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ONSOZ

Oksidatif stres tiim canlilar1 olumsuz etkileyen, ancak yasam siirecinde kaginilmaz bir
olaydir. Basta insan sagligi olmak iizere cesitli endiistriyel ve ¢evresel sorunlarla da
iligkili bu olay, temelde canlilardaki aerobik metabolizmanin dogal bir sonucudur ve
diinyadaki olumsuz kosullar (¢evresel kirleticiler, UV, kuraklik vb.) nedeniyle her gecen
giin daha da biiyiik O6nem kazanmaktadir. Bu nedenlerle, dogal oksidasyon-
antioksidasyon mekanizmalarinin aydinlatilmasi, oksidatif stresin Olciilmesi ve yol
acacagi sorunlarin giderilmesiyle ilgili bilimsel ¢alismalarin sayist oldukca fazladir.

Bu tez kapsaminda oksidatif strese ugratilmis Schizosaccharomyces pombe maya
tiirlinde olusturulan bazi hiicresel cevaplarin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla besi
ortamina artan derigimlerde H,O, uygulanarak oksidatif stres yaratilmis ve hiicreigi
oksidasyon diizeyleri belirlenen Orneklerde artan stres kosullarinin indirgenmis
glutatyon (GSH) diizeyini, katalaz aktivitesini ve lipit peroksidasyonunu nasil etkiledigi
arastirilmistir.

Bu calismada ele alinan oksidatif stres Olgiitlerinin ¢ogu S. pombe’de ilk kez
tanimlanmistir. Elde edilen bulgularin mayalarda ve memelilerde yiiriitiilen benzer
calismalara katkida bulunmasini diler; Yiiksek Lisans Ogrenimim sirasinda ve tez
calismalarim boyunca gosterdigi her tiirlii destek ve yardimlardan dolayr danismanim
Dog. Dr. Nazli ARDA’ya en igten dileklerimle tesekkiir ederim.
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OZET

OKSIDATIF STRES UYGULANMIS SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE DE
MOLEKULER CALISMALAR

Bu ¢aligmada, artan oksidatif stres kosullarinda Schizosaccharomyces pombe maya
hiicrelerinin olusturacagi molekiiler cevap hakkinda bazi ipuglari elde edilmesi
hedeflendi. Bu amagla 6ncelikle S. pombe’nin iireme egrisi elde edildi ve oksidatif stres
uygulamasi icin uygun zaman aralig1 (hiicre sayisinin yaklasik 2x107 hiicre/ml degerine
ulastig1 logaritmik evrenin ortalarina yakin bir aralik) belirlendi. Bu evrede her bir
deney grubu, bir saat slireyle 0.2 mM, 1.0 mM, 2.0 mM ve 5.0 mM hidrojen peroksit
(H20,) ile isleme sokuldu.

Her gruptaki hiicre canliligi ve H;O, duyarliligi, sirasiyla koloni sayim ydntemi ve
damla ekim deneyi ile belirlendi. Artan derisimlerdeki H,O, nin, dolayisiyla oksidatif
stresin hiicre sayisini belli oranda diisiirdiigii ve en yliksek derisimdeki H,O,’nin (5
mM) hiicre iiremesini % 50 oraninda inhibe ettigi gozlendi. Isik mikroskobuyla
gergeklestirilen analizler bu ¢alismada kullanilan stres kosullarinin hiicre morfolojisini
etkilemedigini ortaya koydu.

Kontrol (H,O, uygulanmamis) ve deney gruplarinda hiicrei¢i oksidasyon, lipit
peroksidasyonu, indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyi ve katalaz aktivitesi gibi stres
parametreleri spektrofluorometrik ve spektrofotometrik yontemlerle arastirildi. 0.2 mM,
1.0 mM ve 2.0 mM H,O, uygulamalariin S. pombe’de hiicreigi oksidasyon ve lipit
peroksidasyon diizeylerini artirdigi bulundu. 5.0 mM H,0, uygulanan 6rnekte ise, bu iki
gostergenin kontroldekilere gore yiiksek, fakat diger deney gruplarindakilere gore diisiik
oldugu belirlendi. Artan derisimlerdeki H,O, tiim 6rneklerde GSH diizeyini kontrole
gore belirgin sekilde diisiirdi. Bu sonu¢ hiicre sayilar1 dikkate alinarak
degerlendirildiginde, canli hiicre sayist kontrole gore diisiik olan 0.2 mM H;0,
uygulanmis grupta bir uyumluluk cevabinin gelistirilmis olabilecegi diisiiniildii. 0.2 mM
ve 1.0 mM H,0, uygulanmig 6rneklerde katalaz aktivitesinin yiikseldigi, 2.0 mM ve 5.0
mM H,0, uygulanmis orneklerde ise diistiigii gézlendi. Bu bulgularla birincil islevi
H;O,’nin uzaklastirilmast olan bu enzimin S. pombe’de antioksidan savunma
metabolizmasindaki roliine iliskin kapsamli bir degerlendirme yapilamadi. Bu
calismada ele aliman molekiiler parametrelerden 6zellikle GSH diizeyinin, oksidatif
stresin giivenilir bir gostergesi olarak kabul edilebilecegi yargisina varildi. Tim
bulgular canlilik oranlar1 dikkate alinarak degerlendirildiginde, S. pombe’de oldiiriicii
etki yaratmayan, diisiik dozda bir oksidatif stresin (6rnegin, 0.2 mM’hik H,O,
uygulamasinin) hiicrelerdeki savunma mekanizmalarint uyardigt ve uyumlulugu
artirdig1 sonucuna varildi.

Bu calismada S. pombe’deki bazi giivenilir oksidatif stres gostergeleri ilk kez
tanimlandi ve S. pombe’nin dkaryotik hiicrelerde meydana gelen oksidasyon/rediiksiyon
reaksiyonlarinin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in uygun bir model
sistem oldugu bir kez daha anlasildi. Elde edilen verilerin maya ve memeli hiicrelerinde
redoks dengesi ve bununla iligkili siirecler konusunda ileride yapilacak c¢alismalara
temel olusturacag: diisiiniilmektedir.
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SUMMARY

MOLECULAR STUDIES ON SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE
EXPOSED TO OXIDATIVE STRESS

This study was aimed to find out some evidences on the molecular response of
Schizosaccharomyces pombe yeast cells in increased oxidative stress conditions.

For this purpose, primarily the growth curve of S. pombe was evaluated and the proper
time (early mid-log phase that the cell number reached approximately 2x10” cell/ml )
for oxidative stress treatment was determined. In this period, each experimental group
was treated with 0.2 mM, 1.0 mM, 2.0 mM ve 5.0 mM hydrogen peroxide (H,0,) for
one hour.

Cell viability and H,0O, sensitivity of each group was determined by colony counting
method and spot assay, respectively. It was observed that increased H,O, concentration,
consequently oxidative stress lowered the cell number by a distinct ratio and the highest
(5.0 mM) H,0, concentration inhibited the cell growth by 50 %. Analyses performed
with light microscobe has revealed that oxidative stress conditions used in this study did
not effect the cell morphology.

Some oxidative stress parameters such as intracellular oxidation, lipid peroxidation,
reduced glutation (GSH) level and catalase activity were examined by
spectrofluorometric and spectrophotometric methods in both control (not treated with
H,0,) and test groups. It was found that 0.2 mM, 1.0 mM and 2.0 mM H,0O, treatments
increased the intracellular oxidation and lipid peroxidation levels in S. pombe. These
two parameters were lower in 5.0 mM H,O,-treated sample then those of control, but
higher then those of the other test groups. Increased H,O, concentrations caused a
significant decrease in GSH level for all samples compared to the control. When this
finding was evaluated regarding with the cell numbers, it was estimated that an adaptive
response could be progressed in 0.2 mM H,0O,-treated sample which has a lower cell
viability respect to control group. Catalase activity increased with 0.2 mM or 1.0 mM
H,0, treatment, but decreased with 2.0 mM or 5.0 mM H,O, treatment. An overall
conclusion could not be done related with the role of this enzyme which primary
function is decomposition of HO; on antioxidant defense metabolism in S. pombe with
these findings. Among the parameters investigated in this study, particularly GSH level
was approved as a reliable indicator of oxidative stress. When all findings were
evaluated by taking note of cell viability, it was concluded that oxidative stress in a
sublethal, low dose (for example treatment with 0.2 mM H,0,) stimulated the defence
mechanisms in the cells and increased the adaptation in S. pombe.

In this study, some of the reliable indicators of oxidative stres in S.pombe were
described for the first time and S. pombe has been reconsidered to represent a suitable
model system for the elucidation of molecular mechanisms of oxidation/reduction
reactions take place in eukaryotic cells. Data obtained here is expected to constitute a
basis for the further studies on redox balance and related processes in yeast and
mammalian cells.
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1. GIRIS

Aerobik canlilar yasamak i¢in molekiiler oksijene gereksinim duyarlar. Ancak temel enerji
iretim siire¢lerinin mutlak eleman1 olan bu molekiil, yararl islevlerinin yani sira, hiicre i¢in
zararlt bazi donligimlerin de wuyaricisidir. Oksijenin  olumsuz etkileri Onemli
biyomolekiillerin yapisini bozan ve reaktif oksijen tiirii (ROT) olarak adlandirilan atom ve
molekiiller olusturabilme 6zelliginden kaynaklanir (Packer, 1984). ROT larin olusumundan
sorumlu tek molekiil oksijen degildir. Diger bazi etkenler (radyasyon, ultrason, yiiksek
sicaklik, ozmotik ve iyonik stres, yaralanma, enfeksiyon, mutasyon) ve hiicre i¢ine giren
yabanci maddeler (ksenobiyotikler) de ROT olusturabilir (Mathews ve dig., 2000). Gerek
radikal gerekse radikal olmayan ROT lar basta proteinler, lipitler ve DNA olmak {izere tiim
biyomolekiillerin zarar gérmesine ve bdylece hiicresel islevlerin aksamasina yol agarlar.
Enzimlerin ig goremez hale gelmesi, lipitlerin oksidasyonu sonucunda membranlarin
bozulmasi, DNA’da kiriklar olusmasi ve diger bir¢ok metabolitin oksitlenerek islevini
yitirmesi canlinin metabolizmasinda ¢ok 6nemli bozukluklara ve sonu 6liimle biten yikim
olaylarinin baglamasina neden olur (Lee ve dig., 1999). Canlilar bdylesine zararh etkileri
olan oksidanlara kars1 ¢esitli antioksidan savunma sistemleri gelistirmislerdir. Antioksidan
etkiye sahip enzimlerinin yani sira sentezledikleri ve/veya disaridan aldiklari cesitli
maddelerle kendilerini korumaya ve zarar gdren molekiilleri onarmaya calisirlar. Insanda
oksidatif stresle iliskili en temel siireglerin basinda yaslanma gelir. Ayrica yetersiz
antioksidan savunma ve olagandis1 oksidan stres kosullarinin kanser, ndrodejeneratif
hastaliklar ve dolasim sistemi bozukluklar1 gibi ciddi patolojik olaylarla iligkili oldugu
bilinmektedir (Gate ve dig., 1999). Cu, Mn, Zn, Se gibi eser elementlerin veya riboflavin
gibi vitaminlerin yoklugu, antioksidan enzimlerin aktivitelerini kaybetmesine ve hastalikla

iligkili oksidatif strese yol agar (Sipowicz ve dig., 1997). Oksidatif hasarin insanda 100



kadar hastaligin gelismesinde rolii vardir (Mathews ve dig., 2000). Oksijen
metabolizmasindaki bazi kusurlu genlerin Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) ve Alzheimer
gibi norodejeneratif hastaliklar tetikledigi one siiriilmektedir. (Mathews ve dig., 2000;
Valentine, 2002).

Canlilarin yasam kalitesini bozan oksidatif stres, biyoteknolojik iiretim siireglerinde de
sorun yaratir. Ozellikle sistemdeki oksijen dengesini bozan ve mikroorganizma iiremesini

inhibe eden dozlar1 biiylik maddi kayiplara yol agabilir (Penninckx, 2000).

Gerek saglik gerekse ekonomi agisindan 6nem tasiyan bu konuyla ilgili bilimsel ¢alismalar
son yillarda biiylik ivme kazanmustir. Oksidatif stresin zararl etkilerini ortadan kaldirmak
amaciyla basta insan olmak iizere, cesitli canli sistemlerinde oksidasyon-antioksidasyon
mekanizmalarin1 aydinlatmaya, problemlerle iliskilendirmeye ve c¢oziimler iiretmeye
yonelik pek ¢ok arastirma yiiriitiilmektedir. Bunlar arasinda insan ve diger yiiksek
organizasyonlu Okaryotlar i¢in uygun bir model olarak kabul edilen mayalar {izerinde

yapilan aragtirmalar da oldukga dikkat ¢ekicidir.

Maya hiicreleri makromolekiiler diizeyde memeli hiicreleriyle biiyiik benzerlikler gosterir
(Costa ve Moradas-Ferreira, 2001). Bu nedenle oksidatif stresin yaslanma (Droge, 2003),
apoptosis (Mandavilli ve dig., 2002) ve ¢esitli hastaliklarla (Davies ve dig., 1999) iliskisi

konusunda yiiriitiilen ¢alismalarda genis capta yer alir.

S.pombe kromozom sayisinin az (n=3) olmasi, kolay islenebilir ve dizisi tamamlanmig bir
genoma sahip olmasi, molekiiler yapisinin yiiksek organizasyonlu Okaryotlara, 6zellikle
insana ¢ok benzemesi (sinyal transdiiksiyon yollarinin bir ¢ogunun ve sahip oldugu bazi
proteinlerin homoloji gostermesi) ve karsilagtirmali caligmalara elverisli olmasi nedeniyle

cok 1yi bir model organizma olarak literatiire ge¢mistir (Wood ve dig., 2004)

Bu calisma Schizosaccharomyces pombe maya tiriinde oksidatif stres uygulamasinin yol
acacagl bazi biyokimyasal degisimleri inceleyerek mayanin bu strese verecegi cevaba

iliskin molekiiler ipuclar1 elde etmeyi hedeflemektedir.



Bu amagla S.pombe hiicreleri artan derisimde H,O, ile isleme sokulmus ve oksidatif
stresteki artisin bazi stres Olglitlerini nasil etkiledigi arastirilmistir.
Stres Olgitii olarak:

* dogrudan hiicreici oksidasyon diizeyi

» antioksidan bir metabolitin (indirgenmis glutatyon, GSH) diizeyi

= antioksidan bir enzimin (katalaz) etkinligi

» lipit peroksidasyonu son iirlinlerinden malondialdehitin diizeyi

secilmistir.

Ayrica uygulanan farkli derigimlerdeki H,O;’nin canli hiicre sayis1 lizerindeki etkisi
incelenmistir. Stres uygulanmis (deney gruplari) ve uygulanmamus (kontrol grubu) hiicreler
icin elde edilen tiim veriler karsilastirmali olarak degerlendirilmis ve artan derisimlerde
H,0,’nin, dolayisiyla oksidatif stresin S.pombe yabani irkinda yol a¢tigi molekiiler

degisiklikler yorumlanmaya ¢aligilmstir.

Calismada elde edilen verilerin, S. pombe’de oksidatif stres sonucunda indiiklenen genlerin
ve bunlarin iriinlerinin belirlenmesine yonelik olarak ileride yapilmasi planlanan diger

molekiiler calismalara temel olusturmasi beklenmektedir.

Kullanilan model organizma ile elde edilecek sonuclarin oksidasyon-rediiksiyon
stireglerinin 6nem tasidig1 degisik alanlarda (saglik, gida, kozmetik, ¢evre, fermentasyon

uygulamalar1 vb.) yiiriitiilen arastirmalara da katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. REAKTIF OKSIJEN TURLERI VE OLUSUM YOLLARI

Molekiiler oksijenin solunum sirasinda tam olmayan rediiksiyonu ve peroksizomlardaki
lipit metabolizmasi ROT olusumunda Onciidiir. Ayrica NADPH oksidaz, miyeloperoksidaz,
ksantin oksidaz, glukoz oksidaz, sitokrom P450 enzimleri ve siklooksijenazlar gibi
oksidorediiktazlarin aktivitesiyle olusurlar (Mathews ve dig., 2000). Reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu, temel savunma mekanizmalar1 ve bunlarin birbiriyle iligkisini gosteren

metabolik siireclerin bir 6zeti Sekil 2. 1’de verilmistir.

En ¢ok iiretilen reaktif oksijen tiirleri siiperoksit radikali (O,""), hidroksil radikali (HO®) ve
hidrojen peroksit (H,O,)’tir. Bunlardan ilk ikisi serbest radikal yapisindadir, yani

ortaklanmamis elektron igerir; H,O, ise radikal olmayan bir reaktif oksijen tiiriidiir.

Oksidatif stres olusturma kapasitesi yiiksek siiperoksit radikali molekiiler oksijene (O;) bir
elektron katilmasiyla olusur. Baz1 oksidazlarin (6rnegin, ksantin oksidaz), fotosentezde is
goren kompleks I’in, solunum zincirindeki elektron tasiyicilarinin (6zellikle ubikinonun)
katildig1 yan reaksiyonlarla ve semikinon ara iiriinlerinden aktarimla (6rnegin, endoplazmik
retikulumdaki monooksijenaz reaksiyonlar1 sirasinda) meydana gelir (Michal, 1999).
Okaryotik hiicrelerde siiperoksit radikalinin ¢ok biiyiik bir kismi elektron tasima zinciri
kokenlidir. Bu radikal yiiksek organizasyonlu canlilarda aktiflesmis makrofajlar tarafindan

da iiretilmektedir. Inflamasyon sirasinda NADPH oksidaz igeren sitokrom bssg, O5°

olusturur ve bunu siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi araciligiyla H,O,’ye doniistiiriir. Bu



bilesik de miyeloperoksidaz tarafindan savunmada kullanilacak asindiric1 hipoklorit

(HOCI)’e gevrilir. Yiiksek enerjili 1s1tma da O," ~ olusturur.

Siiperoksit radikali en toksik ROT’tur. Biyolojik zarlardaki doymamis fosfolipitlerle
reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna yol agar, tiyoller ve katesoller gibi diisiik
molekiil agirligina sahip indirgeyicileri oksitler; bazi enzimlerin aktivitesini ortadan
kaldirir, nitrik oksit (NO) ile reaksiyona girerek giiclii bir oksidan bilesik olan
peroksinitritin olusumuna neden olur, demirin serbestlesmesine yol acarak Fenton
reaksiyonunu (metal iyonlar1 ve H»O,’nin hidroksil radikali olusturma reaksiyonu)

indiikler.

Eslesmemis elektrona sahip olmadigi i¢in gercekte bir radikal olmayan hidrojen peroksit
(H207) cesitli oksidazlarin (6rnegin NADPH oksidaz, glukoz oksidaz) {iriinii olarak
olusabilecegi gibi, hemoproteinlerin ve flavoproteinlerin oto-oksidasyonu ile de meydana

gelebilir (Michal, 1999).

Hidrojen peroksitin reaksiyona girme egilimi siiperoksitten daha az olmakla beraber, bu
madde ¢ok kolay yayilabilme ve plazma zarmi kolaylikla gegebilme 6zelligine sahiptir.
DNA'’ya, lipitlere ve proteinlere baglanir ve bunlar1 oksitler (Kehler, 1989). H,O,
semikinonlarla reaksiyona girerek veya O," ile etkileserek (Haber-Weiss reaksiyonu) veya
serbest metallerle Fenton reaksiyonuna girerek ¢ok zararli hidroksil radikalini (HO®)
olusturur, agir metal iyonlariyla etkileserek protein inhibisyonuna (6zellikle
hemoproteinler) yol acar. Bu etkilerinin bir 6zeti Sekil 2.1°de goriilmektedir. H,O, nin O,

ve H,O’ya ayrisimi katalaz ve cesitli peroksidazlarla gerceklesir.






Hidroksil radikali (HO®) en reaktif, en kisa omiirli ve ozgiinligii en diisik ROT tur
(Michal, 1999). Her molekiile saldirarak radikal zincir reaksiyonlarimi baslatir ve
biyomolekiillere biiyiik zarar verir. Bu radikal Fenton reaksiyonlariyla da olusabilir, fakat
ana kaynagi H,O,’nin semikinonlarla ve diger indirgeyicilerle girdigi reaksiyonlardir. HO®
cok hizli bir sekilde komsu molekiillerle reaksiyona girer. Ozellikle DNA'nin piirin ve
primidin bazlar ile etkilesir. Ayrica tiyol grubu igeren biyolojik molekiillerden H atomu
cikarabilir (R-H + HO®*—RS® + H,0). Sonugta olusan siilfiir radikalleri ilging kimyasal
ozelliklere sahiptir. Siilfiir radikalleri, O, ile birleserek RSO,* ve RSO® gibi oksi siilfiir
radikallerini olusturur. Bunlarin bircogu da basta proteinler olmak iizere tiim biyolojik

molekiillerin yapisini bozar.

Peroksit radikalleri (ROO®), HO® ve O," radikallerinin saldirisiyla olusmus organik
radikallerin O, ile kendiliginden ve hizli bir sekilde reaksiyona girmesi sonucu olusurlar ve
lipit peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarina katilirlar. Singlet oksijen ('O,), molekiiler
oksijenin fizyolojik kosullarda uyarilmasiyla olusur. Fotosentez, HOCI ile peroksinitritin
enzimatik olmayan etkilesimi vb. olaylar sirasinda olusabilir (Michal, 1999). ROT’larin,

fizyolojik olaylarda, 6zellikle regiilasyonda 6nemli gorevleri vardir.

Bazi ROT’lar sinyal dagitiminda gérev alir. Ornegin, H,O, nin fizyolojik gorevlerinden
biri, belirli genlerin transkripsiyonunu saglayan NFkB transkripsiyon faktoriiniin niikleusa
gecisini (niiklear translokasyon) aktive etmektir. Normal hiicresel metabolizma oldukga
yiiksek oranda ROT iiretir. Ornegin, insanda siiperoksit anyonunun bir giinde 1 hiicre
basina 0.02 pikomol (tiim viicutta ~0.15 mol) diizeyinde {iretildigi Ongoriilmektedir

(Mathews ve dig., 2000).

2.2. ANTIOKSIDANLAR VE SAVUNMA SiSTEMLERI

Hiicreler herhangi bir nedenle iiretimi artan reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkilerinden

korunmak i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan c¢esitli antioksidan savunma sistemleri



gelistirmislerdir. Degisik canli gruplarinda farkli mekanizmalarla etkili olan bu sistemlerin
basinda siiperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
enzimler gelir. Ayrica glutatyon, tiyoredoksin ve glutaredoksin sisteminin elemanlar1 gibi
tiyol bilesikleri ile taurin, hipotaurin, y-lipoik asit, bilirubin, {irik asit, ubikinon, A vitamini
(retinol), C vitamini (askorbik asit), E vitamini (o-tokoferol) ve cesitli sekonder

metabolitler (fenolik maddeler, flavonoitler, terpenler vb.) antioksidan aktiviteye dnemli

katki saglar (Gate ve dig., 1999).

2.2.1. Antioksidan Enzimler

Hiicrede yer alan ve oksidan molekiilleri toksik olmayan molekiillere doniistiiren
antioksidan enzimlerden en temel olanlar1 Sekil 2.1°de gosterilmistir. Ayrica antioksidan
bir molekiil olarak is goren indirgenmis glutatyonun (GSH) ¢evrimini saglayan glutatyon
rediiktaz ve yapist bozulan molekiillerin onariminda gorev alan bazi enzimler (6rnegin,
DNA onarim enzimleri, metiyonin siilfoksit rediiktaz) de antioksidan savunmada dolayl

roller ustlenirler.
Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit radikal anyonunu daha az toksik olan hidrojen peroksite ve oksijene doniistiiriir.

20%,+2H " H,0,+0,

SOD’un iki tipi vardir:
1) Mangan iceren ve mitokondride bulunan Mn-SOD
2) Sitozolde yer alan ve bakir, ¢inko bagimli SOD (Cu/Zn-SOD) (Halliwell ve
Gutteridge, 1992).

Bu enzimler oksidatif strese kars1 gelistirilen savunmanin ilk hattini1 olustururlar.



Katalaz (CAT)

Hiicresel detoksifikasyonda ikincil etkili enzim olan katalaz H»O,’yi su ve oksijene ¢evirir.
Katalaz iki islevli bir enzimdir (Aebi, 1984).

1. Katalitik aktivite: HO, nin su ve oksijene doniistiiriilerek yikilmasi.

H,0, + H,0, _AT ), 2 H,0 + 0,

2. Peroksidatif aktivite: Metanol, etanol, formik asit, fenoller gibi H vericilerinin 1 mol

hidrojen peroksitle reaksiyona girerek oksitlenmesi.
H,0,+ AH, AT 3 2H,0+ A

Hangi reaksiyonun oncelikli olacagit H vericilerinin derisimine ve sistemde iiretilen
H,0,’nin miktarina baghdir. Her iki durumda da 6nce aktif bir katalaz- H,O, kompleksi
(kompleks I) olusur. ikinci H,O, molekiiliiniin kompleks I’e H vericisi olarak is gordiigii

H,0; yikim reaksiyonu, peroksidatif reaksiyona gore olduk¢a hizli gerceklesir.

Yapisinda protoporfirin IX Fe (Hem) grubu bulundugundan bir hemoprotein olarak kabul
edilen katalaz, hemen tiim hayvan hiicrelerinde ve aerobik mikroorganizmalarda bulunur.
Mayalarda yer alan katalaz ilk olarak Seah ve Kaplan (1973) tarafindan karakterize

edilmistir.
Glutatyon Peroksidaz (GSHPX)

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

(Sekil 2. 1). Bu reaksiyon sirasinda H,O; de suya indirgenmis olur.

2GSH + H,0, S3PXy GSSG + 2H,0
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Glutatyon Rediiktaz (GR)

Bu enzim glutatyon metabolizmasinin énemli bir elemamdir ve NADPH’nin NADPye
cevrilmesiyle beraber GSSG’nin GSH’ye doniisiimiinii saglar. Bu reaksiyon GSH’nin in
vivo varligl i¢in esastir.

GSSG + NADPH +H'—S® 5. 2GSH +NADP

2.2.2. Antioksidan Metabolitler

Indirgenmis Glutatyon (GSH)

Ksenobiyotiklere ve dogal olarak ortaya ¢ikan serbest radikal ve hidroperoksitlere karsi
hiicresel savunmada gdrev alan bu tiyol bilesigi tripeptit (y-Glu-Cys-Gly) yapisindadir.
Hemen hemen tiim memeli dokularinda bulunan bu molekiildeki aktif grup molekiildeki
sistein amino asidinin tiyol (-SH) grubudur. Glutatyonun insan viicut sivilarindaki derigimi
cok diisilk (mikromolar diizeyinde) olmakla beraber bdbrek, karaciger, akciger gibi
toksinlerin etkisine agik organlarda ve bagirsaklarda yiiksek derisimde (milimolar
diizeyinde) yer alir (De Leve ve Kaplowitz, 1991). Hiicredeki sentezi y-glutamilsistein
sentetaz (GCS) ve glutatyon sentaz (GS) enzimlerinin gorev aldigi alti kademeli bir
reaksiyon serisiyle (y-glutamil ¢evrimi adi verilir) gerceklesir. Glutatyon sentezi ve

metabolizmasi Sekil 2.2°de 6zetlenmistir.
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RFHENH
NH,
@ aming asit
R /TAT—STHJE!HH sisteinil glisin
| {glutatyon)
CO-NHCHCOOH i‘lHrSH ADP + P,
(CHa)y HaNCHCO-NHCH,COOH @
! 1 sisteinil glisin ATP
|
COOH @k Hi’“ﬁ” GHz-SH
y-glutamil amino asit CH5H ?U_Nw:HEDﬂH
© I
RCHOOOH HaNCHCOOH ez yeglutamil sistein
sistein CH
NH, sk
arming asit COOH
ADP + P,
" >y (O)
a/<_~>< (CHa, ATP
H COOH @ %HNH:

J-oksoprolin S—T/', Soon
ATP apP+P, glutamik asit

Sekil 2.2: Glutatyon sentezi ve metabolizmast: ( @gltamil sistein sentetar, (b ghutatyon
sentetaz, (Chy-ghutarmnil sildotransferaz, (foksoprolinaz, (8) v-glutamiltranspeptidaz
(Fpeptidaz) (Pastore ve dig., 2003)

GSH’nin toksik maddelerin uzaklastirilmasinda ve hiicrenin korunmasinda 6énemli rolleri
vardir. Detoksifikasyondaki iglevleri asagidaki sekilde 6zetlenebilir:
= peroksidaz reaksiyonlariyla H,O, nin dogrudan veya dolayli olarak uzaklastirilmasi
ve lipit hidroperoksitlerinin indirgenmesi,
= glutatyon-S transferaz araciligiyla ksenobiyotiklere baglanarak hidrofilik 6zelligin
artirllmasi1 ve ksenobiyotigin hiicreden atiliminin kolaylastirilmas: (Gate ve dig.,
1999),
= protein disiilfit reaksiyonuyla proteinlerin (6rnegin, instilin)
yiikseltgenme /indirgenme (redoks) diizeyinin ayarlanmasi (bu islev insan, arke ve
bakteride tanimlanmistir).
® amino asitlerin hiicre i¢ine alinmasi,
» bazi bakterilerde riboniikleotitlerin indirgenmesi ve deoksiriboniikleotitlerin

olusturulmasi.
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= bazi biyosentez reaksiyonlar1 i¢in gerekli molekiil ciftlerinin (konjugatlarin)

olusturulmasi (Michal 1999).

Glutatyon, koenzim A, cesitli enzimler ve proteinler gibi bir¢ok molekiile, siilfidril

gruplarinin sokulmasinda rol oynayan transhidrojenasyon reaksiyonlarina da katilir.

GSH metabolizmasindaki aksamalarin insanda birgok hastalikla iligkili oldugu
gosterilmistir. Viral infeksiyonlar (Loguercio ve dig., 1992; Shigesawa ve dig., 1992; Staal
ve dig., 1992), solunum yolu hastaliklar1 (Pachter ve dig., 1991; Grigg ve dig., 1993),
norodejeneratif hastaliklar (6rnegin Parkinson) (Jenner, 1994) ve dolasim (Forman ve dig.,

1988) bozukluklarinda GSH diizeyinin diistiigii bildirilmektedir.

Ayrica GSSH’nin GSH’ye indirgenmesinde 6nemli rol oynayan NADPH nin eksikligi ¢cok
bliyiik sorunlar yaratir. Mitokondri igermedigi icin NADPH rejenerasyonunun sadece
glukoz-6- fosfat dehidrogenaz tarafindan saglandig eritrositlerde, bu enzimin aktivitesinde
X’e bagli bir bozukluk tasiyan bireyler (100 milyondan fazla insanda goriilmiistiir)
malaryaya kars1 gelistirilmis bazi ilaglar1 aldiklarinda veya bakla ( Vicia faba) yediklerinde
daha da ileri diizeyde etkilenerek hemolitik anemi sonucu hayatlarin1 kaybedebilirler

(Michal, 1999).

Diger Metabolitler

E vitamini (a-tokoferol) gibi radikal siipiiriiciiler, radikal islevini kendileri iistlenerek
uzun Omiirlii radikaller olustururlar ve zincir reaksiyonlarini sonlandirirlar (bkz. Sekil 2.1) .
Daha sonra da birbirleriyle veya diger fizyolojik antioksidanlarla (6rnegin, askorbat, iirik

asit vb.) reaksiyona girerek yok edilirler (Zhang ve Omaye, 2001).
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2.3. ONEMLI HUCRESEL BILESENLERIN OKSiDASYONU

2.3.1. Lipit Peroksidasyonu

Reaktif oksijen tiirlerinin zar yapisi ve islevleri tizerindeki zararli etkileri en ¢ok arastirilmig
konulardan biridir. Hidroksil radikalinin (HO®) neden oldugu en yaygin biyolojik hasar tipi
lipit peroksidasyonudur. Lipit peroksidasyonu normal kosullar altinda dogal bir siiregtir.
Oksidatif stres uygulanmasi sonucunda lipitlerde olusan hasarlar, temelde zar lipitlerinin
baslica yapitast olan ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) otokatalitik bir siiregle
oksidasyona ugramalarindan kaynaklanir (Costa ve Ferreira, 2001). Bu siirecle birlikte yag
asitlerinin hidroperoksitleri olusur ve bunlar da pargalanarak, epoksitler, aldehitler ve
alkanlar gibi yan {riinlere doniisiir. Bu iriinlerden bazilar1 ¢ok reaktiftir, DNA ve

proteinleri hasara ugratarak baglangic serbest radikal olaylarini artirirlar.

Lipit peroksidasyonu zardaki PUFA miktar ile, lipit hidroperoksitlerinin toksisitesi ise
koenzim Q ve glutatyon diizeylerindeki azalma ile iliskilidir. Koenzim Q ve E vitamini gibi
maddeler hiicrelerdeki lipit peroksil radikallerini indirgeyerek koruma saglarlar. Lipit
hidroperoksitlerinin pargalanma {iriinlerinden biri olan 4-hidroksi-2-nonenal’in, Go\G;
evresinde hiicre bdliinmesini inhibe ettigi bildirilmistir. Hiicre bdliinmesinin yeniden
baslamasi i¢in de novo glutatyon sentezinde artig olmasi gerekmektedir (Costa ve Ferreira,

2001).

Lipit peroksidasyon silireci baslama, uzama ve bitis olmak {izere ii¢ boliimden olusur
(Shewfat ve Purvis, 1995). Lipit peroksidasyonunun temel asamalar1 ve bu sirada olusan

bazi toksik bilesikler Sekil 2. 3’te goriilmektedir.
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Baslama: PUFA-H + X°* — PUFA® + X-H
(lipit radikali)

PUFA® + O, — PUFA-OO*
(lipit peroksil radikali)

Uzama: PUFA-OO°® + PUFA-H — PUFA-OOH + PUFA®
(lipit hidroperoksit)

Fe™ kompleksi + PUFA-OOH — Fe " kompleksi+OH + PUFA-O°
(lipit alkoksil radikali)

Bitis: PUFA-OOH — 2-alkenal, heksanal, 2,4- heptadienal, 2-nonenal, malondialdehit

Sekil 2. 3: Lipit peroksidasyonunun agamalar1

Hidroksil radikalleri ve singlet oksijen PUFA'larin metilen gruplar ile reaksiyona girerek
konjuge dienler, lipit peroksil radikalleri ve hidroperoksitleri olustururlar (Blokhina ve dig.,
1995). Reaksiyona girme egilimi olduk¢a yiiksek olan peroksil radikali zincir
reaksiyonlarini artirabilir. Olusan lipit hidroperoksitleri (PUFA-OOH), indirgeyici metaller
(Ornegin, Fe™) tarafindan kesime ugratilarak alkoksil radikallerine doniistiiriiliir ve bu

radikal de ek zincir reaksiyonlarini baslatabilir (Buettner ve dig., 1993).

PUFA-O® +PUFA-H — PUFA-OH+PUFA®

Lipit hidroperoksitleri ve lipit yikiminin oksitlenmis {iriinleri sinyal transdiiksiyon yolunda

da gorev alirlar (Tarchevski, 1992).
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2.3.2. Protein Oksidasyonu

Proteinler, tiim reaktif oksijen tiirleri tarafindan dogrudan oksitlenebilecegi gibi, lipit
peroksidasyonu irilinleriyle reaksiyona girerek de degisiklige ugrayabilir. Siiperoksit
radikalleri 6zellikle enzimlerdeki 4Fe-4S kiimelerini oksidasyona ugratarak demir agiga
cikarir ve enzimleri inaktive eder. Hidrojen peroksit, siiperoksite gére daha zayif bir
oksidan olup proteindeki sistein amino asitlerinin aktif yerlerinde bulunan tiyol gruplarinin
oksidasyonunu gerceklestirir ve bazi enzimlerin aktivitesini ortadan kaldirir. Tiyol
gruplarinin oksidasyonu, proteinlerdeki sistein bakiyeleri ile glutatyondaki tiyol grubu
arasinda kurulan kovalent baglarla karmasik distilfitlerin olusumuna 6nciiliik eder. Hidrojen
peroksit ayn1 zamanda,proteindeki metiyonin amino asitlerini metiyonin siilfoksite veya

sullfana oksitler.

Hidrojen peroksitin indirgenmesiyle olusan hidroksil radikalleri en biiyiik zarar1 metal
iyonlarimin varliginda (Fenton reaksiyonu yoluyla) verir. Amino asit kalintilarinin karbonil
tirevlerine oksitlenmesi de hidrojen peroksitin 6nemli toksik etkilerinden biri olarak
degerlendirilmektedir. Ozellikle baz1 amino asitlerin (atjinin, prolin, lizin ve histidin)
karbonil  olusturma  egilimi  yiiksektir. Mayada H;O;’nin  uyardigi  protein
karbonilasyonunun 6zgiin oldugu ve aktivitesini yitiren baslica enzimlerin gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz ve bazi mitokondriyal enzimler oldugu bulunmustur (Costa ve dig.,
2002). Peroksinitritin sinir hiicrelerindeki bazi proteinlerin bozulmasina yol agtig1, bunun
da MS (“multiple sclerosis”) hastaliginda 6nemli bir etken oldugu 6ne siiriilmektedir

(Davies, 1999).

2.3.3. DNA Oksidasyonu

DNA’nin oksidasyonu temelde baz ve seker gruplarina serbest radikal eklenmesi veya
cikarilmasiyla gergeklesir (Dizdaroglu ve dig., 2002). Sonugta; seker ve bazlarda
modifikasyonlar, tek ve cift zincir kiriklari, bazsiz bolgeler ve DNA-protein ¢apraz baglari

meydana gelir . Bu hasarlardan baz modifikasyonlar1 dldiiriicii ve mutajenik etkilerinden
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dolayr onemlidir. S.cerevisiac’de hidrojen peroksit ve siiperoksit olusturan bilesiklerin
bazlarin oksidasyonunu uyardigi, zincir kiriklarina neden oldugu ve kromozom igi

rekombinasyon sikligini artirdigi bulunmustur (Costa ve dig., 2002).

2.4. MAYALARDA OKSIDATIF STRES

Maya hiicreleri gerek dogal olarak, gerekse insanlarin yol agtig1 ¢esitli ¢evresel etkilerle
olusan bazi stres kosullar1 altinda yasamak zorunda kalirlar (Walker, 1998). Mayalarin
karsilasabilecegi bazi ¢evresel stres kosullar1 Tablo 2.1’de 6zetlenmistir. Metabolizma
sirasindaki kimyasal stres, iireme ortaminda bulunan bilesiklerden veya mayalar tarafindan
iretilen toksik metabolitlerden kaynaklanabilir. Bunlara ek olarak, bazi endiistriyel siiregler
de [fermentdrlerdeki mayalarin asit ile yikanmasi veya bazi yiyeceklere koruyucularin
(0rnegin, zayif asitlerin) eklenmesi gibi] maya hiicreleri iizerinde kimyasal stres yaratir.

Maya hiicrelerini etkileyen stres kosullari iginde oksidatif stresin de 6nemli bir yeri vardir.

Tablo 2.1 Mayalarin karsilasabilecegi bazi ¢evresel stres kosullar: (Walker, 1998)

Fiziksel stres kosullar1
Is1 soku
Ozmotik sok
Kurutma / susuzlastirma
Yiiksek su / gaz basinct
Radyasyon
Kimyasal stres kosullari
Etanol ve diger metabolitlerin toksisitesi
Besin sinirlamasi / aglik
Oksidatif stres
pH soku
Metal iyonu stresi
Kimyasal mutagenez
Biyolojik stres kosullar1
Hiicresel yaslanma
Genotipik degisimler (kromozom kaybi1 vb.)
Diger organizmalar ile yarisma

Ozellikle aerobik solunum siirecinde O,"", H,O, ve OH® gibi reaktif oksijen tiirleri maya
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hiicrelerini hedef alir. Ureme ortamindaki ¢dziinmiis oksijen derisimi artarsa veya iyonize
radyasyon uygulanirsa, bu partikiillerin proteinler, lipitler ve DNA’da yol agacagi oksidatif
hasar artar. Maya hiicrelerinin oksidatif stres ile karsilastiklarinda, igerdikleri antioksidan
molekiiller ve enzimler araciligiyla aktif oksijeni ortamdan uzaklastirmaya calistiklar
bildirilmektedir (Walker, 1998). Mayalardaki antioksidan savunma sistemleri Tablo 2. 2’de

Ozetlenmistir.

Tablo 2.2 Mayalarda yer alan temel antioksidan savunma sistemleri (Walker, 1998)

Savunma enzimleri ve kimyasallar  Islevi

Enzimler
Cu/Zn siiperoksit dismutaz Siiperoksit anyonun uzaklastirilmasi (sitoplazma)
Mn siiperoksit dismutaz Stiperoksit anyonun uzaklastirilmasi (mitokondri)
Katalaz A Hidrojen peroksitin pargalanmasi (peroksizom)
Katalaz T Hidrojen peroksitin par¢calanmasi (sitoplazma)
Sitokrom c peroksidaz Hidrojen peroksitin indirgenmesi
Glutatyon rediiktaz Yiikseltgenmis glutatyonun indirgenmesi
Kimyasallar
Glutatyon Oksijen icermeyen radikallerin uzaklastirilmasi
Metallotiyonein Cu'” baglama, siiperoksit ve hidroksil radikallerinin
uzaklastiriimasi
Tiyoredoksin Proteinlerdeki disiilfit baglarinin indirgenmesi
Poliaminler Lipidlerin oksidasyondan korunmast

Oksidatif stresin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik pek cok c¢aligma

mayalarla gerceklestirilmistir.

S.cerevisiae’de konuya iligkin ¢ok sayida metabolik ve genetik calisma yapilmigtir.
S.cerevisiae’de hiicrei¢i glutatyon diizeyinin H,O;’ye karst olusturulan oksidatif stres
cevabindaki rolii aragtirilmis ve y —glutamilsistein sentetaz (GSH-I) inhibisyonu sonucunda
H,0;’ye duyarliligin arttig1 ve H,O, ye kars1 olusturulan uyumluluk cevabinin baskilandigi
goriilmiistiir(Izawa ve dig., 1995). Buna benzer bir calismada, GSH I geni kusurlu
(glutatyon sentezleme yetenekleri olmayan) mutantlarin tiremelerini siirdiirebilmeleri i¢in
tireme ortamina digsaridan glutatyon ilavesine gereksinim duyduklari belirlenmistir (Grant
ve dig., 1996). Bu mutantlarda, ditiyotireyitol, B-merkaptoetanol ve sistein gibi sulfidril

grubu iceren indirgeyici ajanlar varliginda da tiremenin siirdiiriilebildigi goriilmiis, buna
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gore GSH’nin normal hiicresel siirecler sirasinda sadece indirgeyici olarak rol oynadigi
belirlenmistir. GSH I geni kusurlu mutantlar kullanilarak yapilan diger bir ¢alismada, bu
mutantlarin H>O, ve siiperoksit anyonlarina asir1 duyarlilik gosterdikleri, logaritmik ve
duragan faz kiiltiirleri kullanilarak gosterilmistir (Stephen ve Jameison, 1996).

S. cerevisiae’de yapilan ¢alismalarla, bazi anahtar metabolik enzimlerin H,O, tarafindan
karbonilasyona tesvik edildigi bulunmus ve oksidatif stres cevabinin olusturulmasinda
diizenleyici gorevleri olan Yap 1 ve Skn 7 transkripsiyon faktorlerinin rolleri aragtirilmistir
(Costa ve dig., 2002). Diger bir enzimatik ¢aligmada ise olusturulan oksidatif stres cevabi
sonucunda glutatyon peroksidaz sifreleyen genlerin analizi yapilmig; bu amagla glutatyon
peroksidaz homologu ii¢ geni (GPX1, GPX2, GPX3) mutasyona ugratilmis, gpx3
mutantlarinin peroksitlere karsi duyarli olduklar1 gézlenirken gpx/ ve gpx2 mutantlari
boyle bir fenotip ortaya koymamislardir (Inoue ve dig., 1999). S.cerevisiae’de antioksidan
cevabl olusturan enzimlerden superoksit dismutazi ve katalaz1 sifreleyen genlerde
mutasyon olusturulmus, glutatyon diizeyleri de distriilmiis ve maya hiicrelerinin
peroksinitrit ve nitrit okside karst olusturdugu cevap incelenmistir (Jakubowski ve dig.,
1999). SOD mutantlar1 kullanilarak, oksidatif stres parametrelerine bakildigi bu calismada
SOD-1 delesyonlu suslar kullanilmis, hiicrei¢i oksidasyon diizeyi, lipit peroksidasyonu,
glutatyon metabolizmasi incelenmis ve hiicrenin redoks potansiyelinde bir dengesizlik
ortaya ciktig1 belirlenmistir. S.cerevisiae’de oksidatif stres cevabi DNA mikroarrayleri
kullanilarak da gosterilmistir, bu amagla glukoz bakimindan smirlt kemostat kiiltiirler
kullanilarak iiretilen maya hiicreleri, yeni bir karbon kaynagina (oleat) gecise zorlanmustir,
bunun sonucunda gen anlatimindaki degisimler DNA mikroarrayleri kullanilarak
belirlenmistir (Koerkamp ve dig., 2002). Bu calismalara ek olarak S. cerevisiae’de bazi
bilesiklerin ve enzimlerin koruyucu etkileri de arastirilmistir: Selenyum bilesiklerinin ve
vitamin A ile vitamin E’nin koruyucu etkileri incelenmistir (Bronzetti ve dig., 2001). Maya
hiicrelerinde H,O,’ye kars1 lipoik asidin koruyucu etkileri incelenmis, koruyucu etkinin
daha iyi anlasilabilmesi i¢in siliperoksit dismutaz geni delesyonlu bazi maya suslari
kullanilmistir ve lipoik asidin, mitotik boliinme sayisin1 ve canlilik oranlarini artirdigi
bulunmustur (Croce ve dig., 2003). Iyonize radyasyon uygulanmis S. cerevisiae
hiicrelerinde superoksit dismutaz enziminin koruyucu etkileri arastirilmig, iyonize

radyasyon uygulanmis yabani tip ve SOD geni delesyonlu susglar arasinda karsilastirmalar



19

yapildiginda canlilik oranlar1 ve protein karbonil diizeyleri arasinda belirgin farkliliklar
gozlenmistir (Lee ve dig., 2001).
S. pombe’de yapilmis calismalar ise daha ¢ok;
* hidrojen peroksitli ortamlara uyumluluk cevabinin olusumu (Mutoh ve dig., 1995),
= cesitli  stres kosullarinda selenosistein  igermeyen  glutatyon peroksidaz
homologunun indiiksiyonu (Yamada ve dig., 1999)
= cesitli kimyasal stres kosullarinda katalaz geninin indiiksiyonu (Nakagawa ve
dig.,1999),
* Mn-SOD’un karakterizasyonu ve kontrolii (Jeong ve dig., 2001),
=  Cu,Zn-SOD’un hiicre ¢evrimindeki islevinin kontrolii (Lee ve dig., 2002),
= stres sonucu indiiklenebilen bir genin (glutatyon S-transferaz) izolasyonu (Cho ve
dig., 2002), karakterizasyonu, anlatimi ve kontrolii (Shin ve dig., 2002), oksidatif
stres cevabinin olusturulmasindaki rolii (Veal ve dig., 2002),
= tiyoredoksin kodlayan genin karakterizasyonu ve kontrolii (Cho ve dig., 2001),
» artan H,O, diizeylerinin belirli diizenleyici proteinleri kodlamas: (Quinn ve dig.,
2002),
gibi konularda yogunlasmistir. Bu ¢alisma ile yakindan iligkili literatiirler incelendiginde,
S. pombe’de oksidatif stresle ilgili bazi 6nemli ipuglar1 elde edildigi goriilmiistiir. Buna
gore S. pombe hiicrelerinin dldiiriici olmayan dozlarda H,O; ile 6n isleme sokuldugunda
yiiksek dozlardaki stres uygulamalarmin (6rnegin, H,O,, etanol, yliksek sicaklik) oldiirticii
etkilerine karsi direng kazandiklart bulunmustur. Ayrica hiicrelerin H,O, igeren ortamlara
uyum saglarken 15 kadar yeni polipeptit iirettigi ve katalaz aktivitesini 8 kata kadar
artirabildigi bildirilmektedir (Mutoh ve dig., 1995). S. pombe ile yapilan ¢aligmalar temel
antioksidan savunmanin katalaz, sliperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimler
tarafindan yapildigimi ortaya koymustur (Mutoh ve dig., 1995;Yamada ve dig., 1999;
Nakagawa ve dig.,1999; Jeong ve dig., 2001). Bununla beraber bu maya tiirtinde oksidatif
stresin biyokimyasal gostergelerine iliskin bir calismaya rastlanmamustir. Ozellikle S.
cerevisiae’de glutatyonun oksidatif strese direnclilik olusturmadaki rolii ayrintili bigimde
arastirilmis olmasina (Izawa ve dig., 1995; Grant ve dig., 1996; Stephen ve Jameison,

1996) ragmen S.pombe’de bu metabolitle ilgili bir calismaya rastlanmamastir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ORGANIZMA

Bu calismada [.U. Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii kiiltiir
koleksiyonundan saglanan mantarlarin Ascomycota sinifina ait olan Schizosaccharomyces

pombe Linder /iquifaciens maya tiiriiniin yabani rk1 (972 4) kullanildi.

3.2. BESi ORTAMLARI

Oksidatif stres uygulanacak hiicreler % 0.5 (w/v) maya 6ziitii ve % 3.0 (w/v) glukoz iceren
stvi besi ortaminda (YEL) tiretildi. Kiiltiirdeki hiicrelerin canlilifinin belirlenmesinde ise
% 0.5 (w/v) maya oziitl, % 3.0 (w/v) glukoz ve %2 (w/v) agar iceren kat1 besi ortami
(YEA) kullanildi. Hazirlanan tiim besi ortamlar1 otoklavda 121°C’da (1 atmosfer basing
altinda) 20 dakika tutularak steril edildi.

3.3. ORGANIZMANIN URETIiMi VE SAKLANMASI

Calismada kullanilan S. pombe 972h ki Gutz ve dig. (1974)’nin Onerdikleri standart
yontemlerle iiretildi ve saklandi. 4°C’da, silika jel i¢inde saklanan stoklardan alinan
hiicreler YEA besi ortaminda 30°C’da 3 giin iiretildi. Buradan 6ze ile alman 6rnekler
YEA-‘ya tek koloni diigiirme yontemiyle ekildi. Gelisigiizel secilen kolonilerden 6ze ile
alinan 6rnek egri YEA’ya ekilerek 30°C’da 3 giin tretildi. Her deney bu sekilde hazirlanan
taze hiicrelerden hazirlanan sivi kiiltiirlerle baslatildi. Bunun i¢in egri YEA’daki hiicreler 5

ml steril saf su eklendikten sonra tiip karistiricida karistirilarak siispansiyon haline getirildi.
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Bu silispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisi, uygun sulandirimlardan sonra Malassez

lami1 kullanilarak ve asagidaki formiilden yararlanilarak hesaplandi.

hiicre/ml = ortalama hiicre sayis1 x 10° x sulandirim orani

Baslangic hiicre sayist 10° hiicre/ml olacak sekilde bu siispansiyondan YEL besi ortamina
uygun hacimlerde ekim yapildi ve hiicrelerin 30°C’da, 180 devir/dakika hizda ¢alkalamal

etlivde iremeleri saglandi.

3.4. UREMENIN iZLENMESIi

Uremenin izlenmesi i¢in Boliim 3.3.’te belirtilen sekilde baslatilan kiiltiirden belli zaman
araliklarinda (iki saatte bir) aliman 6rneklerin 600 nm dalga boyundaki optik yogunluklari
spektrofotometrede (Shimadzu UV-160) belirlendi. Elde edilen degerler ayni hiicre irkina
ait kiiltiiriin, mililitresindeki hiicre sayisi bilinen ¢esitli sulandirimlarinin 600 nm’de 6lgiilen
OD degerlerine gore ¢izilen standart grafik yardimiyla hiicre/ml seklinde ifade edildi. 3 kez
tekrarlanan deneylere ait 6lgiim sonuglarinin ortalamasi alindi ve hiicre/ml degerlerinin

zamanla degisimi, ¢izilen bir lireme egrisiyle gosterildi.

3.5. OKSIDATIF STRES UYGULAMASI

Oksidatif stres uygulamasi, logaritmik evrenin ortalarina yakin zaman araliginda, 12.-13.
saatlerde (kiiltiirdeki hiicre sayisimn  ~2x107  hiicre/ml degerine ulastigi  zaman)

gerceklestirildi.

Bu amagla, dncelikle 1 gecelik s1v1 kiiltiirler hazirlandi. Uygun hiicre sayisina ulagildiginda
(~2x10), kiiltiir ortamindan her bir deney grubu i¢in 10 ml alind1 ve hiicreler 3000 g’de, 5
dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Bu hiicreler H,O, igermeyen (kontrol) ve 0.2, 1.0, 2.0
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veya 5.0 mM H,0, iceren (deney gruplari) 10 ml besi ortamlarinda baslangi¢ hiicre sayilari

esit (107 hiicre/ml) olacak sekilde yeniden siispanse edildi.

1 saat boyunca 30°C’da, 180 devir/dakika hizda ¢alkalamali etiivde inkiibasyona birakilan
hiicreler bu siire sonunda santrifiij edilerek toplandi (3000 g, 5 dakika) ve 2 kez steril saf su

ile yikanarak tekrar santrifiijleme ile ayrildi.

Bu hiicrelerin bir kismi taze YEL besi ortaminda yeniden siispanse edilerek canlilik oranlari
belirlendi ve hiicre morfolojileri incelendi. Diger bir kisim hiicre, glutatyon ve protein
miktar1 ile katalaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, 0.05 M, pH 7.8 fosfat tamponunda
homojenize edildi. Bir kismina ise hiicrei¢i oksidasyon diizeyinin belirlenmesine yonelik

islemler uygulandi.

3.6. HUCRE MORFOLOJILERININ INCELENMESI

Farkli derisimlerde H,O, igeren ortamlarda iiretilen deney grubu hiicrelerle H,O,’siz
ortamda iiretilen kontrol hiicrelerinin morfolojilerini karsilastirmak amaciyla kiiltiirlerden
hazirlanan lam\lamel aras1 preparatlar 151k mikroskobunda incelendi ve hiicrelerin

goriintimii fotograf ¢ekilerek belgelendi.

3.7. OKSIDATIF STRES KOSULLARINDA CANLILIGIN BELIRLENMESI

Calismada uygulanan oksidatif stres kosullarinda hiicrenin canliligini hangi oranda

stirdiirebildigini belirlemek amaciyla duyarlilik testleri ve koloni sayimlari yapildu.



23

3.7.1. Duyarhlik Testi

Hiicrelerin oksidatif stres yaratmak amaciyla besi ortamina eklenen H,O,’ye karsi
duyarliligin1 saptamak icin, kontrol (H,O, uygulanmamis) ve deney grubu (1 saat siireyle
0.2, 1.0, 2.0 ve 5.0 mM H,O; uygulanmis) hiicrelere, besi ortamina H,O, eklenmeden 6nce

ve sonra asagidaki islemler uygulandi.

Baslangi¢ hiicre sayilart esit (107 hiicre/ml) olan &rnekler 107, 107 ve 107 kez
sulandirildiktan sonra, YEA igeren petrilere esit hacimde (10 pl), tek damla olacak sekilde
yan yana uygulandi. 30°C’da 48 saat siireyle iiretilen hiicrelerin petrilerdeki {ireme
durumlart karsilastirilarak farkli H,O, derisimlerindeki duyarliliklar1 gorsel olarak

degerlendirildi (Lee ve dig., 1999) ve bulgular fotograf makinasiyla goriintiilendi.

3.7.2. Koloni Sayimi

Duyarlilik testi uygulanan oOrneklerdeki hiicrelerin lireme yetenegi koloni sayimi
yontemiyle belirlendi (Walker, 1998). Bu yontemde H,O, uygulanmadan 6nce ve sonra
uygun oranlarda sulandirilan hiicre siispansiyonlar1 her bir petride 10* hiicre (6rnegin, 10
hiicre/ml’lik sulandirimdan 100 pl) olacak sekilde YEA besi ortamlarina yayma yontemiyle
ekildi, 30°C’da 48 saat iiremeleri saglandi ve olusan koloniler sayildi. Uygulama oncesi ve
sonrasindaki sayilar goz Oniine alinarak her bir H,O, derigimi i¢in canlilik orani (%)
hesaplandi. 3 kez tekrarlanan deneylere ait degerlerin ortalamasi alindi1 ve oksidatif stresin
canlilik iizerindeki etkisi, canlilik oranlar1 (%) ile artan H,O, derisimleri arasinda ¢izilen

grafige gore degerlendirildi.

3.8. HAM OZUT HAZIRLANMASI

Sivi besi ortamindaki hiicrelerden ham 6ziit hazirlanmasinda Jakubowski ve dig. (2000)
tarafindan Onerilen yontem kullanildi. Kontrol grubu ve H,O, uygulanmis deney

grubundaki hiicreler, 3000 g’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Hiicre ¢okeltisi, besi
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ortami kalintilarindan arindirilmak tizere 10 ml steril saf su ile 2 kez yikandi. Daha sonra
uygulanacak islemlere gore %S5 (v/v) oranindaki uygun bir coziiclide (tampon) veya
deiyonize su ile siispanse edildi. Her bir 6rnek {izerine asit ile yikanmis 1g cam boncuk
(0.25-0.30 mm capinda) eklendikten sonra tiip karigtiricida 1 dakika karigtirma, 1 dakika
buzda bekletme islemleri tekrarlanarak parcalama gerceklestirildi. Parcalama isleminin
basarili olup olmadigini kontrol etmek i¢in, hiicre homojenat1 mikroskop altinda incelendi
ve hiicrelerin ~% 90’1 pargalanana kadar (~20 dakika) pargalama islemi siirdiiriildii. Cam
boncuklar, parcalanmis hiicrelere ait zar kalintilar1 ve pargalanmamais hiicreler 3000 g’de, 5
dakika, 4°C’da santrifiijlenerek ¢oktiiriildii. Ust s1vi mikropipet yardimiyla mikrosantrifiij
tiipiine aktarildi. Santrifiijleme 4°C’da, 14.000 g’de , 10 dakika siireyle tekrarlanarak
bulaniklik giderildi. Ust siv1 yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alindi. Elde edilen ham 6ziitler
deneylerde kullanilmak iizere

-20°C’da saklandu.

3.9. HAM OZUTTEKI PROTEIN DERiISIMININ BELIRLENMESI

Ham oziitlerdeki protein derisimi Waterborg (2002) tarafindan modifiye edilmis Lowry
yontemine gore belirlendi (Lowry ve dig., 1951). Bu yontemde kullanilan ¢ozeltiler Tablo
3.1’de verildi.

Tablo 3.1: Protein derisiminin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltiler Icerik

Baz ¢ozeltisi 2 N NaOH

A %?2 (w/v) NayCOs

B %1 (w/v) CuSO4.5H,0

C %2 (W/V) N212C4H406. 2H20
Kompleks olusturma | 100 ml A: 1 ml B: Iml C

L. reaktifi

Folin belirteci 1 N Folin-Ciocalteau
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Yontemin duyarlilik sinirlarina (10-1000 pg/ml) uygun olarak hazirlanmis sigir serum
albumin (BSA) standartlar1 (10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 pg/ml), 0.05 M fosfat
tamponunda (pH 7.8) hazirlanmis ve 2 kez sulandirilmig ham 6ziitler veya kor drnekten
(0.05 M fosfat tamponu, pH 7.8) alinan 0.1 ml iizerine 0.1 ml baz ¢6zeltisi eklendi.

10 dakika kaynar su banyosunda bekletilen karisimlar oda sicakligina gelene kadar
sogutuldu, her birine 1’er ml kompleks olusturma reaktifi eklendi ve oda sicakliginda 10
dakika bekletildi. Bu siire sonunda her bir 6rnek iizerine, tiip karistiricida, hizla 100’er pl
Folin belirteci eklenerek oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Orneklerin 550 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri okundu ve standartlarin absorbans degerlerine gore

olusturulan grafikten yararlanilarak protein derigimleri belirlendi.

3.10. HUCREICI OKSIDASYON DUZEYININ OLCULMESI

Hiicrei¢i oksidasyon diizeyinin belirlenmesinde Pereira ve dig. (2003) ile Inoue ve dig.

(1999) tarafindan 6nerilen yontemler modifiye edilerek kullanildi.

Bu yontemde oOncelikle 10 ml’lik hiicre slispansiyonunun 3000 g’de 5 dakika
santrifiijlenmesiyle toplanan hiicreler, 10 ml YEL besi ortaminda yeniden siispanse edildi.
Bu Kkiiltire etanol igerisinde hazirlanmis 1 mM’lik stok karboksifluoresin diasetat
(H,DCFDA) ¢ozeltisinden, son derigsim 10 pM olacak sekilde eklendi ve 30°C’da 15 dakika
bekletildi. Bu siire sonunda 6rnekler deneyde kullanilan derisimlerdeki H,O; ile 1 saat
isleme sokuldu. Tekrar santrifiij edilerek toplanan hiicreler iki kez deiyonize su ile yikandi.
Her bir deney grubunda yer alan hiicreler 500 pl deiyonize su i¢inde yeniden siispanse
edildikten sonra, Bolim 3.8’de belirtildigi sekilde pargalandi. Homojenatlarin
santrifiijlenmesinden (14.000 g, 5 dakika) sonra elde edilen siipernatanttan 250 pl alindi,
tizerine 2.5 ml deiyonize su eklendi ve serbest radikallerin etkisiyle olusan
diklorofluoresinin (DCF) yaydig1 fluoresans, spektrofluorometrede (Shimadzu, RF-1501)
eksitasyon ve emisyon dalga boylari sirasiyla 490 ve 524 nm olacak sekilde 6lgiildii. Deney

gruplari i¢in okunan fluoresans degerleri, kontrol grubuna gore bagil olarak degerlendirildi.
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3 kez tekrarlanan deneylere ait 6l¢iim sonuglariin ortalamasi alindi ve artan H,O, derisimi

ile bagil fluoresans (%) degerleri arasindaki iligki siitun seklindeki bir grafikte gosterildi.

3.11. LIPIT PEROKSIDASYONUNUN OLCULMESI

Lipit peroksidasyonu tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyon veren bilesiklerin (TBARS,
“thiobarbituric acid reactive substances”) belirlenmesine dayanan yontemle olgiildii (Aust,
1994). Bu amagla her bir grup icin ¢alkalamali etiivde (30°C, 180 devir/dakika) iiretilen bir
gecelik sivi kiiltlirlerin 10’ar ml’lik kisimlarindaki hiicreler santrifiij (3000 g, 5 dakika)
edilerek toplandi. Hiicreler aynmi besi ortami ig¢inde yeniden siispanse edildi ve ortama
deneyde kullanilan derisimlerde H,O, eklendi. Calkalayicili etiivde (30°C, 180
devir/dakika,) 3 saatlik inkiibasyondan sonra siispansiyondan 0.5 ml’lik bir kisim alind1 ve
Iml TBA reaktifi [0.25 M HCI; % 15 (w/v) trikloroasetik asit (TCA); % 0.375 (w/v)
tiyobarbitiirik asit (TBA)] ile karistirildi. Bu karisim 15 dakika kaynar su banyosunda
bekletildi. Bu siire sonunda hiicre kalintilarindan kurtulmak amaciyla santrifiijleme (3000
devir/dakika, 5 dakika) yapildi. Siv1 fazin absorbansi 1 ml TBA reaktifi ve 0.5 ml distile
deiyonize sudan olusan kor drnek kullanilarak, 535 nm dalga boyunda 6lgiildii. Orneklerin
TBARS igerigi belirli miktarlarda (0.82, 1.23, 1.64, 2.46, 3.28 ng) malondialdehit (MDA,
1,1,3,3-tetrametoksipropan) iceren ¢ozeltilerin deney sonundaki absorbans degerlerine gore
cizilen standart grafik yardimiyla hesaplandi. Protein derisimleri Bolim 3.9°da belirtildigi
sekilde belirlendi. 3 kez tekrarlanan deneylere ait 6l¢iim sonuglarinin ortalamasi alindi ve

elde edilen sonucglar ug MDA/mg protein birimiyle ifade edildi.

3.12. INDIRGENMIS GLUTATYON (GSH) DUZEYININ BELIRLENMESI

Indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyini belirlemek igin, ham &ziitteki serbest siilfidril
gruplarinin Ellman ayiraci ile olusturdugu kompleksin 412 nm dalga boyundaki absorbansi
Beutler (1975) tarafindan Onerilen yontemle olgiildii. Kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.2°de

verildi.
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Bolim 3.8’de belirtildigi sekilde 0.05 M fosfat tamponu (pH 7.8) ile hazirlanan hiicre
homojenatinin 0.5 ml’si lizerine 0.75 ml proteinsizlestirme ¢6zeltisi eklendi. Karigim tiip
karistiricida karistirildiktan sonra 5 dakika bekletildi, 2000 g’de 10 dakika santrifiijlendi.
Stipernatanttan 0.5 ml alinarak iizerine 2 ml fosfat ¢ozeltisi ve 0.5 ml Ellman ayiraci
eklendi. Ayira¢ eklendikten sonraki 5 dakika ig¢inde 412 nm’de okuma yapildi. Bu
degerlerin ug GSH karsiliklar1 belirli miktarlarda (5, 10, 12, 15, 17, 20, 22, 25, 30 pg) GSH
iceren c¢ozeltilerin 412 nm’deki absorbans degerlerine gore ¢izilen standart grafik
yardimiyla hesaplandi. 3 kez tekrarlanan deneylere ait 6l¢giim sonuglarinin ortalamasi alindi
ve farkli 6rneklerin GSH igerigi protein derisimleri de hesaba katilarak ngGSH/mg protein

cinsinden ifade edildi ve histogramda karsilastirildi.

Tablo 3.2 GSH diizeyinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltiler

Kullanilan Cozeltiler Icerik

Proteinsizlestirme ¢ozeltisi | 0.2 M Metafosforik asit (glasiyel fosforik asit)
2.7 mM EDTA-disodyum tuzu

5 M NacCl
Fosfat ¢ozeltisi | 0.3 M Na,HPO, |
Ellman ayiract 1 mM 5-5"-ditiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) [%1°lik

sodyum sitrat ¢ozeltisi i¢cinde hazirlanmig]

3.13. KATALAZ AKTIVITESININ BELIRLENMESI

Katalaz aktivitesi Jakubowski ve dig. (2000) tarafindan oOnerilen yontemle belirlendi.
Boliim 3.8’de anlatildigi sekilde hazirlanan ham oziitten 100 ul almarak, 333 pl H,O,
cozeltisi (54 mM) ve 567 pl fosfat tamponundan (0.05 M, pH 7.0) olusan reaksiyon
karisimina hizli bir sekilde eklendi. Reaksiyon 1 dakika boyunca 240 nm’deki absorbans
diisiisii ile izlendi. 3 kez tekrarlanan deneylere ait 6l¢lim sonuglarinin ortalamasi alindi ve

orneklerdeki katalaz aktivitesi AAsso/dakika/ml reaksiyon karisimi birimiyle ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. S. POMBENIN UREME EGRIiSi

Oksidatif stres uygulamasi, logaritmik evrenin ortalarina yakin bir zaman araliginda (hiicre
say1st ~2x107 hiicre/ml degerine ulastiinda) gerceklestirilecegi i¢in, dncelikle calismada
kullanilan S. pombe (972h") yabani irkinin liremesi Boliim 3.4’te agiklanan yontemle
izlendi. Hiicre sayist bilinen belli hacimdeki siispansiyonlarin 600 nm’deki OD

degerlerinden (Tablo 4.1) yararlanilarak ¢izilen lireme egrisi Sekil 4.1°de verildi.

Tablo 4.1: S. pombe kiiltiirlerinde zamana bagli iremenin izlenmesi

‘ Zaman (saat) ‘ OD¢oo ‘ Hiicre/ml
| 0 | 0.043 L 1x10°
\ 2 | 0046 | 1x10°
\ 4 . 0.06 | 1.3x10°
\ 6 | 0.094 | 2x10°
\ 8 | 0.184 | 4x10°
\ 10 | 0342 | 8xl10°
\ 12 0532 | 2x10]
\ 14 | 0.701 | 2.6x10’
\ 16 | 0.783 | 5.15x10°
\ 18 . 08l6 | 1x10°
\ 20 . 0807 | 1x10°
\ 22 . 0807 | 1x10°

Buna gore kiiltiiriin 12.-13. saatlerinde logoritmik fazin ortalarina yaklasildigi ve bu evrede

hiicre sayismin yaklasik 2 x 10"ye ulastig1 gozlendi.
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Sekil 4.1: S. pombe (972 /) yabani irkinin iireme egrisi

4. 2. OKSIDATIF STRES KOSULLARINDA HUCRE MORFOLOJILERININ
KARSILASTIRILMASI

Farkli derisimlerde H,O, uygulanan 6rneklere ait hiicrelerin mikroskobik incelemelerine ait
bulgular Sekil 4.2°de verildi

Kontrol 0.2 mM H,0, 1 mM H,0,

2 mM H,0, 5 mM H,0,

Sekil 4.2: H,0, uygulanmamus (kontrol) ve farkli derisimlerde H,O, uygulanmis (deney)

S. pombe hiicrelerinin mikroskop altindaki goriiniimleri (Biiyilitme x 600)
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Fizyolojik kosullarin hiicre morfolojisini (6rnegin, ortalama hiicre hacmini) etkiledigi
bilindiginden, metabolik caligmalarda kiiltiirdeki hiicrelerin genel morfolojisi hakkinda
bilgi edinilmesi Onerilmektedir (Walker, 1998). Bu calismada elde edilen veriler, deney
gruplarima uygulanan farkli derisimlerdeki H,O;’nin hiicre morfolojisini etkilemedigini

gosterdi.
4. 3. OKSIDATIF STRES KOSULLARINDA CANLILIK

4. 3. 1. Duyarhhk Testi

Besi ortamina H,O, eklendikten sonra uygun sekilde sulandirilmis ve tek damla halinde
YEA’ya uygulanmig Orneklerin 48 saat, 30°C’da iiretilmesinden sonra saptanan tireme
durumlar1  Sekil 4.3’te verildi. 10" ve 10? sulandinmli tim 6rneklerin  H,O,
uygulamasindan sonra, saglikli bir karsilagtirma yapmaya elverisli olmadig1 gortildi. Artan
H,0, derisiminin maya iiremesini azalttig1 en iyi 10~ sulandirimli érneklerde gozlendi.
H,0,’nin hiicre tremesi lizerindeki olumsuz etkisi Ozellikle 2.0 ve 5.0 mM’lik H,O,
uygulamalarinda oldukca belirgindi. Bununla beraber 0.2 ve 1.0 mM H,0, uygulanan

hiicrelerin tireme durumlari ¢ok belirgin bir farkliligi yansitmadi (Sekil 4.3).

60. dalaka

Sekil 4.3: Farkli derisimlerde H,O, uygulanmis S. pombe hiicrelerinde tireme durumlari

Hiicre sayilar1 (A)’da 10*, (B)’de 10° ve (C)’de 10*dir.
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4. 3. 2. Koloni Sayimlar1

H,0, uygulamasi dncesinde ve sonrasinda belirlenen hiicre sayilarina gore olusturulan
histogramda da goriildiigi gibi (Sekil 4.4), 0.2 mM H,0; uygulanmig 6rnek harig, tiim stres
kosullarinda canlilik oraninin belirgin sekilde azaldig1 gozlendi. Canlilik oraninin kontrol
grubunda % 100, 0.2 mM H,0, uygulanmis 6rnekte ise %99 oldugu yani korundugu; buna
karsilik 1.0, 2.0 ve 5.0 mM H,0, uygulanmis 6rneklerde azaldig: (sirasiyla %78, %58 ve
%50) belirlendi.

120 -
100+7,04

T 9911_4,87

-

o

o
I

78+8,24
T 58+16,63

(o]
o
I

T 501,85

Canlilik orani (%)
B [o2]
o o

N
o
I

o

Kontrol 0.2 mM 1 mM 2mM 5mM

Sekil 4.4: Farkli derisimlerde H,O, uygulanmis S. pombe hiicrelerinde canlilik oranlari, dikey
cizgiler standart sapma (£ S.D.) degerlerini gostermektedir

Ancak 2mM ve SmM uygulamalar1 +£S.D. degerleri gozoniine alinarak karsilagtirildiginda,
bu iki 6rnekteki canlilik oraninin birbirine ¢ok yakin oldugu gozlendi.
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4. 4. HAM OZUTLERIN PROTEIN DERISiMI

Bu ¢alismada GSH ve lipit peroksidasyonu bulgulari, sirasiyla png GSH/mg protein ve pg
MDA/mg protein birimleriyle ifade edildiginden, bu ol¢iimlerin yapildigi hiicrelerden
hazirlanan ham o6ziitlerdeki protein derisimleri Boliim 3.9’da belirtildigi sekilde saptandi.

Her bir deney grubu i¢in ayr1 ayri belirlenen bu derigimler Tablo 4.2°de verildi.

Tablo 4.2: Farkli derisimlerde H,O, uygulanmis S. pombe
hiicrelerinden hazirlanan 6ziitlerdeki protein derisimleri

Ornekler Protein Derisimi*
(mg/ml)
Kontrol 3.033+0.546
0.2 mM 2.626+0.225
1.0 mM 2.406+0.578
2.0 mM 2.280+0.125
5.0 mM 1.505+0.575

* Protein 6l¢iimleri mililitresinde 10 hiicre igeren
kiiltiirlerle  yapildigindan, elde edilen derisim

degerleri miktar olarak mg protein/10’ hiicre’ye

karsilik gelmektedir.

Bu verilere gore protein miktarinin kontrol grubunda ve 2.0 mM’a kadar olan deney
gruplarinda birbirine ¢ok yakin oldugu; 5.0 mM H,0, uygulanan 6rnekte ise protein

miktarinin diger gruplara gore diisiik oldugu belirlendi.
4.5. HUCREICI OKSIDASYON DUZEYI
Boliim 3.10°da belirtildigi sekilde dlgiilen hiicreigi oksidasyonun 6l¢iitii olarak kabul edilen

fluoresans degerleri 6ncelikle 6rneklerdeki hiicre sayis1 dikkate alinarak degerlendirildi ve

10° hiicrenin ortaya koyacag: fluoresans degerleri seklinde ifade edildi. Daha sonra kontrol
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grubu i¢in bulunan hiicreici oksidasyon diizeyi % 100 kabul edildi ve deney gruplarindaki

veriler kontrol grubuna gore bagil olarak degerlendirildi (Sekil 4.5).

300 ~

+.
050 | 245£4.00

200 +
170+4.58

150 -

104+9.84

1006.24 I
T 92+2.64

100 ~

Bagil fluoresans (%)

50 -

kontrol 0.2 mM 1TmM 2 mM 5mM

Sekil 4.5: Farkli derisimlerde H,O, uygulanmis S. pombe hiicrelerinde hiicreigi oksidasyon
diizeyleri, dikey ¢izgiler standart sapma (+ S.D.) degerlerini géstermektedir

Buna gore artan H,O, derisimlerinin bagil fluoresansi, dolayisiyla hiicrei¢i oksidasyon
diizeyini degistirdigi belirlendi. Canlilik oranlar1 hemen hemen esit olan kontrol ve 0.2 mM
H,0, grubu karsilastirildiginda, 0.2 mM H,0O, uygulanmis grupta hiicrei¢i oksidasyon
diizeyinin kontrol grubuna gore 6nemli bir fark gostermedigi gézlendi. 1.0 ve 2.0 mM H,0,
uygulamalarinin ise hiicreigi oksidasyon diizeyini belirgin sekilde (sirastyla yaklagik 1.7 ve
2.4 kat) artirdigi saptandi. 5 mM H,O, uygulanmis Ornekte ise hiicrei¢i oksidasyon
diizeyinde deney gruplarina gore sasirtici bir diislis oldugu ve bu grubun kontrol grubuna

benzer bir hiicrei¢i oksidasyon degeri ortaya koydugu gozlendi.

4. 6. LIPIT PEROKSIDASYON URUNLERININ MiKTARI

Orneklerde lipit peroksidasyonu sonunda olusacak TBARS (tiyobarbitiirik asit ile reaksiyon

veren bilesikler) miktar1 malondialdehit (MDA) temel alinarak hesaplandi. Bu amagla
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oncelikle MDA standart grafigi olusturuldu (Sekil 4.6). Bu grafik yardimiyla uygulanan
farkli derisimlerde H,O;’nin lipit peroksidasyonuna yol agcma kapasitesi arastirildi. H,O,
derigimi arttikca, belli bir derisime (2 mM) kadar lipit peroksidasyonunun arttig1r gézlendi
(Sekil 4.7). En yiiksek MDA miktar1 2.0 mM H,O; uygulanan 6rnekte saptandi. 5.0 mM
H,0, uygulanan 6rnekte ise lipit peroksidasyon diizeyinin kontrolden ve 0.2 mM H,O,
uygulanan Ornekten yiiksek, 1.0 mM uygulanan 6rnekle hemen hemen ayni ve 2.0 mM

H,0, uygulanan 6rnekten diisiik oldugu goriildii.

0,9 y = 0,2413x
0,8 )
= R? = 0,9987

0,7
0,6 /
0.5

0,4 >

0.3

0,2 Z
0,1 =

0 T I I

Aszs

MDA miktari (pg)

Sekil 4.6: Belirli miktarlarda malondialdehit (MDA) igeren ¢ozeltilerin 535 nm’deki absorbans
degerlerine gore ¢izilen standart grafik
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8 0,67+0.088
0,7 -

-+
0’7870'010 0,66+0.112

0.6 1 051+0.025 051+0.016
0,5 | 1 1
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0,3 -
3 0,2 -
0,1

0
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kontrol 0.2 mM TmM 2 mM 5mM

Sekil 4.7: Farkli derisimlerde H,O, uygulanmis S. pombe hiicrelerinde olusan MDA miktarlari
dikey ¢izgiler standart sapma (= S.D.) degerlerini géstermektedir
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4.7. INDIRGENMIS GLUTATYON DUZEYI

Farkli derisimlerde H,O, uygulanmis Orneklerde spektrofotometrik yontemle belirlenen
indirgenmis glutatyon (GSH) igerikleri, GSH standart grafigi (Sekil 4.8) yardimiyla pg
GSH/ml protein seklinde ifade edildi ve degerler Sekil 4.9’da verilen histogramda
karsilastirildi. Buna gore artan H,O, derisimlerinin GSH diizeyini diisiirdiigii gozlendi.
GSH diizeyini kontrole gore en yliksek oranda (% 57) diisiiren H,O, uygulamasinin 5.0
mM oldugu belirlendi. 2.0 mM uygulamasinin da buna yakin bir diistise yol agtig1 gozlendi.

0,12
y = 0,0038x

¢ 2
0,1 R"=0,9709

0,08 /
0,06

< /{‘
0,04 >
*
0,02
0 T T T
0 9 18 27 36

Glutatyon Miktari (1g)

Sekil 4.8: Belirli miktarlarda indirgenmis glutatyon (GSH) igeren ¢ozeltilerin 412 nm’deki
absorbans degerlerine gore cizilen standart grafik
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Sekil 4.9: Farkli derisimlerde H,O, uygulanmis S. pombe hiicrelerinde olusan indirgenmis
glutatyon (GSH) miktarlari, dikey ¢izgiler standart sapma (£ S.D.) degerlerini
gostermektedir

4. 8. KATALAZ AKTIiVITESI

Kontrol ve deney gruplarindaki katalaz aktivitesi, dl¢lim sirasinda reaksiyon ortamina
katilan H,O,’nin ayrigsmasiyla, 240 nm’deki absorbans diisiisiiniin 1 dakika boyunca
izlenmesine dayali yontemle belirlendi (Beer ve Sizer, 1952). Aktivite degerleri

AAj49/dak/ml birimiyle ifade edildi ve Tablo 4.2°de verildi.

Tablo 4.3: Farkli derisimlerde H,O, uygulanmis .S. pombe
hiicrelerinde katalaz enzimine ait aktivite degerleri

Ornekler Katalaz Aktivitesi
(AAy40/dak/ml)
Kontrol 0.135+0.03
0.2 mM 0.580+0.02
1.0 mM 0.960+0.10
2.0 mM 0.072+0.018
5.0 mM 0.056+0.005
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Bu degerlere gore, 0.2 mM ve 1.0 mM H,O, uygulanmis 6rneklerde kontrol grubuna gore
belirgin bir artig, 2.0 ve 5.0 mM H,O, uygulanmis orneklerde ise diisiis oldugu goriildii.

Degerlendirme sonuglar1 Sekil 4.10°da verildi.

Katalaz aktivitesi (AA240/dak/ml)

kontrol 0.2 mM 1mM 2 mM 5mM

Sekil 4.10: Farkli derisimlerde H,O, uygulanmis S. pombe hiicrelerinde katalaz aktivitesi, dikey
cizgiler standart sapma (£ S.D.) degerlerini géstermektedir
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, ilireme ortamlarina farkli derisimlerde eklenen H,O, ile oksidatif stres
uygulanmis S. pombe hiicrelerinde hiicrei¢i oksidasyon, indirgenmis glutatyon (GSH) ve
lipit peroksidasyon diizeyleri ile katalaz aktivitesi belirlenmistir. Uygulanan farkli oksidatif
stres kosullarinin incelenen tiim parametreler agisindan maya metabolizmasini degisiklige

ugrattig1 gézlenmistir.

Artan stres kosullarina karsi olusacak hiicresel cevaplara iligkin énemli ipuclarindan biri
oksitlenmis molekiillerin bir gostergesi olan hiicreici oksidasyon diizeyidir. Bu c¢alismada
bir saat boyunca 1.0 mM H,O, uygulanan S. pombe hiicrelerinde hiicrei¢i oksidasyon
diizeyinin kontrole gore ~1.7 kat arttig1 belirlenmistir. Jakubowski ve Bartosz (1997) da
S.cerevisiae’deki oksidatif stres ile ilgili calismalarinda benzer bir sonug¢ rapor
etmektedirler. Bu arastirmacilar 1 saat boyunca 1.0 mM H,O, uygulanmis hiicrelerde
hiicreici oksidasyon diizeyinin kontrole gore yaklasik iki kat arttigini bildirmektedirler. Bu
calismada ek olarak denenen 0.2 mM, 2.0 mM ve 5.0 mM’lik H,O, uygulamalar1 i¢inde en
yiiksek oksidasyon diizeyi 2.0 mM uygulanan ornekte bulunmustur. 0.2 mM H,0,
uygulanmis ornekte hiicrei¢i oksidasyon diizeyi kontrole gore diisiik ¢ikmistir. Bu 6rnekteki
canlilik orani kontrol grubu ile ayn1 oldugundan, hiicrei¢i oksidasyon diizeyindeki bu diisiis
hiicrelerin 6ldiiriicii olmayan bu diisiik derisimde H>O, ve dolayisiyla hafif bir oksidatif
stres kosuluna uyumluluk cevabi olusturdugunu diisiindiirmektedir. Mutoh ve dig.
(1995)°de 1 saat siireyle 0.3 mM H,0,

iceren ortamda tutulan S.pombe hiicrelerine yiiksek dozda (0.3 M) H,O, uygulandiginda en
azindan 10 dakika boyunca hiicrelerin canlilik oraninda bir degisme olmadiga dikkat
¢cekmektedirler. Bu arastiricilar diisiik dozda bir H,O, uygulamasinin oksidatif strese
adaptasyonu sagladigr goriisiindedirler. Bu g¢alismada denenen 5.0 mM H;0;
uygulamasinda ise ¢ok daha yiiksek bir oksidasyon diizeyi beklenirken, kontrole yakin bir
deger (104 + 9.84 bagil fluoresans) belirlenmistir. Bu deger canli hiicre sayis1 bakimindan

benzerlik gosteren 2.0 mM uygulanmis 6rneklerde belirlenen hiicrei¢i oksidasyon diizeyi
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(245 = 4 bagl fluoresans) ile karsilastirildiginda daha da anlamli hale gelmektedir. Bu
sonug, eger deneysel bir hatadan kaynaklanmiyorsa, oldukg¢a ilgingtir. Bu doz
uygulandiginda canli hiicre sayist % 50 oraninda azaldigindan, canliligini siirdiiren
hiicrelerdeki oksidasyon diizeyini yansitan bu deger, bu hiicrelerde farkli bir savunma

mekanizmasinin devreye girmesinden kaynaklaniyor olabilir.

S.pombe’de lipit peroksidasyonu ile ilgili bir c¢aligmaya rastlanmamistir. Bu acgidan
S.pombe’de oksidatif stresin yol agtigi lipit peroksidasyonu ilk kez bu c¢aligmada
incelenmistir. Lipit peroksidasyon diizeyinin 6l¢iildiigli deneylere ait bulgular, 1.0 mM, 2.0
mM ve 5.0 mM H,0O, uygulamalarinin lipit peroksidasyonunu kontrole goére artirdigini
ortaya koymustur. 0.2 mM H,0, uygulamas: ise kontrole esit oranda lipit peroksidasyon
iriinii olusturmustur. 2.0 mM ve 5.0 mM H,0O, uygulamas: sonucunda olusan MDA
diizeyleri, canlilik oranlar1 dikkate alinarak hesaplandiginda birbirine yakin (sirasiyla
0.1263 ve 0.1289 pug MDA/10° canl1 hiicre) olduklari goriilmiistiir. Bu bulgu Nguyén-nhu
ve Knoops (2002)’un S.cerevisiae igin rapor ettikleri degerlerle uyumludur. Bu
arastirmacilar S.cerevisiae’nin yabani irklarina 2.0 mM ve 4.0 mM H,O; uyguladiklarinda
lipit peroksidasyon diizeylerinin birbirlerine yakin ve kontrole gore yiliksek oldugunu

bulmuslardir.

Mayalarda glutatyon sentezinin ilk kademesinde gorev alan enzimi kodlayan geni kusurlu
olan mutantlarin (gsh/) ve glutatyon redoks orani degistirilmis mutantlarin (g/r/) H>O,’ye
daha duyarl hale gegmeleri mayalarda GSH’nin H,O,’ye kars1 temel savunma antioksidani

olarak is gordiigiinii ortaya koymaktadir (Grant ve dig., 1996).

Oksidatif stres kosullarinda GSH diizeyinin 4 ana siiregle degisebilecegi ongoriilmiistiir

(Grant ve dig., 1998):

1-GSH’nin GSSG’ye oksidasyonu (¢evrim glutatyon rediiktaz tarafindan katalizlenir)
2-GSH’nin proteinlerle birleserek karigik disiilfitler olusturmast
3-Glutatyon transferazlarin katalizledigi konjugasyon reaksiyonlarindan sonra hiicre disina

aktif olarak pompalanmasi
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4-Glutamil transpeptidazlarin etkisiyle GSH yikiminin baglamasi

Bu calismada artan H,O; derisimlerinin GSH diizeyini diislirdiigli gozlenmistir ve GSH
diizeyini kontrole gore en yliksek oranda (%57) diisiiren H,O, uygulamasinin 5 mM oldugu
belirlenmistir. Grant ve dig. (1998) de S. cerevisiae’da 4 mM H,0, uygulamasiyla benzer
bulgular elde etmislerdir. S. pombe’de yapilan bir calismada ise GSH’in bazi hiicreigi
metabolitlere baglanarak bunlar1 vakuol araciligiyla hiicre disina pompaladigi ve bu olayda
maya kadmiyum faktor proteininin (Ycfl) rol oynadigi gosterilmistir (Li ve dig. 1996).
Ycfl mutantlariyla yiiriitilen ¢alismada peroksit uygulamasinin ardindan hiicredisi GSH
miktarinin artti1 bildirilmektedir. Bu ¢alismada hiicredist GSH diizeyi dl¢iilmediginden bu
tip bir detoksifikasyon yolunun c¢alisip c¢alismadigi hakkinda bir Ongoriide

bulunulamamugtir.

Katalaz aktivitesiyle ilgili bulgular 0.2 ve 1.0 mM H,0, uygulanmis 6rneklerde kontrol
grubuna gore belirgin bir artig oldugunu, buna karsin 2.0 mM ve 5.0 mM H,O, uygulanmis
orneklerde belirgin bir aktivite diisiisii oldugunu ortaya koymaktadir. H,O, igermeyen besi
ortamindaki kontrol grubuna ait aktivitenin dogal metabolik siireclerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Yiiksek derisimlerde H,O,’nin SOD (siiperoksit dismutaz) aktivitesini
inhibe ettigi, siliperoksit radikalinin hiicre i¢inde biriktigi ve bu radikallerin de katalazi
inhibe ettigi bildirilmektedir (Shimizu ve dig. 1984). Bu ¢alismada da 2.0 mM ve 5.0 mM
H,0, uygulanmis orneklerdeki katalaz aktivitesinde gozlenen diistis bu olaydan
kaynaklaniyor olabilir. Elde edilen aktivite degerleri canli hiicre sayilari ele alinarak
degerlendirildiginde ise, 2.0 mM ve 5.0 mM H,O, uygulanmis Orneklerin katalaz
aktivitesinin hemen hemen kontrol grubuyla ayni oldugu gozlenmistir. Park ve dig. (2003),
yaptiklart ¢alismada 40 dakika siiresince 0.3 mM ve 10.0 mM H,O; uyguladiklar1 S.pombe
yabani 1rkinda katalaz aktivitesinin birbirine yakin (sirasiyla 7.15 ve 9.6 U/mg protein)
oldugunu bildirmektedirler. Ancak bu arastirmacilar 10.0 mM H,O, uygulanmis hiicrelerin
canlilik oraninin % 80 oldugunu 6ne slirmektedirler. Bu ¢alismada elde edilen canlilik
oranlar1 ve aktivite bulgular1 Park ve dig. (2003)’nin bulgulariyla paralellik

gostermemektedir. 1 saat siireyle 5.0 mM H,O, uygulandiginda hiicre iiremesinin % 50
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oraninda inhibe oldugu goriilmiistiir. Bu durum iireme kosullar1 ve stres uygulama

stiresindeki farkliliktan kaynaklaniyor olabilir.

S.pombe’de oksidatif stres parametrelerinden hiicrei¢i oksidasyon diizeyi, lipit
peroksidasyonu ve indirgenmis glutatyon diizeyinin ilk kez belirlendigi bu tez ¢aligmasinin
mayalarda ve memeli hiicrelerinde redoks dengesinin aydinlatilmasina katkida bulunacagi

diistiniilmektedir.
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