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Mitoz sirasinda Hz0: ile indiiklenen oksidatif strese karsi direncte
Ycal'in roliiniin incelenmesi
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Amag: Giiniimizde basariyla kullanilan antikanser ilaglar antitiimér etkilerini mikrotiibiillerin
yapisini bozup hiicrelerde uzun siireli mitotik arreste yol agarak gosterirler. Uzun stireli mitotik
arrestin sonuclarindan biri apoptozdur. Metakaspazlar, metazoan haricindeki canlilarda bulunan
ve apoptozda 6nemli rol oynadiklari bilinen yapisal olarak kaspaz homologlaridir. Bu ¢alismada,
Saccharomyces cerevisiae’de mikrotiibiilleri hedef alan antikanser ilaglarla indiiklenen mitotik
arrestin oksidatif stres direncine etkisinin ve mayadaki tek metakaspaz olan Ycal’in bu etkideki
olasi roliinlin arastirilmasi amaglanmistir. Yéontem: Bu amag icin, yabanil tip (YT) ve Ycal
delesyon mutant (ycal4) suslarinda mitotik arrest nocodazole veya carbendazim ile; G1-arrest
ise alfa faktor ile tetiklenmistir. Her iki sustaki protein agregat olusumu ise cycloheximide
muamelesi ile engellenmistir. Bu kosullardan her biri altinda 6 mM H-0; ile indiiklenen oksidatif
stresin YT ve ycalA suslardaki sagkalim tlizerine etkisi koloni olusturan birim (cfu) ve nokta ekim
yontemleriyle; reaktif oksijen tiirleri (ROT) birikimi tizerine etkisi ise H,DCFDA yontemiyle
incelenerek karsilastirilmistir. Bulgular: Nocodazole veya carbendazim ile tetiklenen mitotik
arrest YT S.cerevisiae hiicrelerinde oksidatif stres direnci olustururken, ayni kosullardaki yca14
susunda ise diren¢ olusturmadig: tespit edilmistir. Diger yandan, alfa faktorle tetiklenen G1-
arrestin YT veya ycalA suslarinda oksidatif stres hassasiyeti iizerinde 6nemli bir etkisi olmadigi
gozlenmistir. Ayrica, cycloheximide muamalesi ile protein agregat olusumunun engellenmesinin
ycald susunda YT susa benzer sekilde mitotik arrest sonucu oksidatif stres direnci olusmasina
yol actig1 goriilmiistiir. Sonug¢: Mikrotiibiilleri hedef alan antikanser ilaglarla tetiklenen mitotik
arrest YT S.cerevisiae hiicrelerinde oksidatif stres direncine yol agar. Sadece mitozda gelisen bu
direncte Ycal'in protein agregat olusumunu engelleme fonksiyonu 6nemli rol oynamaktadir.
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Mitozdaki oksidatif stres direncinde Ycal

Investigating the role of Ycal in resistance to H202-induced oxidative
stress during mitosis

Abstract

Aim: The most successfully used anticancer drugs today exhibit their antitumor effects by causing
a prolonged mitotic arrest through disrupting the structure of microtubules. One of the outcomes
of the prolonged mitotic arrest is apoptosis. Metacaspases are the structural homologs of caspases
that are found in living organisms other than metazoan and are known to play an important role
in apoptosis. The aim of this study was to investigate the effect of mitotic arrest induced by
microtubule-targeting anticancer drugs on oxidative stress resistance in Saccharomyces cerevisiae
and the possible role of Ycal, the only metacaspase in yeast, in this effect. Methods: For this
purpose, mitotic arrest was induced by either nocodazole or carbendazim; Gl-arrest was
triggered by alpha factor in the wild type (WT) and Ycal deletion mutant (ycal4) strains. Protein
aggregation was prevented by cycloheximide treatment in both strains. Under each of these
conditions, the effect of oxidative stress induced by 6 mM H;0; on the viability of the WT and
ycalA strains was evaluated by the colony forming unit (cfu) and spotting assays; accumulation
of the reactive oxygen species (ROS) was evaluated and compared by the H,DCFDA assay. Results:
[t was observed that mitotic arrest induced by nocodazole or carbendazim resulted in resistance
to oxidative stress in WT S.cerevisiae cells, while the same conditions did not cause resistance to
oxidative stress in ycalA cells. On the other hand, G1-arrest induced by alpha factor did not have
a dramatic effect on the sensitivities of WT or ycal4 strains to oxidative stress. Additionally, we
observed that prevention of protein aggregation by the cycloheximide treatment led to oxidative
stress resistance resulting from mitosis in the ycalA strain, similar to WT. Conclusion: Mitotic
arrest induced by microtubule targeting anticancer drugs results in resistance to oxidative stress.
In this resistance, which develops only in mitosis, function of Ycal in the prevention of protein
aggregation plays an important role.

Keywords: Oxidative stress resistance, Mitotic arrest, Ycal, Saccharomyces cerevisiae

Giris mikrotibiillerinin yapisini bozarak

Giintimuzde, kanser tedavisindeki en
basarili stratejilerden biri mitotik arrestin
tetiklenmesidir. Kanser hiicrelerinin mitoz
evresinde arrest olmalarinin saglanmasi bu
hiicrelerin proliferasyonunu engeller. Ayrica
mitoz, hiicrelerin radyasyon! ve c¢esitli
kimyasallarz gibi dis etkenlere karsi en
hassas olduklar1 hiicre doénglisii evresi
oldugu icin mitotik arrestin indiiklenmesi,
diger bir deyisle hiicrelerin mitozda
gecirdikleri siirenin uzamasi, kanser tedavisi
acisindan tercih edilen bir durumdur.
Glinlimiizde akciger, meme, yumurtalik,
mesane, lenfoid ve bas-boyun kanserleri gibi
bircok kanserin tedavisinde basariyla
kullanilan paklitaksel/ taxol, docetaxel ve
vinka alkaloidleri (vinblastin, vinkristin)
grubu antikanser ilacglar antitiimor etkilerini
hiicrelerde uzun stireli mitotik arreste yol
acarak gosterirler.3. 4 Spesifik olarak, her iki
grup antikanser ila¢ da, ig ipligi
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kinetokorlara dogru sekilde baglanmalarini
engeller. Bu durum hiicrelerde mikrotiibiil-
kinetokor  baglanmalarini  denetleyen,
mayadan insana kadar korunmus ve “ig ipligi
kontrol noktas1 (IKN)” denen majér bir
kontrol noktasinin siirekli aktivasyonuna yol
acar.’ Antikanser ilacla tetiklenen kronik IKN
aktivasyonu ise  hatali  baglanmalar
varliginda hiicre boliinmesini (dolayisiyla
yavru hiicrelerde olusabilecek andploidiyi)
engellemek icin hata diizeltilene kadar
hiicrenin mitozda arrest olmasin saglar.6
Hiicrelerde iiretilen reaktif oksijen
tirleri (ROT) ve antioksidan savunma
mekanizmalar1 arasindaki dengenin, ROT
iretimi lehine olacak sekilde bozulmasi
oksidatif stres olarak tanimlanir.” Pek cok
kanser tipinde anormal derecede artan ROT
iiretimine bagh olarak yiiksek oksidatif stres
olustugu bilinmektedir.8 Kanser
hiicrelerinde tretilen yiiksek miktarlardaki
ROT’nin proliferasyon, migrasyon ve sag

231



kalim gibi 6nemli onkojenik o6zellikleri
destekledigi gosterilmigtir.° Ancak,
antikanser ilaglarla tetiklenen mitotik
arrestin oksidatif stres direnci {izerine
etkisiyle ilgili neredeyse hicbir sey
bilinmemektedir. Literatiirde simdiye kadar
sadece bir c¢alismada, carbendazim adi
verilen antimotik ilacla muamelenin
Saccharomyces  cerevisiae  hicrelerinde
oksidatif strese karsi direnci Rad9’a bagh
olarak arttirdif1 gosterilmistir.l0 Ancak,
baska hangi proteinlerin, yolaklarin ya da
hiicresel siireclerin diren¢ kazanimiyla
iligkili oldugunun ve/veya mitotik arrest ile
oksidatif stres direnci arasindaki iliskinin
mekanizmasinin arastirildigi herhangi bir
¢alisma bulunmamaktadir.

Kaspazlar, programli hiicre
Olimiiniin  diizenlenmesindeki  6nemli
rolleriyle bilinen sistein proteazlar ailesine
ait proteinlerdir.1112 Tek hiicreli canllarda
direkt olarak kaspaz homologu
bulunmamakla birlikte, biyoinformatik
analizler metazoan olmayan organizmalarda
kaspazlarin  yapisal homologu olan
metakaspazlarin  bulundugunu  ortaya
koymustur.!3 Ycal, S. cerevisiae’de bulunan
tek metakaspaz olarak tanimlanmistir.l4
Kaspazlara benzer sekilde, Ycal'in de
programli hiicre o6liimii uygulayic1 protein
olmasinin yani sira, bu gorevinden bagimsiz
olarak kromozom segregasyonu ve yeniden
diizenlenmesi, hatali katlanmis/ zarar
gormiis proteinlerin ortadan kaldirilarak
protein homeostazinin saglanmasi gibi diger
vital fonksiyonlar1 da bulunmaktadir.15-17
Yiiksek 1s1, agir metaller ve oksidatif stres
gibi cesitli stres kosullarinin proteinlerin
hatal katlanmasina sebep oldugu
bilinmektedir. Hatal katlanan proteinler ise
anormal protein-protein etkilesimlerine
girerek hiicrede agregat olusturur. Hatal
protein katlanmalart sonucu olusan bu
protein agregatlar1 hiicresel metabolizmay1
ve protein doniisiimiini olumsuz etkiler.
Protein agregatlarinin olusturdugu olumsuz
etkiyi onlemek/ en aza indirmek icin
hiicrelerde protein homeostazini koruyan
cesitli protein kalite kontrol mekanizmalari
gelismistir. Protein kalite kontrol
mekanizmasi elemanlar1 o6ncelikle hatali
katlanmis proteini tekrar katlayarak tamir
etmeyi hedefler, ancak hasar ¢ok biiylik ve
geri cevrilemezse hatali katlanmis proteinler
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saperonlar yardimiyla hizlica degrade
edilir.18 Protein kalite kontrol
mekanizmasindaki  bozukluklarin  hiicre
icinde protein agregat olusumuna yol
acararak norodejenerasyon, tip 2 diyabet,
demans, kistik fibroz, kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢ok
hastaligin olusmasini veya ilerlemesini
kolaylastirdig1 gosterilmistir.1?

Genomu ilk sekanslanan 6karyot olan
Saccharomyces cerevisiae, insan genomuna
gosterdigi yliksek homoloji, kiiltiirtiniin hizli
ve disik maliyetli olusu, genetik
manipiilasyonunun kolay olmasi gibi
nedenlerde DNA tamiri, yaslanma, hiicre
dongiisii, otofaji, apoptoz, stres yaniti gibi
bircok ©6nemli hiicresel siirecin yani sira,
antikanser ilaglara diren¢ mekanizmalari ile
molekiiler ve hiicresel kanser ¢alismalarinda
yaygin olarak kullanilan, 6nemli ve avantajli
bir model olarak kabul edilmektedir.20 Bu
calismada literatiirde ilk kez Ycal'in mitotik
arrest sonucu olusan oksidatif stres direnci
lizerindeki etkisi ve bu etkinin Ycal'in
hiicredeki hangi rolii araciligiyla
gerceklesiyor olabilecegi S. cerevisiae’de
arastirilmistir. Bunun i¢in 6ncelikle, iki farkli
antimitotik ila¢ (nocodazole ve
carbendazim) muamelesinin 6 mM H0; ile
indiiklenen oksidatif stres hassasiyetine
etkisi ve bu etkinin mitotik arrest araciligiyla
olup olmadig1 incelenmistir. Daha sonra
Ycal’'in mitotik arreste bagh olarak gelisen
oksidatif stres direncindeki rolii
arastirilmistir. Son olarak ise Ycal’in mitotik
arreste bagh oksidatif stres direncindeki
roliinlin  protein agregat olusumunun
engellenmesi aracilifiyla olup olmadig test
edilmigtir.

Yontem
Suglar ve kiiltiir kogullart

Calismada kullanilan yabanil tip
(MATa; his341; leu2A0; metl15A0; ura3A0;
PDS1-3HA-URA3) ve ycalA mutant (MATa;
leu2A0; ura3A0; his3A0; met3A0;
ycal::KANMX4) S. cerevisiae suslar1 Dr.
Daniel Burke (North Carolina State
University, College of Sciences, Department
of Biological Sciences) tarafindan hediye
edilmistir. Maya hiicreleri %2 (wt/vol)
glukoz, %1 (wt/vol) maya oziiti, %?2
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(wt/vol) pepton ve %2 (wt/vol) agar iceren
YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose) agar
plaklarinda muhafaza edilmis, kiiltiirleri ise
siv1 YPD besiyeri (%2 (wt/vol) glukoz, %1
(wt/vol) maya oziitii, %2 (wt/vol) pepton)
icinde, 309C'de ve 175 rmp’de calkalanarak
yapilmistir.

Hiicre dongiisii arresti ve oksidatif stres
indiiksiyonu

Mitotik arrest indiiksiyonu icin,
erken mid-logaritmik faza kadar
(0.Dpo=~0.3) cogaltilan YT ve ycalA suslar
15 ug/ml nocodazole (Sigma-Aldrich) veya
35 pg/ml carbendazim (Sigma-Aldrich) ile
mekanik calkalayic1 lizerinde (175 rpm)
300C’de li¢ saat (iki doubling time) inkiibe
edilmistir.  Inkiibasyon sonunda 1s1k
mikroskobu altinda %65’den fazla hiicrenin
“bliylik tomurcuklu” fenotipi gostermesi
durumunda mitotik arrest indiiksiyonu
basarili sayilmistir. G1 arrest indiiksiyonu
icin ise, erken mid-log fazdaki yabanil YT ve
ycalA suslar asidik sivi YPD besi yeri
(pH=3.4) icerisinde 25 ug/ml alfa faktor ile
2.5 saat boyunca 30°C ve 175 rpm’de inkiibe
edilmistir. Isik mikroskobunda %70’ten fazla
hiicrenin “tomurcuksuz” fenotipi gdstermesi
durumunda G1-arrest indiiksiyonu basarili
sayllmistir. Oksidatif stres indiiksiyonu i¢in
ise nocodazole, carbendazim veya alfa
faktorle muamele edilen ve edilmeyen YT ve
ycald kiltirleri  (0.Dpo=~0.8) 3 saat
boyunca 30°C ve 175 rpm’de 6 mM H,0; ile
inkiibe edilmis, ayni kiltiirlerin ayn siire 0
mM H;0; inkiibasyonlari ise negatif kontrol
olarak kullanilmistir. Protein translasyonu,
dolayisiyla protein agregatlarinin olusmasi,
30 pg/ml cycloheximide (Sigma-Aldrich) ile
bir saatlik inkiibasyon sonucu
engellenmisgtir.

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) tespiti

Intraseliiler ROT seviyeleri H,DCFDA
ile daha once belirtildigi gibi incelenmistir.2!
H,DCFDA intraseliiler peroksitlerin tespiti
icin yaygin olarak kullanilan bir ROT
indikatoriudiir. Hiicreye pasif diffiizyon ile
giren wuapcrpa intraseliller ROT varliginda
oksidasyona ugrayarak kuvvetli bir floresan
olan DCF (dichlorofluorescein) e doniisiir2z,
dolayisiyla floresan mikroskop altinda
kolayca tespit edilebilir. H;DCFDA ile
intraseliiler ROT seviyelerinin tespiti icin
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Ozetle, her bir 6rnekleme zamaninda (0 ve 3
saat) toplanan 200 ul'lik 6rnekler, 200 ul taze
YPD besi yeri icinde resiispanse edilmistir.
10 pg/ml 2',7'-dichlorodihydrofluorescein
diacetate (H2.DCFDA; Molecular Probes) ile
300C’'de 40 dakika inkiibe edilen
orneklerden, inkiibasyonun hemen ardindan
5 ul alinarak mikroskop lami iizerine
damlatilmis ve floresan mikroskop altinda
(Leica DM1000 LED, Leica Microsystems,
Germany) incelenmistir. Her 6rnek icin, her
bir 6rnekleme zamaninda en az 200 hiicre
incelenmis ve “floresan” ve “floresan
olmayan” olarak kategorize edilmis, floresan
DCF sinyali veren hiicre yiizdeleri (%DCF
pozitif hiicre) grafiklenmistir. Deney her sus
icin ikiser kez tekrar edilmis ve ortalama
%DCF pozitif sunulmustur.

Nokta ekim ve koloni olusturan birim (cfu)
deneyleri

Nokta ekim deneyleri igin her
zamanlama noktasinda her bir kiltiiriin
10’ar kat seri dillisyonlar1 hazirlanmistir.
Daha sonra her bir diliisyondan alinan 5’er
ul'lik 6érnekler YPD plaklara nokta seklinde
ekilmis ve 30°C’de 2 giinliik inkiibasyonun
ardindan plaklarin fotograflar1 g¢ekilmistir.
Her deney her bir sus icin en az iki kere
tekrar edilmis ve temsili bir deneyin
sonuglar1 rapor edilmistir. Cfu belirlenmesi
icinse, uygun diliisyonlar YPD plaklara
yayllarak ekilmis ve 309C’de iki giinliik
inkiibasyonun ardindan her bir plakta olusan
koloniler sayilmistir. Her bir sustaki
%cfu/ml her bir plaktaki cfu sayisi, diliisyon
faktorii ve plaga ekilen hacimle carpilarak
hesaplanmistir. YT ve ycal4 suslarinda 0 mM
ve 6 mM H;0; inkiibasyonun 3. saatinde
belirlenen %cfu/ml’'in 0. saatte belirlenen
%cfu/ml’e  bolinerek cfu kat artis
belirlenmis ve grafiklenmistir. Deney her sus
icin ikiser kez tekrar edilmis ve ortalama cfu
kat artis1 sunulmustur.

Bulgular
Mitoz oksidatif strese karst direnci arttirir

Antikanser ilacgla tetiklenen mitotik
arrestin, kanser hucrelerinde siklikla
gortlen artmis oksidatif strese karsi direnci
etkileyip etkilemedigini arastirmak icin,
yabanil tip (YT) Saccharomyces cerevisiae
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susunda iki farkli antikanser ilacgla
indiiklenen mitotik arrestin 6 mM H;0; ile
tetiklenen oksidatif stres direnci tizerindeki
etkisini inceledik (Sekil 1). Bunun igin 6nce,
erken mid-logaritmik faza kadar c¢ogaltilan
YT S. cerevisiae kiiltiirii ikiye boliinmiis ve
nocodazole iceren (+Noc) ve icermeyen (-
Noc) siv1 besiyeri icerisinde ii¢ saat boyunca
inkiibe  edilmistir.  +Noc ve -Noc
inkiibasyonlarinin hemen ardindan (0 sa),
her iki kiltiir tekrar ikiye boltinerek 0 mM
veya 6 mM H;0; ile li¢ saat daha inkiibe
edilmis ve kiiltiirlerdeki sag kalim oranlari
koloni olusturan birim (cfu) deneyi ile
incelenmistir. Deney sonucunda, nocodazole
muamelesi sonucu mitozda arrest olan
kiltirdeki cfu artisinin (0.016), arrest
olmayan kiiltiirdekine kiyasla (0.0017)
yaklasik 10 kat daha fazla oldugu
gozlenmistir (Sekil 1A). Daha sonra +Noc ve
-Noc ile muamele edilen kiiltiirler ROT
seviyeleri acisindan H;DCFDA deneyi ile
incelenmistir. Karboksi-H,DCFDA, normalde
floresan olmayan ancak ROT varliginda
okside olarak floresan DCF 1sima veren bir
boyadir.2® {i¢ saatlik H,0, muamelesinin
ardindan +Noc ve -Noc kiiltiirlerdeki
floresan DCF sinyali veren hiicre yiizdeleri
karsilastirildiginda, cfu sonuglariyla uyumlu
sekilde, +Noc kiiltiirdeki %DCF pozitif
oraninin (%58.2) -Noc kiiltiirlerdekine gore
(%98) c¢cok daha az oldugu gozlenmistir
(Sekil 1B).

Nocodazole muamelesinin sebep
oldugu oksidatif stres direncinin ilacin
kendisinden degil, mitotik arrest
indiiksiyonundan  kaynaklandigini  test
etmek icin, farkli bir antikanser ila¢ olan
carbendazim ile muamelenin oksidatif stres
direncine etkisini arastirdik. Bunun icin yine
erken mid-log faza cogaltilan YT S. cerevisiae
kiltird ikiye boliinmiis ve carbendazim
iceren (+Carb) ve icermeyen (-Carb) sivi
besiyerleri icerisinde 1{i¢ saat inkiibe
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edilmistir. Inkiibasyonlar1 takiben (0 sa) her
iki kultiir tekrar ikiye boliinerek 0 mM veya
6 mM H;0; varliginda li¢ saat daha inkiibe
edilmistir (3 sa). Daha sonra, her kiiltlirden
hazirlanan 10’ar kat seri diliisyonlar YPD
plaklara nokta ekim ydntemiyle ekilmistir.
iki  glinlik  inkiilbasyonun  ardindan
kiltiirlerdeki sagkalim oranlari
incelendiginde, carbendazim ile inkiibe
edilen Kkiiltiirdeki (+Carb) oksidatif stres
direncinin carbendazimle inkiibe edilmemis
kiltiire kiyasla (-Carb) arttiglr gézlenmistir
(Sekil 1C). Oksidatif stres indiiksiyonunun
ardindan +Carb ve -Carb kiiltiirlerdeki ROT
seviyeleri Kkarsilastirildiginda da, +Carb
kiiltiirdeki floresan DCF sinyali veren hiicre
oraninin (%.94.6) -Carb kiiltiirlere kiyasla
(%46.6) ¢ok daha az oldugu tespit edilmistir
(Sekil 1D).

G1-arrest oksidatif stres direncine yol agmaz

Nocodazole veya  carbendazim
muamelesi sonucu olusan oksidatif stres
direncinin her iki ilagtan bagimsiz olarak
mitoz sonucu ortaya ¢iktigini teyit etmek icin
alfa faktor ile tetiklenen Gl-arrestin YT ve
ycalA S. cerevisiae suslarinda oksidatif stres
hassasiyetine etkisini arastirdik (Sekil 2).
Bunun i¢in, erken mid-log faza kadar
cogaltilan YT ve ycalA kiltirleri ikiye
bolinerek alfa faktor iceren (+Alfa faktor) ve
icermeyen (-Alfa faktor) besiyerinde iki saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonlarin hemen
ardindan (0 sa) +Alfa faktor ve -Alfa faktor
kiltirleri ikiye boliinerek 0 mM veya 6 mM
H,0:ile ii¢ saat daha inkiibe edilmistir (3 sa).
¢ saatlik inkiibasyonun ardindan YT ve
ycald suslarindan alinan 6rneklerdeki
sagkalim  nokta ekim yontemi ile
degerlendirilmis, YT ve ycalA suslarinin her
ikisinde de alfa faktor ile tetiklenen G1-
arrestin 6 mM H,0; ile indiiklenen oksidatif
stres hassasiyeti lizerinde 6nemli bir etkisi
olmadig1 gbézlenmistir (Sekil 24, 2B).
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Sekil 1. Mitotik arrestin oksidatif stres direncine etkisi.

A) 3 saatlik -NOC/+NOC inkiibasyonunun ardindan (0 sa), 3 saat boyunca 0 veya 6 mM Hz0: ile muamele
edilen (3 sa) YT hiicrelerdeki sagkalimin cfu yontemi ile incelenmesi. B) +NOC/-NOC inkiibasyonunun
ardindan (0 sa) 0 veya 6 mM H202 ile muamele edilen (3 sa) YT hiicrelerdeki ROT seviyelerinin H2DCFDA
yontemi ile incelenmesi. C) 3 saatlik -Carb/+Carb inkiibasyonunun ardindan (0 sa), 0 veya 6 mM H:0: ile 3
saat muamele edilen (3 sa) YT hiicrelerdeki sagkalimin nokta ekim yontemi ile incelenmesi. D) -Carb/+Carb
inkiibasyonunu takiben (0 sa) 0 veya 6 mM H20: ile muamele edilen (3 sa) YT hiicrelerdeki ROT birikiminin
H2DCFDA yo6ntemi ile incelenmesi.

A) YT B) ycald

- Alfa faktor +Alfa faktor - Alfafaktoér +Alfafaktér

. e %‘. i ' e '.. > O Sa ‘ @ ."- 1 . ‘ ® ;.. .. Osa
A . . ’*xg s
.. omMm X »
omM m 3sa " 3 .. ‘ i}" -
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Sekil 2. G1-arrestin oksidatif stres direncine etkisi.
2.5 saat alfa faktor ile muamelenin ardindan (0 sa) 3 saat boyunca 0 mM veya 6 mM H:0: ile inkiibe edilen
A) YT B) ycalA hiicrelerdeki sagkalimlarin nokta ekim yontemi ile incelenmesi

Mitotik arreste bagh gelisen oksidatif stres 6 mM H;0; varliginda li¢ saat daha inkiibe
direnci i¢in Ycal gereklidir edilmistir.  +Noc ve -Noc ycald
. . kiltirlerindeki oksidatif stres varhigindaki

Carbendazim veya nocodazole ile skal Kt K sntemivl
tetiklenen mitotik arrestin oksidatif strese sagkaiim nox'a exim yontetniy'e
karsilastirildiginda, +Noc ve -Noc

karsi direnci arttirdigini gozlemlememizin
ardindan, bu direncte maya metakaspazi
Ycal’in bir roli olup olmadigini arastirdik
(Sekil 3). Bunun icin, erken mid-log fazdaki
ycalA kiltiri ikiye boliinmiistiir. +Noc ve -
Noc kosullarda ii¢ saatlik inkiibasyonun
ardindan (0 sa) her iki kiiltiir de 0 mM veya

kiltiirlerde 6 mM H:0. ile indiiklenen
oksidatif strese kars1 direncte 6nemli bir fark
olmadig1 gozlenmistir (Sekil 3A). Benzer
sekilde, +Noc ve -Nockiiltiirlerde ROT tireten
hiicre oranlari agisindan (sirasiyla, %98.3 ve
%99.3) neredeyse hicbir fark olmadig:
belirlenmistir (Sekil 3B). Ayni1 deney
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dizayninda mitotik arrest bu kez
carbendazim ile tetiklendiginde de aym
sekilde +Noc ve -Noc Kkiiltiirlerde oksidatif
stes direnci agisindan onemli bir fark
olmadigr gozlenmistir (Sekil 3C). YT
hiicrelerde mitotik arreste bagh olarak

Mitozdaki oksidatif stres direncinde Ycal

olusan oksidatif stres direncinin (Sekil 1),
ayni kosullar altindaki ycald hiicrelerde
gozlenmemis olmasi, Ycal'in mitotik arreste
bagh oksidatif stres direnci i¢in gerekli
oldugunu ortaya koymaktadir.

B)

-
Q
=}

o ©
o o
I

m0sa

@3sa

N
o
[

% DCF Pozitif Hiicre
B
o
[

o

0omM ‘ 6 mM

0mM ‘ 6mM ‘

-Noc + Noc

Sekil 3. Ycal’'in mitotik arreste bagh gelisen oksidatif stres direncine etkisi.

A) 3 saatlik nocodazole muamelesini (0 sa) takip eden 3 saatlik 0 veya 6 mM H202 inkiibasyonunun (3 sa)
ycalA hiicrelerdeki sagkalima etkisinin cfu yontemi ile incelenmesi. B) Nocodazole muamelesinin ardindan
(0 sa) 0 veya 6 mM H:0: ile inkiibe edilen (3 sa) ycalA hiicrelerdeki ROT seviyelerinin H2DCFDA ydntemi
ile incelenmesi. C) 3 saatlik carbendazim muamelesini (0 sa) takip eden 0 veya 6 mM H:0: inkiibasyonun
(3 sa) ycalA hiicrelerdeki sagkalima etkisinin nokta ekim yontemi ile incelenmesi.

Mitotik arrest sonrasinda protein sentezinin
engellenmesi oksidatif stres direncini arttirir.

Ycal’in mitotik arrest sirasinda
gelisen oksidatif stres direncindeki roli,
protein agregatlarini temizleme goreviyle
iliski olabilir. Bu olasilig1 arastirmak i¢in YT
ve ycalA suslarda protein agregatlarinin
olusumunu cycloheximide inkiibasyonu ile
engelledik ve bu durumun mitozda gelisen
oksidatif stres direnci iizerindeki etkisini
degerlendirdik. Bunun i¢in, mid-log YT ve
ycalA Kkiltirleri ikiye ayrilmis ve li¢ saat
boyunca nocodazole ile mitozda arrest
edilmistir. Daha sonra her bir kiltiir ikiye
bolinmiis ve cycloheximide varlifinda
(+Cyc) ve yoklugunda (-Cyc) bir saat daha
inkiibe edilerek protein translasyonu

Mersin Univ Saglik Bilim Derg 2019;12(2)

engellenmis (+Cyc) veya engellenmemistir (-
Cyc). Bir saatlik inkiibasyonun hemen
ardindan (0 sa) ise tim Kkiiltiirler ii¢ saat
boyunca 0 mM ve 6 mM H2 H;0; ile inkiibe
edilmistir (3 sa). 0. ve 3. saatlerde tim
kiiltirlerden alinan 6rneklerin 10’ar kat seri
dilisyonlar1 YPD plaklara ekilmis ve
oksidatif strese kars1 direncleri nokta ekim
yontemiyle  degerlendirilmistir. ~ Sonug
olarak, cycloheximide inkiibasyonunun
(+Cyc) ycald susta gozlemlenen oksidatif
stres hassasiyetini azaltararak YT susa
oldukca benzer sekilde oksidatif stres
direncine yol actif1 gozlenmistir (Sekil 4A,
4B). Bu bulgular, Ycal tarafindan protein
agregasyonunun engellenmesinin, mitozda
olusan oksidatif stres direnci i¢cin 6nemli
oldugunu gostermektedir.
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Mitozdaki oksidatif stres direncinde Ycal
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Sekil 4. Mitotik arrest sonrasinda protein sentezinin engellenmesinin oksidatif stres direncine

etkisi.

Ug saatlik nocodazole muamelesinin hemen ardindan (0 sa) cycloheximide varliginda (+Cyc) ve yoklugunda
(-Cyc) 1 saat, sonrasinda ise 0 mM ve ya 6 mM H202 ile 3 saat inkiibasyonun (3 sa) A) YT B) ycald
hiicrelerdeki sagkalim tlizerine etkisinin nokta ekim yéntemi ile incelenmesi.

Tartisma

Bu ¢alismada, Ycal’in mitotik arrest
sonucu olusan oksidatif stres direncine etkisi
ve bu etkinin Ycal’in hangi hiicresel
stirecteki rolii araciligiyla gerceklesiyor
olabilecegi arastirilmistir. Bunun igin ilk
once YT S.cerevisiae hiicrelerinde mitozun
oksidatif stres direncine etkisi arastirilmis ve
mitotik arresti tetikledigi bilinen iki farkh
antikanser ilacla (nocodazole ve
carbendazim) muamelenin  H;0, ile
indiiklenen oksidatif strese karsi direng
sagladig1 gozlenmistir (Sekil 1). Bu bulgular,
methyl 2-benzimidazil carbamate
(carbendazim) muamelesinin S.cerevisiae’de
oksidatif stres direncini arttirdiginin
gosterildigi literatiirdeki tek calismayla
uyumludur.1® Yine aym ¢alismayla uyumlu
olarak, bu calismadan elde edilen bulgular da
YT S.cerevisiae hiicrelerinde Gl-arrestin
oksidatif strese kars1 diren¢ olusturmadigini
ortaya koymustur (Sekil 2A). Bu sonuclar
birlikte degerlendirildiginde, YT hiicrelerde
hiicre dongiistinin spesifik olarak mitoz
evresinin H»0; ile indiiklenen oksidatif
strese karsi direnci arttirdifi sonucuna
varilabilir. [laveten bu ¢alismayla literatiirde
ilk defa, Ycal'in Gl-arrestin yol actigl
oksidatif stres hassasiyeti lizerinde dnemli
bir etkisinin olmadig1 da gosterilmistir (Sekil
2B).

YT hiicrelerde mitozun oksidatif
stres direncini arttirdiginin gézlenmesinin
ardindan, mayadaki tek metakaspaz
olmasinin yani sira farkli vital hiicresel
stireclerde de gorev aldigi bilinen Ycal’in, bu
diren¢ olusumunda gorev alip almadig
arastirllmistir. YT hiicrelerde mitotik arresti
tetikleyerek oksidatif stres direncine yol
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acan ayni iki antikanser ilacla (nocodazole ve
carbendazim) muamelenin ycalA mutant
susta  oksidatif stres direncine yol
acmadiginin goézlenmesi, Ycal'in mitotik
arrest sonucu olusan oksidatif stres direnci
icin gerekli oldugunu ortaya koymustur
(Sekil 3).

Ycal'in rol aldig1 6nemli hiicresel
stireclerden biri protein kalite kontroltidiir.
Protein kalite kontroll, yiiksek 1s1 ve
oksidatif stres gibi ¢esitli stres kosullarina
baglh olarak hatali katlanan proteinlerin
katlanmalarinin diizeltilmesi ya da ortadan
kaldirilmasi  yoluyla protein agregat
olusumunu engelleyen 6énemli bir hiicresel
mekanizmadir.19.23 Ycal'in kaspaz
fonksiyonundan bagimsiz olarak hatal

katlanmis  proteinlerin  uzaklastirilmasi
yoluyla protein agregat olusumunun
onlenmesinde  6nemli rol  oynadigl

gosterilmistir.l2 Bu nedenle, ¢alismamizda
son olarak Ycal’in mitotik arrest sonucu
olusan oksidatif stres direncindeki roliiniin
arrest sirasinda protein agregat olusumunun
engellenmesi {izerinden olup olmadigin
arastirdik. Mitotik arrestin hemen ardindan
protein translasyonunu, dolayisiyla protein
agregat olusumunu, engelledigimizde ycalA
mutant susunda da, YT susa benzer sekilde,
mitozda oksidatif strese karsi direng
gelistigini gozlemledik. Bu bulgularimiz,
mitotik arrest sonucu olusan oksidatif stres
direncinin ~ kismen  protein  agregat
olusumunun Ycal tarafindan o©nlemesine
bagh olarak gelistigine isaret etmektedir
(Sekil 4). Ancak, bulgularimizdaki dikkat
cekici bir nokta, protein translasyonun
engellenmesinin mitozda arrest olan YT ve
ycald suslarda tam bir oksidatif stres
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direncine yol agmamis olmasidir. Bu durum,
mitozda ortaya c¢ikan oksidatif stres
direncinin sadece  protein agregat
olusumunun engellenmesine bagh
olmadigina, diren¢ olusumunda farkl
stireclerin  ve proteinlerin rol aliyor
olduguna isaret etmektedir.

Glinlimiizde yaygin olarak kullanilan
antikanser ilaglarla tetiklenen mitotik
arrestin, kanser hiicrelerinin karakteristik
ozelliklerinden olan yiliksek ROT {retimi
sonucu olusan oksidatif strese karsi direng
olusturma mekanizmasinin iyi ve kapsaml
olarak anlasilmasi, kemoterapi etkinligini
arttirabilecek yeni stratejilerin
gelistirilebilmesine, yeni kemoterapotik
ajanlarin belirlenmesine katki saglayabilir.
Dolayisiyla, mitozda olusan oksidatif stres
direncinin  mekanizmasinin  daha iyi
anlasilabilmesi icin daha fazla ¢alismaya
ihtiyac vardir.
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