
(Tablo 4.5.). Izolasyon sonucu elde edilen plazmitin kontrolii i¢in, HindIIl enzimi ile

kesim yapildi ve enzim kesimi sonucu jel elektroforezi ile analiz edildi. Kesim
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sonucunda, 6 kb, 2.4 kb, 1.5 kb ve 1 kb boyutlarinda bantlarin olusmasiyla pDQ105
plazmitinin boyutunun 10.9 kb oldugu gosterildi (Sekil 4.5).

Tablo 4.5. Plazmit DNA'sinin spektrofotometrik analizi

Konsantrasyon Saflik

260/280=1.87

35 ng/ 260/230=0.70

10.000%p &

B.000 bp oy

2.000 b
1.500 by
1.000 b

200 bp -

Sekil 4.5. pDQ105 plazmitinin HindIII ile kesim sonuglarinin agaroz jel elektroforezi ile analizi.
1- 10 kb markir, 2- pDQ105+ HindIII

4.6. PDQ105' IN KONTROL VE iKiLi MUTANT IRKA TRANSFORMASYONU

Plazmidin kontrol ve ikili mutant irka transformasyonu, Malzeme ve Yontem 3.9' da
belirtildigi sekilde gergeklestirildi. ikili mutantin transformasyonu 6ncesinde, bir grup
0.25 M EDTA ile yikanirken, diger grup steril distile su ile yikandi. EDTA ile yikama
yapilarak transformasyon yapilan grubun olusturdugu koloniler daha biiyiik olurken
distile su ile yikama yapilarak transformasyon yapilan grubun olusturdugu kolonilerin
daha kiigiik oldugu goriildii (Sekil 4.6.1). Bunun nedeni olarak, ikili mutantin Mg
destekli besi ortaminda yetistirildiginden dolayi, membran potansiyelini etkileyerek

transformasyonun etkinligini azaltmig olabilecegi diisiiniildii.
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Ikili mutant ve kontrol irkin transformasyon sonrasi olusturduklar1 koloni sayilari
karsilastirildiginda, ikili mutantin transformasyon etkiniliginin ¢cok daha diisiik oldugu

goriildii (Sekil 4.6.1, Sekil 4.6.2).

Sekil 4.6.1 ikili mutantin pDQ105 ile transformasyonu A.'da transformasyon oncesi EDTA ile
yikanan hiicrelerin olusturdugu biiylik transformant koloniler, B.'! de EDTA ile yikama
yapilmadan transformasyon yapilmasi sonucunda olusan kiigiik transformant koloniler

Sekil 4.6.2 Kontrol 1irkin (Sp292) pDQ105 ile transformasyonu

Transformasyon sonrasi kontrol ve ikili mutantin se¢imi igin gerekli segici besi
ortamlari, Malzeme ve Yontem 3.2. ' de agiklanan yontemle hazirlandi. Transformant

irklara ait koloniler, secici sivi besi ortamlarinda iretilip, logaritmik fazda alinan
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ornekler floresan mikroskobunda incelendi. Sekil 4.6.3' te her iki 1rka ait, plazmiti alan

hiicrelerde GFP isaretli mikrotiibiiller gosterilmektedir.

Kontrol+pDQ105 ikili mutant+pDQ105

Sekil 4.6.3 Transformasyon sonrast kontrol ve ikili mutantin floresan mikroskobunda 1000x
biiylitme ile elde edilmis goriintiileri

4.7. HUCRE iCi SERBEST MAGNEZYUMUN MAG-FURA 2 ARACILIGIYLA
OLCULMESI

Malzeme ve Yontem 3.10' da belirtildigi sekilde kontrol ve ikili mutant irk mag-fura 2
probu ile yiiklendi.

MetaFluor 6.2r4 yazilimi ile floresan mikroskobunda, prob ile yiiklenen hiicreler
secilerek 340 nm ve 380 nm' deki floresan yogunluklar1 ve 340/380 oranlar1 yani R
degerleri elde edildi. Prob ile yiiklenmis ve yliklenmemis hiicrelerin orantisal (ratio)
goriintiileri Sekil 4.7.1' de gosterilmektedir. Prob ile yiiklemenin oldugu hiicrelerden
alinan sinyaller ile yiikleme yapilmayan hiicrelerden gelen sinyaller karsilastirildiginda,
prob ile yliklenmig hiicrelerden gelen sinyallerin diisiik oldugu sonucuna varildi. Ancak
prob ile yiikleme yapilmayan hiicreler (Sekil 4.7.1) R goriintiisii olusturmadig1 igin, R
goriintlisi veren hiicreler yliklenmis kabul edilerek, hiicre sinirlar1 belirlenip, sadece
probu i¢ine almis hiicrelerden gelen sinyaller degerlendirildi. Ayrica Sekil 4.7.2' de prob
ile ylklenmis hiicrelerin, 151k mikroskobundaki goriintiisii ile ratio goriintiisii
karsilastirilmaktadir. Isaret edilen yiiklenmemis hiicrenin, 151k mikroskobu gériintiisii

mevcutken, ratio goriintiisii bulunmamaktadir.
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Mag-fura 2 probu, floresan sinyal yogunlugunun degerlendirilmesi amaciyla, baska bir
hiicre ¢esiti olan ndroblastoma hiicrelerine de uygulandi. Bu hiicre ¢esitinde, prob ile
yiiklenmis hiicrelerden gelen sinyallerin, prob ile yiiklii Schz. pombe' ye ait hiicrelerle
karsilastirildiginda ¢ok daha fazla oldugu goriildii. Bu da bize mag-fura 2 probunun,
Schz. pombe' de etkin bir sekilde yiiklenmedigini gosterdi. Bunun nedeni olarak,

mayalarin kalin hiicre duvarina sahip olmasi ve/veya iyon transport mekanizmalari

hakkinda yeterli bilginin bulunmamasi oldugu diistiniilmektedir.

Negatif Kontrol Sp292+mag-fura2

Sekil 4.7.1 Mag-fura 2 ile yiikleme yapilmayan ve yiiklemenin gergeklestigi kontrol irka ait
hiicrelerin orantisal goriintiileri

Brightfield Ratio

Sekil 4.7.2 Mag-fura 2 ile yiikleme yapilan hiicrelerde, 151k mikroskobu goriintiisii (brightfield)
ile ratio gorintiisli karsilagtirilmaktadir. Probu i¢ine almayan hiicre ratio goriintiisiinde isaret
edilmektedir (Biiytitme: 1000x).
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Calismamizda, kontrol ik olarak belirttigimiz Mg”" transport sistemine sahip Sp292
irkinda, mag-fura 2 probunun in vivo kalibrasyonu denendi. Logaritmik fazin
ortalarinda, hiicreler probla yilikleme yapildiktan sonra kiiltiir kabinda sabitlenip, Rpax
degerini elde etmek icin ortama; ImM, SmM, 10mM olacak sekilde MgCl, eklenmesine
karsin hiicre i¢i serbest Mg*"'deki degisimlerin gostergesi olan R degerinin sadece
zamana bagli olarak arttig1 goriildii (Sekil 4.7.3). Hiicre ortamima 10 mM MgCl, ilave
edildikten sonra devam eden siirecte, hiicre ici Mg*™ degisimi olup olmadigin1 anlamak
amaciyla 20 dakikalik gézlem yapildi. Hiicre dongiisiiniin G1-S ve G2-M asamalarinda
bulunan 5 hiicreden elde edilen R degerleri sekil 4.7.4' teki grafiklerde verildi.

1 30
1 10 20 |
0.9
08 )hﬂ_'u_‘—_u¢ ¢ M
0.7
0.6
0.5 =R atio
0.4 \J/+ mM Mg
0.3
0.2
0.1
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Zaman (dakika)

Ratio

Sekil 4.7.3 Kalibrasyon sirasinda, hiicre ortamina artan konsantrasyonlarda Mg2+ eklenmesinin
R degeri iizerindeki etkisi
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Sekil 4.7.4 Hiicre ortamina 10 mM MgCl, ilave edilen, hiicre dongiisiiniin G1-S ve G2-M
asamalarinda bulunan kontrol 1rka ait 5 farkli hiicrenin R degerlerinin zamana bagh degisimi

Gozlemlerimiz sonucunda, kontrol wrkta R degerleri 0.8-1 araliginda oldugu, R
degerlerinin, ortama ilave edilen Mg*"" den bagimsiz olarak zamanla artig gosterdigi
diisiiniildii. Ayn sekilde ortamdaki Mg”™" nin uzaklastirilarak, Ry, degerini elde etmek
icin, artan konsantrasyonlarda (5, 10, 20, 30, 50, 70, 90, 110, 130, 150, 170, 190, 210,
230, 250 mM) EDTA uygulandi. Ancak hiicrelerin 6l¢iim yapilmaya baslandig1 andaki
R degerinden daha diisiik Ry, degerleri elde edilemedi. Sekil 4.7.5" de Ryin degerini
elde etmek amaciyla Olglim yapilan hiicrelerin birinden elde edilen R degerleri
gosterilmektedir. Siyah okla EDTA' nin eklenmeye basladigi an gosterilirken, kirmizi

okla R degerindeki azalma gosterilmektedir.
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Sekil 4.7.5 Artan EDTA konsantrasyonlarinin R degeri lizerine etkisi

Hiicrelerin bulundugu ortama Mg2+ ilave edilip Ry, ve Fs, ortama EDTA ilave ederek

Rumin ve Fodegerlerini elde etmek amaciyla, probun in vivo kalibrasyonu denendi. Ancak

yiiklenmis hiicrelerden elde edilen R degerlerinin, dis ortama eklenen Mg®* ve EDTA'

dan etkilenmedigi, R degerlerinin sadece zamana bagli olarak artis gosterdigi ya da

degismedigi gorildii. 340 nm' deki (prob-Mg®") ve 380 nm' deki (prob) floresan

yogunluklari incelendiginde, R degerindeki zamana bagl artisin nedeni olarak, probun

hiicre digina pompalanmasindan kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirdii (Sekil 4.7.6).
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Sekil 4.7.6. 340 nm ve 380 nm ' deki floresan yogunlugunun zamanla azalmasina bagl olarak R
degerinin artmasi

+2y

Mag-fura 2 araciligiyla hiicre ici serbest Mg ' nin kantifikasyonunun yapilmasi i¢in,
Grynkiewicz ve ark. tarafindan [103] gelistirilen *formiilde gereken sayisal degerler,
kalibrasyon giicliigii nedeniyle elde edilemedi, dolayisiyla Mg™ nin hiicre ici
kantifikasyonu yapilamadi. Ancak kullanilan prob, ratiometric (orantisal) prob oldugu
icin, elde edilen sinyallerin siddeti, dlclilmek istenen iyonun konsantrasyonuna bagh
olup, boya konsantrasyonuna bagli degildir. Dolayisiyla probun hiicre ici
konsantrasyonu zamanla azalsa da, farkli hiicreler arasinda, iyon konsantrasyonlarinin

bir gostergesi olan R degerleri kiyaslanabilir. Bundan yola ¢ikilarak, kontrol 1irk ve

plazma membranindaki Mg®" transportundan sorumlu iki 6nemli kanal proteini
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kodlayan genler bakimindan delesyonlu, ikili mutant irkin R degerleri kiyaslandi (Sekil
4.7.7).

* - Fo R=R,
Me*] = O - min
[ . ] KD FS Rmax"'R

Her iki wrktan elde edilen R degerleri karsilastirilarak, istatistik olarak anlamlilik,
'unpaired t test' araciligiyla belirlendi. P[10.001 olarak bulunup, aradaki farklilik
istatistiki agidan olduk¢a anlamli olarak degerlendirildi (Tablo 4.7.1).

Tablo 4.7.1 Kontrol ve ikili mutant irktan elde edilen R degerlerinin istatiksel olarak
degerlendirilmesi

Hiicre Sayisi AF/F (R)
Kontrol Irk (Sp292) 10 0.824+0.007*
Ikili Mutant 10 0.747+0.016*

*ortalama+Standart Hata (SEM), P[10.001

0.84

0.82 -
0.8

0.78 -

m Kontrol
0.76 -

m ikili Mutant

AF/F (R)

0.74 -
0.72 -

Sekil 4.7.7 Kontrol ve ikili mutant irktan elde edilen R degerlerinin karsilastiriimasi
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Mag-fura 2 ile yiiklenen hiicrelerde, prob zamanla disar1 pompalandigi i¢in, R degerinin
yukseldigi goriildii. Bu nedenle her iki hiicre grubundan elde edilen veriler
degerlendirilirken, 6l¢iim siirecindeki ilk 5 dakikada sabit seyreden ve kii¢iik olan R
degerleri kullanildi. Sekil 4.7.8' de magfura 2 ile yiiklii ikili mutant hiicrelerinin ratio
goriintiisiinde, R:0.89 olan hiicrenin, R:0.74 ve R:0.65 olan hiicrelere gore daha agik
renkte oldugu gorildii. Bu bize R: 0.89 olan hiicrede, probun daha fazla disariya
pompalanmis olabilecegini diisiindiirdii. Bununla birlikte gerek R goriintiisiinde daha
koyu olarak goriilen, gerekse de 340 ve 380 filtrelerde daha acik goriilen hiicre
merkezinde yer alan yapilar géze ¢arpmaktadir. Bu yapilarin hiicre nukleusu olabilecegi

diistinildii.

Brightfield

Sekil 4.7.8 Mag-fura 2 yiiklii ikili mutanta ait hiicrelerde 151k mikroskobu goriintiisii, ratio
goriintiisii, 340 ve 380 eksitasyon filtrelerinden elde edilen goriintiiler karsilastirilmaktadir.

Mag-fura 2 ile yaptigimz ¢alismada, hiicre igi serbest formda bulunan Mg*"' nin
kantifikasyonu, probun kalibrasyonu yapilamadig1 i¢in gergeklestirilemedi. Bununla
birlikte probun, Schz. pombe' de birgok hiicreye yiiklenemedigi, yiiklenen hiicrelerde de
zamana bagli olarak probun hiicre disina pompalandigi goriildi. Calismamizda

kullamlan prob 'ratiometric' oldugu icin, Mg*" ile kompleks yapmis probdan gelen
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sinyaller, probun konsantrasyonuna bagli degildir. Probun bu 6zelligi sayesinde, kontrol

1

ve ikili mutant wkta, hiicre ici serbest Mg”™ nin bir gdstergesi olan 'R' degerleri
karsilagtirild1 ve ikili mutantin R degerinin kontrol irkinkinden diisiik oldugu sonucuna
varildi. Dolayisiyla ikili mutantin hiicre i¢i sebest Mg*" konsantrasyonunun, kontrol

irktan daha az oldugu dogrulandi.

4.8. HUCRE IiCi MAGNEZYUMUN MITOTIiK MIiKROTUBULLERIN
OLUSUMU UZERINE ETKISININ GOSTERILMESI

Calismamizin ana hedefi, Mg2+' nin mitoz sirasinda olusan, mitotik mikrotiibiillerin
olusumu iizerindeki etkisini gdstermekti. Bu amagla deney grubu olarak, magnezyumun
alinabildigi sistemde, mitotik mikrotiibiillerin nasil olustugunu gostermek i¢in kontrol

ik ile magnezyumu alamayan ikili mutant irk kullanildi.

Mikrotiibiilleri floresan mikroskobunda goriiniir hale getirmek i¢in, kontrol ve ikili
mutant 1tk GFP isaretli a2-tubulin geni anlatim1 yapan plazmit ile transforme edildi.
Transformasyon her iki irkta da basarili oldu ve her iki irkin mikrotiibiilleri floresan
mikroskobunda goriiliir hale geldi (Sekil 4.6.3). Magnezyumun, sitoplazmik
mikrotiibiillerin olusumunu tesvik eden etkisi onceki yillarda yapilan caligmalarda
gosterilmigtir. Bu nedenle transformasyon yapilmadan 6nce, magnezyumu alamayan
ikili mutant irkta sitoplamik mikrotiibiil polimerizasyonu goérmeyi beklemiyorduk.
Ancak ikili mutant irkta sitoplazmik mikrotiibiil polimerizasyonunun gergeklestigini
gordiik (Sekil 4.6.3). Bu durum bize ikili mutantin, mikrotiibiil polimerizasyonu i¢in
gereken Mg”" 'yi, ya yetistirme ortamuindan pasif yolla siirli oranda aldigi Mg”™ den ya
da hiicre i¢i magnezyum depolari olarak bilinen mitokondri ya da endoplamik retikulum

gibi yapilardan karsiladigini diistindiirdii.

Daha o6nceki yillarda yapilan bagka bir ¢aligmada ise; hiicre boliinmesinin sonuna dogru,
hiicrede Mg artisinin oldugu ve bunun mitotik mikrotiibiillerin depolimerize olmasini
saglayarak mitozun sona ermesini tesvik ettigi yoniinde bir hipotez ileri siiriilmiistii [6].
Dolayisiyla ¢alismamizda, sitoplazmik mikrotiibiillerin olusumunu tesvik eden
magnezyumun, mitotik mikrotiibiillerin olugmasindaki ve depolimerizasyonundaki
etkisini, floresan goriintiilleme ve canli hiicre inceleme yaparak, modern yontemlerle

gbstermeyi amacladik.
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Mikrotiibiilleri GFP ile isarectlenen hiicrelerde, es zamanli olarak Mg2+ hareketini
incelemek amaciyla her iki irk, logaritmik fazin ortasinda, mag-fura 2 ile yiiklendi.
Ancak mag-fura 2 ile yiiklenmis hiicrelerde mikrotiibiiller goriilmedi. Bu durumun, prob
ile yliklenmis hiicrede GFP anlatimi olmayigindan ya da GFP anlatimi olan hiicrede
probun yiiklenmediginden kaynaklandigini diisiindiirdii. Bununla birlikte, veriler
dikkatli incelendiginde, hem prob ile yiiklenmis, hem de plazmiti tasiyan hiicrelerde,
diisiik de olsa otofloresan sinyallerinin iizerinde GFP sinyali olmasina ragmen

mikrotiibiillerin goriiniir durumda olmadig: farkedildi (Sekil 4.8.1).
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Brightfield

R:0.85

Brightfield

Sekil 4.8.1 Magfura-2 ile yiiklenmis A. Kontrol 1rk, B. likili mutant irka ait hiicrede, GFP
sinyali alinmasina ragmen mikrotiibiil yapisinin goriilmedigi isaret edilmektedir (Biiylitme
orant: 1000x).
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Calismamizda, GFP isaretli mikrotiibiillerle ayni anda mag-fura goriintiilleme
yapilamadig1 i¢in, magnezyum alamayan model sistemde, mitotik mikrotiibiillerin
olusup olusmadigr ve mikrotiibiillerin varliginin ne kadar siireyle devam ettigi
arastirildi. Bu amagla, transformant iki irkin mikrotiibiilleri 24.saatte (Sekil 4.8.2) ve 48.
saatlerde (Sekil 4.8.5) incelendi ve ayn1 zamanda bu iki 1rk, hiicre sayilari, canliliklari
(Sekil 4.8.3) ve mitotik mikrotiibiil yiizdeleri (Sekil 4.8.4) bakimindan da analiz edildi.
Transformant hiicreler, tiamin ile regiile edilen promotore sahip plazmit pDQI105'
icerdiginden, tiamin icerigi diisiik olan *secici minimal besi ortaminda iiretildi.
Hiicreler, sec¢ici minimal kat1 besiyeri ortaminda 4 giin siireyle {liretildikten sonra,
inceleme icin secici sivi kiiltiir ortamina 10° hiicre/ml olacak sekilde ekim yapildi.
(*Kontrol irk: MML+225 mg/l adenin+ urasil, ikili mutant irk MML+225 mg/l adenin+
urasil+ 75 mM MgCl,)

24. saatte her iki irkin mikrotiibiilleri karsilagtirildiginda, logaritmik evrenin baslarinda
olan ikili mutant irkin Mg®" destekli ortamda, béliinme halindeki birkag hiicrede saglikli
goriilen mitotik mikrotiibiillere ve sitoplazmik mikrotiibiillere rastlandi. Ancak
hiicrelerin biiyiik bir kisminin, mikrotiibiil demetlerinin sayisi, uzunlugu ve yerlesimi
bakimindan kontrol irkinkinden farkli olarak organizasyon bozuklugu gosterdigi ve
anormal hiicre morfolojisine sahip oldugu goriildii. (Sekil 4.8.2, A-B) Ikili mutant 1rkin
Mg®" desteksiz ortamda ise, mitotik mikrotiibiillere rastlanmadi. Bununla birlikte
hiicrelerin kii¢iik ve sitoplazmik mikrotiibiillerin organizasyonunun bozuk oldugu

goriildii (Sekil 4.8.2-C).
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A. Kontrol Irk (24.Saat)
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Sekil 4.8.2 24 saatte A-1.kontrol irkin sitoplazmik ve mitotik mikrotiibiilleri isaret edilmektedir.
A-2 kontrol irkin sitoplazmik mikrotiibiilleri detayli olarak gosterilmektedir. B-1. Mg®" destekli
ortamdaki ikili mutant irkin sitoplazmik ve mitotik mikrotiibiilleri gosterilmektedir. B-2, B-3.
Mg”" destekli ortamdaki ikili mutant irkta organizasyonu bozulmus sitoplazmik mikrotiibiiller
ve morfolojisi bozulmus hiicreler isaret edilmektedr. C. Mg*" desteksiz ortamdaki ikili mutant
irkin diizensiz sitoplazmik mikrotiibiilleri gosterilmektedir (Biiylitme orani: 1000x ).
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B Kontrol

W 2MT7S

____ E2MTO

Canhilik Yiizdesi

Zaman (5aat)

Sekil 4.8.3 24 saatte Kontrol irkta ve ikili mutant irkin Mg®" destekli (2M 75) ve Mg desteksiz
(2M 0) ortamlarda canlilik yiizdeleri

Analizin yapildig1 24. saatte kontrol irkin canlilik yiizdesi % 93, ikili mutant irkin ise
canhihik yiizdesi, Mg”" destekli ortamda % 62, Mg”" desteksiz ortamda % 45 olarak
bulundu (Sekil 4.8.3). Logaritmik fazin her iki irkta da devam ettigi 24. saatte, GFP'ye
bagl tubulin anlatimi1 temel alinarak, her iki irktan ~110 hiicre {izerinde hesaplanan
*mitotik mikrotiibiil ylizdesi Sekil 4.8.4" te gosterilmektedir. Kontrol 1k, 24.saatte
logaritmik fazin sonlarinda olmasma ragmen mitotik mikrotiibiil yiizdesi (% 17),
logaritmik fazin ortalarinda bulunan Mg®>" destekli ortamdaki ikili mutantikinden (% 4)

daha fazladir. Mg®" desteksiz ortamdaki ikili mutanta ait hiicrelerde, mitotik

mikrotiibiile rastlanmamustir.

Mitotik Mikrotiibiil
Tasiyan Hiicre Sayis

*Nitotik Mikrotiibiil Yiizdesi = X 100
Sitoplazmik Mikrotiibiil+Nitotik Mikrotiibiil
Tastyan Toplam Hilere Sayist
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Sekil 4.8.4 24. saatte kontrol irkta ve ikili mutant irkta (Mg>" destekli -2M 75 ve Mg®" desteksiz
-2M 0) mitotik mikrotiibiil ylizdeleri

Kontrol Irk ikili Mutant Irk (Mg destekli ortam)

ikili Mutant Irk (Mg desteksiz ortam)

»

d

Sekil 4.8.5 48. saatte kontrol ve ikili mutant irkin mikrotiibiilleri (Biiyiitme orani: 1000x )

48. saatte kontrol irkta GFP isaretli mikrotiibiil yapis1 gézlenmezken, ikili mutant irkta
mikrotiiblil demetlerinde azalma ve daha kisa mikrotiibiiller goriilmektedir (Sekil:
4.8.5). Kontrol 1rkta mikrotiibiil yapisinin goriilmemesinin nedeni, incelemenin
yapildig1 48.saatte logaritmik fazin sona ermis olmasidir (Sekil 4.8.7). ikili mutant irkta
generasyon siiresi kontrol irka kiyasla daha uzundur ve 48. saatte loagaritmik fazin

sonlar1 oldugundan sadece sitoplazmik mikrotiibiiller goriilmektedir.
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Kontrol ve ikili mutant irkin, GFP isaretli mikrotiibiillerinin 24. ve 48. saatteki

gozleminden elde ettigimiz sonucglardan biri de, sitoplazmik mikrotiibiillerin logaritmik

fazin sonunda canlilik yiizdesi fazla olsa bile anlatimimin sona ermesidir. Bunu,

48.saatte kontrol 1irkin canliliginin % 87 olmasina ragmen sitoplazmik mikrotiibiillerin

goriilmeyisi, ikili mutantta canliligin % 43 olmasina ragmen logaritmik faz devam ettigi

icin sitoplazmik mikrotiibiillerin goriilmesi acikca gostermektedir. Her iki irkin 48.

saatteki canlilik yilizdeleri Sekil 4.8.6' da verildi.

Canhhk Yiizdesi

24
Zaman [Saat)

ag

W Kontrol
W Z2MT7S

B 2MTO

Sekil 4.8.6 Kontrol ve ikili mutant wkta (Mg”>" destekli -2M 75 ve Mg”>" desteksiz -2M 0)
baslangi¢ anindaki (0), 24. ve 48.saatteki canlilik yiizdeleri.

[
"
[
=
-1

4x106

Hiiere Sayisi (hitere/ml)

i
el

[
S

e ¥
4= Kontrol
== Imt 75
___..---—— . —— el == 2mit O
a1
0] 20 40 60 80 100
Zaman (Saat)

Sekil 4.8.7 Kontrol ve ikili mutant irkta (Mg”" destekli -2M 75 ve Mg”" desteksiz -2M 0), segici
minimal besi ortaminda hiicre sayisindaki artigin incelenmesi.
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Tablo 4.8.1. Kontrol irkin segici minimal ortamda ve ikili mutant irkin Mg*" destekli ve Mg**
desteksiz segici minimal ortamdaki generasyon sayilart

Transformant Transformant Ikili Transformant
Kontrol Irk (MML Mutant (MML + 225 Ikili Mutant
+ 225 mg/l adenin, | mg/l adenin, urasil+ 75 |(MML + 225 mg/I
urasil) mM MgCl,) adenin, urasil)
Generasyon 3.7 1.6 0.8
Sayis1

Tablo 4.8.1' de goriildiigii lizere, magnezyum transportu yapamayan ikili mutant irk
yaklagik 2 kere boliintirken, kontrol irk 4 kere boliinmektedir. Magnezyum desteksiz
ortamda ise, ikili mutant yaklasik 1 boliinme gecirmektedir. Bu da bize magnezyum

desteginin ikili mutantin iiremesini %50 oranda iyilestirdigini gostermektedir.

Kontrol ve ikili mutant irka ait hiicrelerde, magnezyumun mitotik mikrotiibiillerin
olusumu iizerindeki etkisini anlamak {iizere yaptigimiz calismada, magnezyum
transportu yapamayan ikili mutanta ait hiicrelerin, kontrole kiyasla 2 kat daha az
boliindiigli goriildii. Dolayisiyla, her iki iwrkin logaritmik fazlarinda yaptigimiz
incelemelerde, ikili mutant irkin daha az sayida mitotik mikrotiibiil olusturdugu
gozlendi. Bununla birlikte ikili mutanta ait hiicrelerin, hiicre dongiisiiniin hangi
asamasinda tutuklandigini anlamak icin, hiicre boliinmesinin sona erdigi duragan fazda
incelemeler yapildi (Sekil 4.8.8). Hiicreler fikse edilmeden, nukleus boyasi (hoechst)
kullanilarak floresan mikroskobunda, hem GFP hem de DAPI filtresi altinda yaptigimiz
incelemeler, ikili mutanta ait hiicrelerin uzamis oldugu ve tek nukleus icerdigi i¢in
mitoz Oncesi G2 evresinde (G2 sonuna dogru), kontrol 1rka ait hiicrelerin ise, kii¢lik
oldugu ve tek nukleus igerdiginden, mitozdan ve G1'den hemen sonraki S-G2 evresinde

tutuklandigini diistindiirmektedir (Sekil 4.8.9).
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ikili Mutant Irk

GFP

G2 Sonu

Kontrol Irk

Sekil 4.8.8 Duragan fazda kontrol ve ikili mutant irka ait hiicrelerin bulundugu hiicre dongiisii
asamalar1 (Biiylitme orani:1000x)
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Tlili Mutant Irk

™~

Eontrol Irk

Haploid, Vegetatif Diongii

Sekil 4.8.9 Duragan fazda kontrol ve ikili mutant irkin, hiicre boliinmesinin hangi agamalarda
bulunabilecegini gosteren sematik sekil [115].
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5. TARTISMA VE SONUC

Magnezyum (Mg”"), memelilerde, mayalarda ve bakterilerde engok bulunan divalent
katyon olup, hiicre boliinmesinde, protein ve DNA sentezinde, sinyal iletiminde ve
hiicre iskeletinin diizenlenmesi gibi birgok biyolojik siirecte yer alir. Ozellikle
fosfotransfer reaksiyonlarin1 igeren bir¢ok metabolik reaksiyonun gerceklesmesi
Mg*'ye baglidir. Mg®" homeostasisinin bozulmasi; genomik kararhlik, RNA' mn
islenmesi, membran akigkanligi ve membran kanallarinin aktivitesi gibi bir¢ok siireci

etkiler [10].

Magnezyum eksikliginin hiicre diizeyinde etkileri; hiicre sayisi, canlilik ve hiicre
biiylimesinin gostergesi olan hiicre ¢capt bakimindan 24. ve 48. saatlerde degerlendirildi.
Hiicre sayisi bakimindan yapilan incelemede, Mg”" transport sistemi kaldirilmus ikili
mutant irkin ve kontrol irkin, Mg icermeyen ve 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150 ve 200
mM konsantrasyonlarinda MgCl, igeren YEL besi ortamlarinda iiremeleri karsilagtirildi.
Ikili mutant 1rkin 24. saatte artan Mg konsantrasyonlarina bagli olarak hiicre sayisi
artarken, 48. saatte en fazla tiremenin 75 mM Mg”" igeren ortamda oldugu goriildii. Bu
nedenle ikili mutantin YEL besi ortaminda optimum iiredigi Mg*™ konsantrasyonu 75
mM olarak belirlendi. Bulgularimizi destekler sekilde, Graschopf ve ekibinin S.
cerevisiae' nin Mg®" transport sistemi kaldirlmis ikla yaptiklari ¢alismada, besi
ortammna 50 mM ve iizerinde Mg*" eklendiginde mutant ikin tireme gosterdigini
belirtmislerdir [122]. Kontrol irkta ise, 24. saatte artan Mg>" konsantrasyonlarina bagli
olarak hiicre sayisi artarken, 48. saatte besi ortamma 10 mM Mg®" ilavesinin, hiicre
bélinmesini en fazla tesvik ettigi, 40 mM ve iisti Mg”" konsantrasyonlarnim hiicre
boliinmesi tizerinde toksik etki olusturdugu goriildi. Magnezyumun hiicre boliinmesi
tizerindeki etkisini anlamak {iizere, maya ve bazi memeli hiicrelerinde yapilan onceki
calismalarda da, besi ortamina fizyolojik kosullardan daha fazla oranda Mg*"
eklenmesinin, hiicre béliinmesini tesvik ettigi gosterilmistir [5,6]. Besi ortaminda Mg*"
kisitlamas1 yapildiginda ise, hiicre tipine bagli olarak degismekle birlikte, hiicre

boliimesinin yavasladigi, hiicre dongiisiinde tutuklanmalar oldugu bildirilmistir [7].

Yaptigimiz calismada elde ettigimiz diger bir bulgu ise, Mg®" transport sistemi

kaldirilmis ikili mutant ikin (18 saat) kontrol irka (6 saat) kiyasla generasyon
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siiresinin 3 kat daha uzun olusudur. Yapilan bir calismada Mg®" kisitlamas yapilms
S49 lenfoma hiicrelerinde generasyon siiresinin 3 kat daha uzamis oldugu gosterilmis
olup, Mg*" kisitlamasmin generasyon siiresi iizerindeki etkisinin hiicre tipine gore
degistigi vurgulanmistir [123]. Ayrica S. cerevisiae' nin Mg2+ transport sistemi
kaldirilmis (Aalr] ve Aalrl-alr2) wklarinda yapilan ¢alismada, hem Mg®" destekli hem
de Mg*" desteksiz besiyerlerinde tiremenin yabani irka kiyasla daha yavas oldugu ve

generasyon siiresinin daha uzun oldugu gosterilmistir [124].

Magnezyum eksikliginin canlilik tizerindeki etkileri 24. ve 48. saatlerde analiz edildi.
Deneyin baslangicinda sivi kiiltire 10° hiicre ekim yapmak amaciyla, 4 giinliik kati
besiyerinden toplanan hiicrelerde, kontrol wkin canhiligi % 87, Mg®" destekli besi
yerinde Uretilen ikili mutant irkin canliligl ise %48 olarak bulundu. Yapilan bir¢ok
calismada, magnezyumun kisa siireli ve uzun siireli eksikliginde canliligin azaldig
belirtilmistir [6, 125, 126 ]. Ancak IMR-90 insan fibroblast hiicreleriyle yapilan bir
calismada ise Mg®" kisitlamasi yapildiginda hiicre canliliginin degismedigi buna karsin
senesensin hizlandigr bildirilmistir [127]. Yaptigimiz calismada, 24. saatte ikili mutant
irkta, besi ortaminda artan Mg®" ya bagl olarak canhiligimn arttigi, 48. saatte ise, 24.
saate kiyasla canlihigm azaldigi ancak Mg®" icermeyen ortama kiyasla Mg®" iceren
ortamlarda canlilik yilizdesinin daha fazla oldugu goriildii. Kontrol 1rkta ise, 24. saatte
100 mM' ye kadar olan Mg*" ilavesinin, Mg®" ilave edilmemis ortamla kiyaslandiginda
canlilik yiizdesini artirdig, 48. saatte Mg®" ilave edilmis ortamlarda canhilik yiizdesinin
daha az oldugu belirlendi. ki 1rka ait veriler birlikte degerlendirildiginde, 24. ve 48.
saatte kontrol 1rk icin toksik oldugu goriilen 100, 150 ve 200 mM Mg*" ilaveli
ortamlarin, ikili mutantin canlilik yiizdesini artirdig1 goriildii. Bu da bize, ikili mutantin

ortamdaki magnezyumu ¢ok az alabildigini gostermektedir.

Magnezyumun hiicre biliylimesinin bir gostergesi olan hiicre ¢ap1 tizerindeki etkileri de
24. ve 48. saatlerde analiz edildi. Baslangicta, ikili mutant irkin hiicre ¢apinin (8.8 um),
kontrol 1rkin hiicre ¢capindan (7.6 um) daha fazla oldugu goriildii. Daha 6nceden yapilan
¢alismalarda, Mg®" min hiicre boyutunu artirarak, hiicre dongisiiniin ilerleyisini
sagladigr belirtilmistir [6, 128]. Ancak Mg®" transportu yapamayan ikili mutant rkin
hiicre ¢capinin kontrol irka kiyasla daha fazla olusu, generasyon siiresi daha uzun olusu
nedeniyle hiicre dongiisiiniin kontrol irka gére daha yavas ilerleyisinden ya da hiicre

dongiisiiniin G2-M asamasinda tutuklanmasindan kaynaklandigini diisiindiirdii. Kontrol
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rkta ise, hiicre ¢apinin 24.saatte, ortamlarin hepsinde artmis oldugu goriildii. 48. saatte,
biitlin ortamlarda hiicre ¢apinda azalma meydana geldigi ve en belirgin azalmanin 150
mM ve 200 mM Mg®" igeren ortamlarda oldugu goriildii. Bu bize, 48.saatte hem hiicre
sayisinin hem de canlilik yiizdesinin de 150 mM ve 200 mM Mg2+ iceren ortamlarda
diisiik olusundan, bu Mg”" konsantrasyonlarinin kontrol irktaki hiicreler icin toksik
oldugunu gésterdi. Ikili mutantin 24. ve 48. saatlerde belirtilen ortamlarda, hiicre
capindaki artiglarin, hiicre sayist ve canlilik verileriyle karsilagtirildiginda anlamli
olmadig1 goriildii. 200 mM Mg”>" destekli ortamda ise hiicre gapmin belirgin olarak
azaldig1, hiicre sayisinin da bu ortamda azalmis oldugu goriildiigiinden, besi ortamina
200 mM Mg”" ilavesinin, ikili mutant icin toksik etki olusturdugunu, buna karsilik Mg
desteksiz ortamda, hiicre dongiisii ilerleyemedigi i¢in hiicre ¢apinin azalmis oldugunu

diistindiirdui.

Maya hiicrelerinde metallerin hiicre tiremesi {izerine etkisi, siv1 ve kat1 besi ortamlarinda
farkli olmaktadir. Bunun nedeni olarak da, metallerin sivi besi ortaminda daha homojen
dagilirken, kati besi ortaminda sivida oldugu kadar homojen dagilmayis1 olarak
gosterilmektedir [114]. Dolayisiyla hiicreler sivi besi ortaminda, metallerin daha diisiik
konsantrasyonlarina duyarlilik gosterirken, kati besi ortaminda daha yiiksek
konsantrasyonlarda  duyarlilik  olusur. Plazma membranindaki magnezyum
transportundan sorumlu iki kanal proteinini kodlayan genler bakimindan delesyonlu
irkin (2M), zengin kati besi ortaminda 200 mM Mg®" destegiyle optimum iireme

gosterirken, sivi ortamda 75 mM Mg”" destegi optimum iireme igin yeterli olmustur.

Birgok hiicresel olayda yer alan magnezyumun homeostasisi bozuldugunda, hiicre ve
organ dilizeyinde fonksiyonlar etkilenerek, alzheimer, hipertansyon, ateroskleroz, tipl-2
diyabet, iskemik kalp hastaligi, konjestif kalp yetmezligi gibi bircok hastalik
olusmaktadir [83, 84] Dolayistyla Mg®" transportunun molekiiler mekanizmasinin
anlasilmas1 6nemlidir. Buna yonelik yapilan c¢aligsmalarda yapisi encok aydinlatilmis
olan bakterilerde, plazma membranindaki Mg>" kanal proteini CorA’dir. CorA' nin
Mg®" ve Co®" ve Ni*"nin transportundan sorumlu oldugu; Mn*", Ca’", Zn*" ya da Fe’*
in transportundan sorumlu olmadig: bildirilmistir [71, 72]. Bununla birlikte 6karyotik
organizmalardan Saccharomyces cerevisiae' de, bakterilerdeki CorA' ya homolog Alr
proteinlerinin, Mg”" basta olmak iizere, Co>", Zn*", Ni*" ve Mn*" transportunu sagladig

bildirilmistir [3]. Biz de ¢alismamizda, Saccharomyces cerevisiae' deki Alr proteinlerine
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dolayistyla CorA Mg”*" transport sistemine homoloji gdsteren, iki membran transport
proteini kodlayan genler bakimindan delesyonlu, ikili mutant ki kullanarak, Co®",
Zn*", Ni*" ve Cd*" metallerinin hiicre icine girigini aragtirdik. Sonug olarak, ikili mutant
irkin, Co®", Zn*", Ni** ve Cd*"" ye direng gosterdigini saptadik. Dolayisiyla bulgularimiz
bize, Mg*" tasima sistemi ortadan kaldirldiginda, Mg”" tagima sistemi ile almdigimn
diisiindiigimiiz Co®", Zn*", Ni*" ve Cd*" nin ortamdan almamadig i¢in, bu katyonlara
direng gelistigini distindiirdii. Saccharomyces cerevisiae' deki Alr proteinlerinin
islevlerine benzer sekilde Schz. pombe' de homologu olan bu proteinlerin, grubumuzun
onceki calismasinda da rapor edildigi gibi [4], Co®", Zn®" ve Ni*" ye ek olarak Cd*™' nin

de transportundan sorumlu olabilecegini gosterdik.

Mg®" tasima sistemine sahip kontrol wkta da Co”", Zn®", Ni*", Cd*" metallerinin,
etkilerine bakildi. Magnezyumca desteklenmemis kati besiyerinde Co™, Ni'?, Cd™,
Zn? nin yiiksek konsantrasyonlarina karsi kontrol irkin duyarli oldugu, ancak

" ve Zn™ nin yiiksek

magnezyum destekli kati besiyerinde Co™ , Cd™ , Ni
konsantrasyonlarina kars: belirli oranda tolerans gosterdigi goriildii. Kontrol wkin Mg?**
destekli besiyerinde Co**, Cd**, Ni*" ve Zn*" ye belli oranlarda tolerans géstermesinin,

2+,

ortamdaki Mg""’ nin hiicre igine girisi sirasinda bu metallerle yarisarak, toksik etkiyi
ortadan kaldirmasindan ileri geldigini sdyleyebiliriz.ki bu bulguda dolayli olarak bu
metallerin Mg®" transport sistemi ile tasindigimi gdstermektedir. Ciinkii yapilan
calismalarda Mg2+’ nin; Al3+, Cd2+, Cu2+, Mn*" ve Zn** gibi bircok agir metalin toksik

etkisini ortadan kaldirdig1 da bildirilmektedir [3, 116, 120].

Magnezyum, genomik kararliligin saglanmasinda, niikleik asitlerdeki fosfat gruplari ile
kompleks olusturarak yapisal kararliligin saglamasinda oldugu kadar, hiicre iskeletinin
ve mitotik aygitin bir pargast olan mikrotiibiillerin polimerizasyonunda ve
depolimerizasyonunda da onemli role sahiptir. Mitotik aygit ve dolayisiyla mitotik
mikrotiibiiller, paclitaxel ve taxotere basta olmak iizere bir¢cok kanser ilacinin hedefi
olmustur [121]. Dolayisiyla hiicre boliinmesi siirecinde, mitotik mikrotiibiillerin
polimerizasyon ve depolimerizasyonunun nasil gergeklestigini, bu siiregte hangi

faktorlerin rol aldigin1 aydinlatmaya yonelik ¢aligmalar biiyiik 6nem tagimaktadir.

Calismamizda, her iki irkta, mikrotiibiilleri floresan mikroskobunda goriiniir hale
getirmek amaciyla, GFP isaretli tubulin geni tasiyan plazmit ile transformasyon yapildi.

Mikrotiibiillerin GTP ve Mg®" varliginda polimerize oldugu 6nceki galismalardan [11]
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bilindigi i¢in, Mg”" transportu yapamayan ikili mutant irkta, mikrotiibiillerin polimerize
olmasi beklenmiyordu. Dolayisiyla yaptigimiz calismada elde ettigimiz ilk bulgu, Mg
transportu yapamayan ikili mutant irkta, mikrotiibiil polimerizasyonunun gergeklesiyor
olmasidir. Ancak, gerek kontrol gerekse de ikili mutant irkin logaritmik fazlari
karsilagtirmali olarak incelendiginde, ikili mutant irkin sitoplazmik mikrotiibiillerinin
organizasyonunda bozukluklar oldugu goriildii. Her iki irkin da logaritmik fazda oldugu
24 saate ait gozlemlerimizde, kontrol irkta diizgiin polimerize olmus mikrotiibiil yapisi
mevcutken, ikili mutant irkta, kontrol irkinkinden farkli sayida, yer yer daginik ve
kiimelegsme gosteren, organizasyonu bozulmus mikrotiibiil yapilarma rastlandi.
Mikrotiibiil organizasyonu bozulmus olan ikili mutant irkin, kontrol irka ait hiicrelerle
kiyaslandiginda, hiicre morfolojisinin de bozulmus oldugu goriildii. Mikrotiibiillerin
hiicrenin seklinin saglanmasi agisindan 6nemi, ilk olarak 1967 yilinda Tilney ve Porter
tarafindan A. nucleofilum hiicrelerinde gosterilmistir [129]. Bununla birlikte Schz.
pombe' de morfolojisi bozulmug olan hiicrelerde yapilan ¢alismalarda, hiicrelerin
boliinebildigi ancak sitoplazmik (interfaz) mikrotiibiillerin organizasyonunun bozuk
oldugu goriildiikten sonra, mikrotiibiillerin Scz. pombe' nin hiicre seklinin olusmasindaki
onemi anlasilmistir [130, 131, 132, 133]. Dolayisiyla ¢calismamizda kullandigimiz ikili
mutanta ait morfolojisi bozulmus hiicreler, mikrotiibiil organizasyonunun bozulmus
oldugunun bir gostergesidir. Magnezyum desteksiz ortamdaki ikili mutanta ait
hiicrelerde ise, Mg®" destekli ortamdaki hiicrelerin 48.saatteki durumuna benzer sekilde
bozulmus ve daha kisa mikrotiibiil yapilar1 goriildii. 48. saate ait gozlemlerimizde ise,
kontrol irkta logaritmik faz sona erdigi i¢in, mikrotiibiil yapilar1 goriilmedi. Ancak ikili
mutant 1irkta generasyon siiresi uzun oldugundan, 48. saatte logaritmik faz sona ermek
tizeredir. Bu nedenle mikrotlibiil demet sayilarinda belirgin bir azalma ve

mikrotiibiillerin depolimerize oldugunu gosteren daha kisa yapilar goriildii.

ikili mutant ik, Mg®" desteksiz ortamda neredeyse hi¢ bélinememektedir, Mg
destekli ortamda bile ancak ~2 boliinme gecirmektedir. Bu nedenle, ikili mutant irkin
yetistirilmesinde besi ortamina, yiiksek konsantrasyonlarda (75 mM) Mg eklenmektedir.
ikili mutant 1rk, bu besi ortamindan smirli miktarda Mg®" yi pasif olarak, Mg*" iyon
gradienti yoniinde, iyon kanallar1 aracilifiyla almaktadir. Dolayisiyla ikili mutantin
hiicre ici serbest Mg®" diizeyinin, kontrol irktan ne kadar farkli oldugunu anlamak igin,

her iki irkta da mag-fura 2 probu kullanilarak orantisal gériintiilleme yapildi. Mag-fura 2'
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nin kalibrasyonu i¢in daha 6nceden yapilan ¢alismalardan yararlanildi. Caligsmalardan
birinde Salmonella enterica' da mag-fura 2 nin kalibrasyonu in vivo yapilirken [108],
Schz. pombe ile yapilan ¢alismada ise, probun kalibrasyonu in vitro olarak yapilmistir.
In vitro kalibrasyon i¢in, mag-fura 2' nin membrandan gecebilme 6zelligindeki yiiksiiz
AM (asetoksimetil ester) formu yerine, yiikli formu 'mag-fura 2' kullanilmigtir [107].
Calismamizda, in vivo kalibrasyon denendi. Probun Mg”" icermeyen ortamda verdigi
floresan yogunlugu ve farkli Mg”" konsantrasyonlari ile probun Mg”" ile tamamen
doygun hale geldigi andaki floresan yogunlugu olgiildii. Bu sekilde hem probun
kalibrasyonu denenmis olup, hem de 'Genel Kisimlar 2.4.2. Hiicre i¢i Serbest Mg”™ nin
Hesaplanmasi' boliimiinde belirtilen formiildeki Ry, ve Ry, degerlerinin elde edilmesi
amaglandi. Kalibrasyon sirasinda Ry, degerini elde etmek i¢in ortamdan EDTA ile
Mg*'nin uzaklastirilmasmim etkili olmadigi goriildii. Daha dnceden Schz. pombe' de
mag-fura 2 ile yapilan ¢alismada da benzer bulgular elde edilmis olup, dis ortamdan
Mg' nin uzaklastirilmasinin, hiicre i¢i Mg®" diizeyini etkilemedigi belirtilmis, bunun
nedeni olarak Schz. pombe' de Mg®" transportunun memeli hiicrelerinden farkli
mekanizmalarla gerceklestigi ve Mg®" transportunun siki bir kontrolii oldugu ileri
striilmistiir [107]. Calismamizda, mag-fura 2 AM probunun mevcut protokollerle
Schizsaccharomyces pombe' de etkin bir sekilde yiliklenmedigi ve zamana bagli olarak
probun hiicre disina atildig1 goriildii. Ancak burada 6nemli olan probun orantisal olarak
ne kadarinin serbest Mg®" ye bagli oldugudur. Probun bu 6zelligi sayesinde, kontrol ve
ikili mutant rkta, Mg*" igin kesin bir miktar belirtilemese de, hiicre igi serbest Mg*"" nin
bir gostergesi olan 'R' degerleri karsilastirildi. R degerlerinin analizi yapilirken, prob ile
yliklenmemis hiicrelerden gelen floresan yogunlugunu yani 'otofloresans' sinyallerini
asan, sinyaller degerlendirildi. ikili mutanta ait, gerek Mg®" destekli besiyerindeki,
gerekse de Mg”" desteksiz besiyerindeki bir gecelik kiiltire ait hiicrelerde, R
degerlerinin kontrol irka ait hiicrelerden diisiik oldugunu goriildii. Bu sekilde ikili
mutantin, Mg”>" destekli besi ortaminda yetistirilse dahi hiicre i¢i serbest Mg*"
diizeyinin, kontrol irktan daha diisiik oldugu dogrulanmis oldu. Ancak her iki irkta
kantifikasyon yapilabilmesi icin, probun hiicre digina atilmasi Onlendikten sonra
kalibrasyonunun yapilmasi gerekmektedir. Hiicre i¢indeki esterazlar etkisi ile negatif
yiiklii hale gelen probun, hiicrelerden disar1 ¢ikisini 6nlemek icin, prob ile yiikleme
esnasinda, ' probenecid ' ya da ' sulphinpyrazone ' ad1 verilen organik anyon transport

inhbitorlerinin kullanim1 gerekmektedir [111]. Bu sekilde yiikleme yapilip, probun
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hiicre disima pompalanmadigindan emin olduktan sonra kalibrasyon asamasina

gecilmelidir.

Calismamizin esas amaci, Mg2+' nin mitotik mirotiibiillerin olusumu tizerindeki etkisini
gostermekti. Bu nedenle, mag-fura 2 probu aracilifiyla floresan olarak isaretlenmis
hiicre i¢i serbest Mg>" ve GFP isaretli mikrotiibiilleri es zamanl olarak, boliinme
asamasindaki hiicrelerde gostermek iizere deney tasarlandi. Bu sekilde, mitotik
mikrotiibiiller olusmadan 6nce, olusurken ve hiicre boliinmesi sirasinda depolimerize
olurken, serbest Mg®™ nin hiicre igi hareketinin izlenerek kantifikasyonunun yapilmasi
hedeflendi. Ancak, mag-fura 2 ile yiikli hiicrelerde GFP sinyali alinmasia ragmen,
mikrotiibiil yapis1 goriilmedi. Bu bulgu bize, mikrotiibiillerin mag-fura gibi kimyasallara
karst hassas olabilecegini diisiindiirdii. Buna bagli olarak serbest Mg”" ve mitotik
mikrotiibiilleri birlikte goriintiilemek i¢in kullandigimiz protokoliin gelistirilmesi ya da

farkli bir yontem izlenmesi gerekliligi sonucu ¢ikti.

Calismamizda, serbest Mg®" ve mitotik mikrotiibiilleri birlikte gériintiilenemedigi icin,
Mg*" transportu yapamayan ikili mutant irkta, mitotik mikrotiibiillerin olusup
olusmadigina bakildi. Ikili mutantin ¢ogalabilmesi i¢in ortama yiiksek konsantrasyonda
Mg®" eklendiginde, ikili mutant dis ortamdan smirli olarak Mg®" alabilmektedir.
Dolayisiyla mikrotiibiiller ile yaptigimiz ¢alismada, ikili mutantta hem Mg destekli hem
de Mg*" desteksiz besi ortaminda mikrotiibiil polimerizasyonu olup olmadig1 arastirildu.
Kontrol 1k ve ikili mutant ikin Mg*" destekli ve Mg”" desteksiz besi ortamlarinda,
hiicrelerin logaritmik evrelerinde yaptigimiz incelemede, Mg”" destekli ortamdaki ikili
mutant 1rkta mitotik mikrotiibiil iceren hiicrelerin yilizdesi % 4 iken, kontrol irk
logaritmik fazin sonlarinda olmasina ragmen bu oranin % 17 oldugu goriilmiistiir. Mg2+
desteksiz ortamdaki ikili mutant 1rka ait hiicrelerde ise, mitotik mikrotiibiile
rastlanmamistir. Mg”" destekli ve Mg”™ desteksiz ortamdaki ikili mutanta ait hiicrelerde
sitoplazmik mikrotiibiillerin gériilmesine karsilik, mitotik mikrotiibiillerin Mg®" destekli

'

ortamda dahi kontrol irka kiyasla az goriilmesi, Mg®" nin mitotik mikrotiibiillerin
olusumu iizerindeki etkisinin, sitoplazmik mikrotiibiillerin olusumu {izerine olan
etkisinden daha fazla oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte arastirmamizin
konusunu belirlerken ilham aldigimiz ¢alismada, hiicre dongiisii siiresince hiicre ici
Mg*" konsantrasyonunun diistiigii, diisen Mg”" konsantrasyonunun mitotik mikrotiibiil

polimerizasyonunu sagladigi yoniinde bir hipotez ileri siiriilmiistiir [6]. Ancak Mg*"
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transportu yapamayan hiicrelerde, sitoplazmik mikrotiibiillerin varligina ragmen mitotik
mikrotiibiillerin azligi, mitotik mikrotiibiillerin olusabilmesi icin daha fazla Mg*"
gerektigini diislindiirmektedir. Bu durumda hiicre dongiisii siiresince hiicre i¢i serbest
Mg2+' nin diigmesinin nedeni, mitotik mikrotiibiillerin olusmast i¢in kullaniliyor
olmasindan olabilir. Ancak bu hipotezi dogrulayabilmek i¢in mag-fura 2 probunun
Schz. pombe' de in vivo kalibrasyonu yapildiktan sonra, hiicre déngiisii siiresince Mg*™
nin kantifikasyonunun yapilmasi gerekmektedir. Bununla birlikte yine ayni ¢aligmada,
anafaz asamasinda kromozomlarin hiicrenin kutuplarina yerlesmesi gergeklestikten
sonra, hiicreye Mg”" girisi oldugu ve mitotik mikrotiibiillerin depolimerize olarak hiicre
béliinmesinin gergeklestigi yoniinde bir hipotez ileri siiriilmiistiir [6]. Ilgili ¢alismada
hiicreye Mg”" girisi, divalent katyon iyonoforu A23187 ile Ca™ igermeyen ortamda,
hiicre bdllinmesinin sonuna dogru sinyal alinmasiyla test edilmis ve mevcut sinyalin
Mg*"ye ait olabilecegi diisiniilmiistir. Calismamn yapildigi 1980'i yillarda, iyon
formundaki Mg>™" ye 6zgiin problar mevcut olmadig: i¢in hiicre i¢i serbest Mg”™ nin
hareketinin izlenmesi teknik a¢idan miimkiin degildir. Dolayisiyla, bu ¢alismada hiicre
béliinmesinin sonuna dogru alinan sinyalin, gercekten de Mg*" ye ait olup olmadig:
modern teknikler kullanilarak gosterilmelidir ve bu zamana kadar, boyle bir ¢alisma
yapilmamustir. Biz de yaptigimiz calismada Mg®™ nin mitotik mikrotiibiillerin olusumu
iizerine etkisini arastirmakla birlikte bu nemli hiicresel olay1, serbest Mg®" ya 6zgiin
olan mag-fura probunu kullanarak gostermeyi hedefledik. Yaptigimiz deneylerde,
probun yiiklendigi G2-M asamasindaki hiicrelerde, hiicre i¢i Mg*™ diizeyini gosteren R
degerinde zamana bagh artislar ve bazi hiicrelerde pikler yakaladik. Ancak, 340 ve 380
eksitasyon filtrelerinden alinan floresan yogunluklarinin zamana bagli azaligindan,
probun hiicre disina pompalandigini, elde ettigimiz R degerlerindeki zamana bagh
artisin 'drift' yani boya kaybindan kaynakli anlamsiz bir artis olabilecegini diigiindiirdii.
Bu nedenle deneyimizin, probun yilikleme asamasinda anyon transport inhibitori

kullanarak tekrarlanmasi gerekmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz diger bir bulgu ise, Mg®" desteksiz ortamdaki ikili mutant
irka ait hiicrelerin biiylik ¢ogunulugunun, kiiclik ve tek nukleus igerdigi, buna bagh
olarak hiicre dongiisiiniin S evresinde ya da erken G2 evresinde tutuklandigidir.
Tutuklanmanin hangi evrede oldugunun flow sitometri kullanilarak dogrulanmasi

gerekmekle birlikte, yapilan ¢alismalarda, Mg”" kisitlanmus besi ortaminda hiicrelerin S
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fazim1 gecemedigi bildirilmistir [10]. Mg2+ destekli ortamdaki ikili mutant hiicreleri ise,
uzun ve tek nukleus icermektedir. Bu bize, besi ortamina Mg2+ ilavesi ile hiicre i¢ine
pasif yolla giren Mg®" min hiicrelerin S fazim gegmesini sagladigini ve G2 evresinin
sonlarina kadar hiicre dongiisiiniin devam ettigini, ancak genomik materyalin ikiye
ayrilamadigini gostermektedir. Bulgularimiz, Mg®" destekli ortamdaki ikili mutantta,
mitotik mikrotiibiillerin yilizdece kontrol irka gore daha az oldugu icin genomik
materyalin ayrilamadigi ve bunun da G2 evresinin sonlarinda tutuklanmaya neden

oldugunu diistindiirmektedir.

Genomik kararliligin siiridiiriilmesi a¢isindan hiicre dongiisiinde kontrol noktalari
bulunmaktadir. Bunlar; DNA hasar1 olmasi, DNA replikasyonunun tamamlanmasi,
mikrotiibiil olusturan merkezlerin kutuplara yerlesmesi ve mikrotiibiillerin olusumu
seklindedir [117]. Bu Onemli siireclerin gerceklesmesi halinde, hiicre dongiisii
ilerlemekte ya da durmaktadir. Dolayisiyla, ¢alismamizda elde ettigimiz bulgular bize,
Mg”" destekli ortamdaki ikili mutantta G2 evresinin sonlarinda meydana gelen
tutuklanmanin, mikrotiibiillerle ilgili kontrol noktasinda gergeklesmis olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu hipotezimizin dogrulanmasi i¢in, Schz. pombe' de mikrotiibiil

olusumu ile ilgili ' slpl mad2, apcl0, apcll, bub3, bubl, cut2 ve cutl ' genlerinin
anlatim bakimindan ikili mutant irkta incelenmesi gerekmektedir. Bununla birlikte,
S.cerevisiae Mg®" transport proteinlerinden ALR1' in Schz. pombe' deki homologu olan
SPAC17A2.14" nin, mitotik mikrotiibiil olusum merkezinin (MOM) membrana bagl
bilesenlerinden Sadl ile etkilesimi yapilan bir ¢alismada gosterilmistir [112]. Sadl' in
mitotik mikrotiibiillerin olusumu ve uzamasi i¢in gerekli oldugu bildirilmistir [118].
Dolayistyla Mg®" transport proteinlerini kodlayan genlerin delesyonu, bir¢ok hiicresel
yolag1 etkilemis olabilir. Bu nedenle ikili mutant irkta gen anlatim profillemesi

yapilmasi, hem hipotezimizin dogrulanmasinda hem de Mg®" eksikliginin, baska hangi

hiicresel siiregleri etkilediginin anlasilmasi bakimindan 6nem tagimaktadir.

Proje kapsaminda yaptigimiz c¢aligmada, magnezyumun hiicre boliinmesi sirasinda
goriilen mitotik mikrotiibiillerin olusumu iizerindeki etkisi aragtirildi. GFP isaretli
mikrotiibiil anlatim1 yapan hiicreler, Mg*™" ye 6zgiin floresan probla yiiklendiginde, GFP
sinyali almmasma ragmen, mikrotiibiil yapilari goriilmedi. Bu nedenle, Mg*"' nin
mitotik mikrotiibiiller lizerindeki etkisi, Mg2+ transportu yapamayan, hiicre i¢i serbest

Mg*" diizeyi, kontrole gore diisiik oldugu belirlenen, ikili mutant irktan yararlamlarak
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gosterildi. Bolinme evresinde, Mg®" transportu yapamayan mutant hiicrede, mitotik
mikrotiibiil olusumunun, kontrol 1rka gore daha diisiik oldugu goriildii. Ikili mutant
irkta, sitoplazmik mikrotiibiillerin anlatimmin devam etmesine ragmen, mitotik
mikrotiiblillerin olugamamasi bize, mitotik mikrotiibiill olusumunda, sitoplazmik
mikrotiibiil olusumu igin gerekenden daha fazla Mg®™ ya ihtiya¢ oldugunu diisiindiirdii
[6]. Ayrica ¢alismamizin konusunu belirlemede ilham aldigimiz ¢alismadaki hipotezde,
hiicre dongiisii  siirecinde, hiicre i¢i diisen Mg®" konsantrasyonunun, mitotik
mikrotiibiillerin  olugsmasin1  sagladigr belirtilmisti. Ancak bulgularimiz, mitotik

'

mikrotiibiil olusumnda daha fazla Mg”" nin gerektigini gdstermektedir. Dolayisiyla
hiicre déngiisii siirecinde hiicre ici Mg®™ nin azalma nedeni, mitotik mikrotiibiillerin
olusmast igin kullanilmasi olabilir. Bununla birlikte Mg** transport sistemiyle alindig1
diistiniilen metallerle yapilan fizyolojik calismalarimiz, Schz. pombe' de Mg®*" transport
sisteminin aydinlatilmasi agisindan onem tasimaktadir. Gelecekte, Mg®" transport
sistemi kaldirilmig ikili mutant irkta, gen anlatim profillemesi ¢alismalarinin yapilmasi

gerekli olup, Mg®" eksikliginin hangi hiicresel yolaklari etkilediginin gdsterilmesi

acisindan yararli olacaktir.
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