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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

FISYON MAYASI Schizosaccharomyces pombe’de ANTIFUNGAL ILACLARIN ETKIN
KULLANIM iCiN ARASTIRILMASI

Mustafa KACMAZ

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damisman : Prof. Dr. Bedia PALABIYIK

Firsatgr mantar patojenlerinin neden oldugu fungal enfeksiyonlar insan Gliimlerinin 6nde
gelen nedenlerinden biridir. Patojenik mantarlardan Candida, Aspergillus, Cryptococcus ve
Pneumocystis tiirlerinin neden oldugu invaziv fungal enfeksiyonlarin diinya ¢apinda yol
actigt morbidite ve mortalite oram1 ciddi bir tehlike olusturmaktadir. Sistemik mantar
enfeksiyonlarini tedavi etmek icin baslica {i¢ sinif antifungal ila¢ kullanilmaktadir. Bunlar
ergosterol biyosentezini hedefleyen azoller, mantar hiicre duvari biyosentezini engelleyen
ekinokandinler ve mantar hiicre zarinda hiicre par¢alanmasina yol agan ve ergosterole
baglanan polienlerdir. Son yillarda bu ilaglarin diizensiz, uzun siireli ve dikkatsiz kullanimi,
s0z konusu patojenlerin zaman i¢inde diren¢ kazanmasina yol a¢mistir. Antifungal ilag

direncinin altinda yatan nedenler olarak, ilag hedef degisikligi veya asir1 ekspresyonu, ¢coklu

xii



ila¢ tastyicilarinin yukari regiilasyonu ve stres tepkilerinin aktivasyonu gibi ¢ok sayida adaptif
mekanizma bulunmaktadir. Bu tez calismasi kapsaminda 19 yeni aday gen ve literatiir
taramasindan flukonazol hedefi ergll geni dahil flukonazole direng ile iligkili 5 genin
antifungal ila¢ direncindeki rolleri arastirildi. Bu amagla, patojenik fungilerle ¢ok fazla ortak
ozellik paylasan fisyon mayasinin (Schizosaccharomyces pombe) ED666 yabani susu ve ele
aliman genler bakimidan delesyonlu 21 sus (SPAC22H10.09, bun107, mugl166, nntl, nas2,
yihl, hrkl, SPAC4H3.06, mshl, rpb9, qcr8, rsv2, srpl4, clpl, bgs4 ve plhl, rhpl8,
SPCC338.06c, SPBC27B12.05 phb2 ve erg3l) calisma materyali olarak kullanildi. Bu
kapsamda, S. pombe ED666 irkinda, ii¢ farkli antifungal ajanin (flukonazol, tetrakonazol ve
tiyabendazol) ayr1 ayr1 ve flukonazol ve tetrakonazol kombine sekilde kullanilarak minimum
inhibe edici konsantrasyonlar1 (MIK) hesaplandi. Hiicrelerin bu ajanlar arasinda flukonazole
karst MiK’in iizerindeki degerlerde hiicre duvari igerigini degistirerek iiremeye devam ettigi
paradoksiyal etki gozlendi. Bu tez kapsaminda gergeklestirilen ileri analizlerde sadece
flukonazoliin iiremenin seyrinin degisime basladigi konsantrasyonlar olan ICs ve 1Cjg
degerleri S. pombe yabani susunda kullanildi. Buna goére, bazi genlerin (SPAC22H10.09,
bun107, mugl66, nntl, nas2, yihl, SPAC4H3.06, mshl, rpb9, qcr8, rsv2, erg6 ve erg9)
transkripsiyon seviyeleri 1Cs dozunda artarken, 1Cy19 dozunda azaldig1 gozlendi. Buna karsin,
digerlerinin her iki dozda azalan (srp14, clpl, bgs4 ve phb2) ve artan (plhl, ergll ve erg31l)
seviyeleri tespit edildi. Parental ve mutant suslarda kayda deger bir ROT artist
gozlemlenmedi. Bu sonug, direngli suslarda ROT seviyesinin diisiik olmasiyla uyumludur.
Sonug olarak, SPAC22H10.09, bun107, mugl66, nntl, nas2, yihl, SPAC4H3.06, mshl, rpb9,
qcr8, rsv2, srpl4, clpl, bgs4, plhl ve phb2 genlerinin ilk defa bu tez ¢alismasinda ilag direnci
ile iliskisi ortaya konurken, direngte bu genlerin agsag1 diizenlenmis olmalarinin da rolii oldugu

Onerilmektedir.

Mart 2022, 74 sayfa.

Anahtar kelimeler: Fungal enfeksiyon, antifungal direng, azoller, Schizosaccharomyces
pombe.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF ANTIFUNGAL DRUGS FOR EFFECTIVE USE IN FISSION
YEAST Schizosaccharomyces pombe

Mustafa KACMAZ

Istanbul University
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Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Bedia PALABIYIK

Fungal diseases caused by opportunistic fungal species, it is one of the leading causes of
deaths, especially in individuals suffering from certain health problems or
immunosuppressive therapy. The worldwide morbidity and mortality rate caused by invasive
fungal infections from pathogenic fungal species such as Candida, Aspergillus, Cryptococcus
and Pneumocystis poses a serious threat. There are three main classes of antifungal drugs used
in the treatment of systemic fungal infections. These are azoles that target ergosterol
biosynthesis, echinocandins that inhibit fungal cell wall biosynthesis, and polyenes that bind
to ergosterol in the fungal cell membrane and cause cell lysis. Recently, the irregular, long-
term and careless use of these drugs has led to the resistance of pathogens over time. There
are many underlying causes of antifungal drug resistance, including adaptive mechanisms
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such as drug target change or overexpression, upregulation of multiple drug transporters, and
activation of stress responses. Within the scope of this thesis study, the roles of 19 new
candidate genes and 5 fluconazole resistance-related gene from literature review, including
fluconazole target ergll gene, in antifungal drug resistance were investigated. In this context,
ED666 parental strain of fission yeast (Schizosaccharomyces pombe), which shares much in
common with pathogenic fungi, and 21 strains with deletions in various genes
(SPAC22H10.09, bunl107, mugl66, nntl, nas2, yihl, hrkl, SPAC4H1, rpb9sh) , qcr8, rsv2,
srpl4, clpl, bgs4 and plhl rhpl8, SPCC338.06¢c, SPBC27B12.05, phb2 and erg31) were
considered as study material. In this context, the minimum inhibitory concentrations (MIC) of
three different antifungal agents (fluconazole, tetraconazole and thiabendazole) in S. pombe
ED666 strain were calculated separately and in combination with fluconazole and
tetraconazole. A paradoxical effect was observed in which the cells continued to reproduce by
changing the cell wall content at values above the MIC against fluconazole among these
agents. In the further analyzes performed within the scope of this thesis, only the 1Cs and ICyp
values, which are the concentrations at which the growth rate of fluconazole begins to change,
were used in S. pombe ED666 wild type. Accordingly, while the transcription levels of some
genes (SPAC22H10.09, bun107, mugl66, nntl, nas2, yihl, SPAC4H3.06, mshl, rpb9, qcr8,
rsv2, ergé ve erg9) were upregulated on ICs dose, downregulated on ICyo In contrast,
downregulated (srp14, clpl, bgs4 and phb2) and upregulated (plh1, ergll and erg31) levels of
the other genes were detected at both doses. No significant increase in ROT was observed in
parental and mutant strains. This result is compatible with the low level of ROT in resistant
strains. In conclusion, the relationship of SPAC22H10.09, bun107, mugl166, nntl, nas2, yih1,
SPAC4H3.06, mshl, rpb9, gcr8, rsv2, srpl4d, clpl, bgs4, plhl ve phb2 genes with drug
resistance was revealed for the first time in this thesis study. It is suggested that down-
regulation of these genes also plays a role in resistance.

March 2022, 74 pages.

Keywords: Fungal infection, antifungal resistance, azoles, Schizosaccharomyces pombe.
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1. GIRIS

Modern tiptaki gelismelere paralel olarak, gesitli insan hastaliklarinin tedavisinin yani sira,
bulasict hastalik salginlarin da simirlanmasia karsin bir tarftan insan 6mrii uzarken diger
tarftan da firsatgi mantar patojenleri, Ozellikle altta yatan saglik sorunlari olan veya
immiinosupresif tedavi goren bireylerde, insan Oliimlerinin onde gelen nedenlerini
olusturmaktadir (Brown ve dig.,, 2012). Patojenik fungilerden Candida, Aspergillus,
Cryptococcus ve Pneumocystis tiirlerinden kaynaklanan invaziv fungal enfeksiyonlarin diinya
capinda neden oldugu yiiksek morbidite (hastalik) ve mortalite (6liim) oran1 ciddi bir tehlike
olusturmaktadir (Revie ve dig., 2018) Mantar patojenleri sadece insanlar1 dogrudan
etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda insanlar1 besleyen ekinlerin kitlesel yikim1 ve ayrica gida
kaynaklarini kirleten ve kanser gelisimine yol acan toksinleri tireterek gida gilivenligini de

tehlikeye atmaktadir (Fisher ve dig., 2012).

Insan patojenlerinin neden oldugu sistemik mantar enfeksiyonlarmni tedavi etmek icin baslica
ti¢ sinif antifungal ilag kullanilmaktadir. Bunlar ergosterol biyosentezini hedefleyen azoller,
mantar hiicre duvar1 biyosentezini engelleyen ekinokandinler ve mantar hiicre zarinda hiicre
lizisine yol agan ve ergosterole baglanan polienlerdir (Perfect, 2017; Robbins ve dig., 2017).
Son yillarda bu ilaglarin diizensiz, uzun siireli ve dikkatsiz kullanimi, s6z konusu patojenlerin
zaman i¢inde diren¢ kazanmasina yol agmistir. Antifungal ila¢ direncin altinda yatan nedenler
olarak, ilag hedef degisikligi veya asir1 ekspresyonu, g¢oklu ilag tasiyicilarinin yukar
regiilasyonu ve stres tepkilerinin aktivasyonu gibi ¢ok sayida adaptif mekanizma
bulunmaktadir (Shapiro ve dig., 2011). Sinirhi sayidaki antifungal ajan, ¢oklu ilaca direngli

mantar tiirlerinin ortaya ¢ikmasiyla daha da tehdit altindadir.

Bu tez ¢aligmasinda 3 farkli antifungal ajan kullanildi. Bunlardan ikisi triazol antifungal ilag
sinifina ait flukonazol ve tetrakonazoldiir digeri ise benziimidazol tiirevi tiyabendazoldiir.
Triazoller, Ergl1 gen {iriinii ve ergosterol biyosentezinden sorumlu enzim olan sitokrom P-
450 lannosterol C-14 alfa-demetilaz’in heme yapisindaki demire baglanarak inhibe eder ve
boylelikle hiicre duvari ana bilesenlerinden olan ergosteroliin biyosentezini bloke eder. Bu
durum toksik olan 14 alfa-metil sterollerinin birikmesine, membran gecirgenliginin

azalmasina, normal mantar sterollerinin kaybina ve fungistatik veya fungisidal aktiviteye



neden olur. Tiyabendazol ise, mikrotiibiil polimerizasyonunun inhibisyonuna neden olur ve
spesifik mitokondriyal fumarat rediiktaz enzimini inhibe ederek, sitrik asit dongiisiin,

mitokondriyal solunumu ve ardindan ATP iiretimini inhibe eder.

Bu c¢alismada, Palabiytk ve dig., (2020)’nin “Insan hastaliklarmin  molekiiler
mekanizmalariin arastirilmasinda Schizosaccharomyces pombe'nin model organizma olarak
kullanilmasinin optimizasyonu” baslikli ve 51649 kodlu BAP projesinden elde edilen bulgular
is1ginda gesitli mekanizmalardan (ergosterol biyosentezi, membran, ubikitinasyon, sinyal
iletimi, transkripsiyon ve tranlasyonun diizenlenisi, hiicre duvar1 biyogenezi ve
organizasyonu, mitokondriyal fonksiyon, kinaz, fosfataz, DNA onarimi1 ve lipid
metabolizmasi,) sorumlu 16 gen ve literatiir taramasindan flukonazol hedefi ergll geni ve
flukonazolle iligkili 4 genin antifungal ilag¢ direncindeki rolleri arastirildi. Bu amagla,
patojenik fungilerle bir¢cok ortak Ozellik paylasan ve model organizma olarak kullanilan
fisyon mayas1 (Schizosaccharomyces pombe) calisma materyali olarak kullanildi. Ug farlki
antifungal ajanin (flukonazol, tetrakonazol ve tiyabendazol) ayri1 ayri ve flukonazol ile
tetrakonazol kombine olarak bu organizma iizerindeki etkileri arastirildi. Bu kapsamda,
oncelikle, her ii¢ ajanin minimum inhibe edici konsantirasyonlar1 (MIK) hesaplandi.
Caligsmaya sadece flukonazol ile devam edildi. Yeni aday ve bilinen hedef genlerinin anlatim
profilleri, S. pombe yabani 1rkinda iki farkli flukanozol dozunda (ICs=700 ve 1C1,=1400
ug/mL) ¢ikarildi. Daha sonra, ele alinan genlerin S. pombe mutantlarinda hiicre igi reaktif

oksijen tiirleri (ROT) DCFH-DA boyama yontemi ile belirlendi.

Flukonazol uygulanmis Orneklerde, hiicrelerin lireme yeteneginde doza bagli bir azalma
gbozlenmis olsa da, hiicreler flukonzaole karsi MIK’in {izerindeki dozlarda aktivite
gosterdikleri paradoksiyal etki gozlendi. Tetrakonazol uygulanmis hiicrelerde doz artisina
bagli lireme yeteneginde azalma gozlendi. Tetrakonazoliin ICs, 1Cyp ve ICy dozlar
flukonazoliin, ICs dozuyla iiremeyi Onleyici etki sergilerken ICjp dozunda iiremeyi
baskilamadi. Sonraki adimlara flukonazol’tin ICs (700 pg/mL) ve 1C1o (1400 pg/mL) dozlar
ile devam edildi. Genlerin anlatim profili, S. pombe yabani irkina (ED666) flukonazol’iin ICs
ve ICy dozlar1 2 saat uygulanarak elde edildi. Bazi genlerin (SPAC22H10.09, bunl07,
mugl66, nntl, nas2, yihl, SPAC4H3.06, mshl, rpb9, qcr8, rsv2, erg6 ve erg9) ICs.dozunda
artarken 1Cyg dozunda azaldig1 gézlendi. Buna karsin digerlerinin her iki dozda azalan (srp14,

clpl, bgs4 ve phb2) ve artan (plh, ergll ve erg31) seviyeleri tespit edildi. Parental ve mutant



suslarda kayda deger bir ROT artis1 gézlemlenmedi. Bu sonuglar direngli suslarda ROT

seviyesinin diisiik olmasiyla uyumludur.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. MODEL ORGANIZMA OLARAK S. pombe

Fisyon mayasi olarak da bilinen Schizosaccharomyces pombe, mantarlar aleminin iki ana
grubundan biri olan Ascomycetes smnifindan tek hiicreli 6karyotik bir mikroorganizmadir.
Swahili dilinde “bira” anlamina gelen bu maya (Lindner, 1893) haploid ve diploid
formlarinda bulunur. Cubuk sekilli ~7-14 pm uzunlugunda ve ~4pum genisligindedir. Ortadan
ikiye boliinerek cogaldigindan “fisyon mayasi” olarak adlandirilmistir (Mitchinson, 1970;
Wilhelm, 2008). Hizli bir yasam dongiisii vardir, minimal ve komplex besiyerinde boliinme

stiresi yaklasik 2-4 saat arasinda vejetatif olarak ve ortalama 25°C-36°C arasinda biiytir.

Ik defa 1890'larin baslarinda, onu ayrmtili olarak tanimlayan ilk kisi olan Paul Lindner'in
gozetiminde Ziedler tarafindan Afrika dar1 birasindan izole edildi. Lindner, onu
tomurcuklanan mayadan (Sacharomyces cerevisiae) ayirmak igin Schizosaccharomyces adini
verdi (¢linkii fisyon yoluyla vejetatif olarak ¢ogalir). Genetik ¢alismalarda ilk defa Leupold
tarafindan kullanildi. Leupold, iki homotallik susu (h90 (968) ve h?*0 (o zamandan beri kayip))
ve iki heterotallik susu (h ve h* izole etti ve boylece S. pombe igin klasik genetik prosediirler
gelistirilmeye baslandi  (Leupold, 1950). Esey tipi olarak, lokusta farklt genomik
konfigiirasyonlara sahip birka¢ heterotallik sus vardir ancak genel olarak laboratuvarda
kullanilan iki sus vardir: h*™ (975)ve h™® (972). 1970’lerin ortalarinda ise Nurse S. pombe 'de
Lee Hartwell ise Mitchinson’un laboratuvarinda S.cerevisiae’da cdc (hiicre boliinmesi
dongiileri) mutantlarinda genetik ve hiicre dongiisii ¢alismalarina baglamistir. Model
organizma olarak da ilk defa Mitchinson (1990) tarafindan kullanilmaya baglanmistir. Uzun
bir stire S .pombe ile ilgili caligmalar Leupold ve Mitchinson tarafindan yapilmis olsa da, asil
biiyiikk ivme Richard Egel’in mayoza gitme yetenegi olmayan mutant susu elde etmesiyle

baslamistir (Hoffman ve dig., 2015).

Uygun kosullarda S. pombe eslesme icin feromonlar iiretir; h™ M faktorii h* ise P faktorii
sentezler. Nitrojen seviyelerindeki diisiis hiicreleri G1 seviyesinde tutuklar ve eslesme icin zit
eseyler feromonlar tireterek hiicrelerin diploid forma ge¢mesini saglar. Bu zigot premayotik S

fazina ilerleyerek dort hiicreli askus yapilar1 olusturmak i¢in iki ardisik mayoz gecirir. Glukoz



acliginda ise hiicreler G2 fazinda tutuklanir. Ortama besin ilavesi yapildiginda hiicreler

normal boliinme durumlarina geger (Hayles ve Nurse, 2018).

S. pombe’nin genetik dizilimi “Sanger enstitlisii” tarafindan 2002’de tamamlanmis olup
genomu sekanslanan 6. okaryotik model organizmadir (Wood ve dig., 2002). 13.8 Mb baz
¢ifti uzunlugunda olan genomunda 3 kromozomda (sirasiyla herbiri 5.7, 4.6 ve 3.5 Mb) ve
5054 protein kodlayan gen vardir (S. cerevisiae 5821). 5054 bilinen fisyon mayasi
proteinlerinden su anda 2154'G yayinlanmis bir biyolojik isleve sahiptir, 2050'si deneysel
olarak karakterize edilmis bir ortologdan (genellikle tomurcuklanan mayadan) cikarilan
biyolojik bir role sahiptir ve 850 tanesinin bilinen biyolojik bir rolii yoktur ve S. pombe
genlerinin %67’si insanda korunmustur." (Wood ve dig., 2002). Bunlardan 338 tanesi S.

cerevisiae’de kaybolmus olup insanlarla S. pombe arasinda korunmustur.

S. pombe, S. cerevisiae’den yaklasik 350 milyon yil 6nce ayrilmasinin karsin S. pombe antik
maya atasinin daha fazla 6zelligini korumustur ve bdylece metazoa ile daha fazla ortak
ozelligi paylasir (Hoffman ve dig., 2015). Hatta, HMG-CoA rediiktaz protein dizisinin
filogenetik analizi bu ayrilmanin daha da eskiye dayandigini gosteriyor (Lum ve dig., 1996).
S.cerevisiae’de yiiksek organizmalarda retrotranspozon ifadesini diizenleyen RNAi (RNA
interferans)’nin yoklugu intron kaybina yol acan ters transkriptaz aktivitesindeki artigla iligkili
oldugu diisiiniiliiyor (Tabara ve dig., 1999). Bu, hem intron varligt hem de RNAi varlig
bakimindan S. pombe’nin neden metazoalara S.cerevisiae’den daha yakin oldugunu acikliyor
(Hoffman ve dig., 2015).

Kisaca, tek hiicreli bir 0karyot olmasi, gen-islev analizine ortam saglayan mutasyonlarin
kolaylikla eldesi ve takibinin yapilabilmesi, haploid (Sekil 2.1.A), diploid (Sekil 2.1.B), aski
(Sekil 2.1.C) ve zigotik olmayan aski (Sekil 2.1.D) yasam formlari ile genetik ¢aligmalarin
giivenli bir sekilde gerceklestirilmesi ve homolog rekombinasyon sirasinda DNA tamiri ile
yeni allel kombinasyonlarinin yonlendirilmeye agik olmasi, S. pombe’yi basta temel bilimler,
ozellikle molekiiler ve hiicresel biyoloji olmak iizere saglik, gida, ¢cevre ve biyoteknoloji gibi
onemli bilimsel alanlarda kullanilabilen 6nemli bir model organizma haline getirmistir. Bazi
cevreler, S. pombe’nin memeli hiicrelere olan yakin iliskisinden dolayi, onu mikro-memeli

olarak tanimlamistir (Forsburg ve Rhind, 2006). Ayrica S. pombe olduk¢a aktif homolog
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rekombinasyon mekanizmalarina sahip olmasi arastirmacilara, rekombinasyon sirasinda DNA

tamiri ve yeni allel kombinasyonlar1 hakkinda bilgi saglar.

Sekil 2.1: S. pombe hiicrelerinin, (A) haploid hiicre yapisi, (B) diploid hiicre yapisi, (C)zigotik
aski, (D) zigotik olmayan aski yapisi (Hoffman ve dig., 2015).

2.2. ANTIFUNGAL ILACLAR

Firsat¢1 ve patojenik mantarlardan, baslica Cryptococcus, Candida, Aspergillus, Fusarium ve
Pneumocystis tiirlerinin neden oldugu fungal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan bu ilaglar
ilk olarak 1953’te gelistirilmistir (Amfoterisin B) (Dutcher, 1968). Bu ilaclar fungisidal

(6ldiiriicii) veya fungistatik (iremeyi durdurucu) etkiye sahip olabilirler.

Antifungal ila¢ siiflar1 sunlar icerir: Baslica polienler, azoller ve ekinokandinlerdir. Ayrica,
allilaminler ve flusitozin de kullanilan diger antifungal ila¢ smiflaridir. Azoller, (6m.,
Flukonazol, vorikonazol ve posakonazol) ergosterol biyonstez yolagindaki Ergl1 gen {iriinii
olan P450 lanosterol demetilaz enzimini inhibe edip yerine toksik sterollerin gegmesine neden
olarak hiicre duvart gecirgenligine neden olarak fungistatik veya fungisidal aktiviteye neden
olurlar (Sekil 2.2.A). Polienler, (6rn., Amfoterisin B) hiicre duvarindaki ergosterolii
hedefleyerek hiicre duvarinin fonksiyonunu bozan genis gézenekler olustururlar (Sekil 2.2.B).
Son olarak, Ekinokandinler (kaspofungin, anidulafungin ve mikafungin), mantar hiicre
duvarinin 6nemli bir yapisal bileseni olan ve Fksl tarafindan kodlanan B-1,3-D glukanin

biyosentezini inhibe eden hiicre duvari aktif ajanlardir (Sekil 2.2.C).
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Sekil 2.2: Antifungal ilaglarin etki mekanizmasi, a) azollerin etki mekanizmasi, b) amfoterisin B’nin
etki mekanizmasi, ¢) ekinokandinlerin etki mekanizmasi (Revie ve dig., 2018).

2.3. AZOL ANTIiFUNGALLER

Azoller, ana hedefleri hemoprotein olan ve ergosteroliin sentezinden sorumlu enzim olan

lanosterol 14-a demetilaz enziminin yapisindaki demire azol halkasinin N-heterosiklik



nitrojenini baglayarak O, fiksasyonunun inhibit6rii olarak davranirlar (Podust ve dig., 2001).
Bu antifungal ilaglar enzimin aktif bolgesindeki heme kofaktoriine baglanarak lanosteroliin
demetilasyonunu Onlerler. Bu durum, hiicre zarinda hayati rolii olan ergosteroliin bozulmasina
ve hiicre fizyolojisindeki bozukluklara ve sonug olarak hiicrenin dis etkenlere ve tehditlere
acik hale gelmesine neden olur. Klinikte; firsatgr enfeksyonlar, kandidiyaz ve mikoz gibi
fungal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ve antifungal ilaglarin en biiyiik grubu olan bu
ilaclar 1960’larda gelistirilmeye baslandi. Genel etki mekanizmalari, ergosterol
biyosentezinde rol alan 14a- lanosterol demetilaz enziminin inhibisyonu saglar bdylece

duyarli maya hiicrelerinin menbraninda ergosterol yerine toksik 14a- metillenmis steroller

birikir.

Ayrica azoller, stresle aktive edilen MAP kinaz olan Styl’in fosforilsayonunu uyarir bu da
Atfl yoluyla CRE (cAMP tepki elementi) aracili transkripsiyonu aktive eder. Atfl ve MAP
kinaz yolagi, azollerin antifungal aktiviteleri i¢in gereklidir (Lingling ve dig., 2015).
Ergosterol, hiicre i¢in bircok hayati isleve sahiptir; Membran akiskanlig1 ve biitiinltigii, besin
tasinmast ve kitin senteziyle iligkili zara bagli enzimlerin uygun islevi gormesinde bir¢ok
hiicresel siiregte rol alir. Ergosterol sentezinin inhibisyonu, Srel tarafindan diizenlenen ve
lipid homeostazisinde rol alan bir¢ok genin ifadesindeki degisimle iliskilidir (Hughes ve dig
2005; Porter ve dig., 2010). Ayrica S. cerevisae’de salgi vesikiillerin major bileseni ve

mitokondriyel solunumda 6nemli rol oynar (Lupetti ve dig., 2002).

2.3.1. Triazoller

Triazoller, ana hedefleri olan ve Ergll geni tarafindan kodlanan ayrica ergosteroliin
yapimindan sorumlu enzim olan lanosterol 14-a demetilaz1 hedefler. Hedefleri olan ergosterol
biyosentezi engellendiginde, hiicreler dis tehditlere karsi savunmasiz hale gelir. Triazoller,
vorikonazol hari¢ fungistatik aktivite gosterir (Martins ve dig., 2019). Fakat doza bagli olarak
bu degisebilir. Diger azollerin ¢ogu da fungistatik egilimde olsalar da bazilar1 doza ve susa

bagli olarak fungisidal veya fungistatik olabilir (Belenky ve dig., 2013).

2.3.1.1. Flukonazol

Flukonazol® (2-(2,4-diflurofenil)-1,3-bis(1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol), antifungal aktiviteye

sahip sentetik bir triazoldiir. Flukonazol, Ergll geni tarafindan sentezlenen ve mantar
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sitokrom P-450 sterol C-14 alfa-demetilaz’in heme yapisindaki demire baglanarak inhibe eder
boylece mantar toksik 14 alfa-metil sterollerinin birikmesine, normal mantar sterollerinin
kaybmna, hiicre zar1 gecirgenliinin artmasina ve fungistatik aktiviteye neden olur.
Flukonazoliin, Candida albicans, Candida glabrata Candida parapsilosis, Candida tropicalis
ve Cryptococcus neoformansa karsi fungistatik aktivite gosterdigi, mantar enfeksiyonlarini
iyilestirdigi gosterilmistir. Mantar hiicrelerinde steroidal inhibisyon, hiicre duvari sentezi ve
bliylimesinin yan1 sira hiicre adezyonunu etkileyerek mantar enfeksiyonlarimi ve
semptomlarinin tedavisinde kullanilan 6nemli ve hayati bir ila¢ olmasi klinikte en g¢ok

kullanilan etken maddelerden biri olmasini saglamistir.

2.3.1.2. Tetrakonazol

Triazol grubundan (1-[2-(2,4-diklorofenil)-3-(1,1,2,2-tetrafluroetoksi) propil]-1,2,4-triazole)
olan bu ilag, daha ¢ok tarimda fungal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan bir fungisid
ilacidir. Tarimsal uygulamalarda, ahsap, plastik veya diger malzemeler iizerinde, yilizme
havuzlarinda vb. mantarlarin biiyiimesini engelleyen veya onlar1 6ldiiren bir kimyasaldir.
Triazoller, oncelikle hiicre biiyiimesine, Ozellikle de hiicre duvarlari sentezine miidahale

ederek islev goriir. Bu mantar 6ldiiriiciiler, hiicre zarlarinda ergosterol biyosentezini durdurur.

2.2.2. imidazoller

Imidazoller heterosiklik bilesikler sinifindan cesitli fiziksel ve kimyasal islevlere sahip
ajanlardir. Genis spektrumlu aktiviteleri ve son yapilan ¢alismalarla etkinligi umut verici olan
bu ajanlar, biyoyararlanim, dokulara iyi penetrasyon ve diisiikk miktardaki yan etkileri
nedeniyle bircok mantar hastaliginin tedavisinde kullanilan 6nemli antifungal ajan grubunu
igerir (Rani ve dig., 2013). Baslica bu gruptaki antifungal ajanlar; tiyabendazol, klotrimazol,

izokonazol, oksikonazol, sulkonazol, ekonazol, ketokonazol, mikonazol ve tiokonazol vd.

2.2.2.1. Tiyabendazol

Tiyabendazol (TBZ; 4- (1 H-1,3-benzodiazol-2-il) -1,3-tiazol), bir mantar Onleyici ve anti-
helmintik bir ilagtir. Tiyabendazol, helmint spesifik mitokondriyal enzim fumarat rediiktazi
inhibe ederek sitrik asit dongiisiinii, mitokondriyal solunumu ve ardindan ATP {iiretimini
inhibe ederek sonugta helmintin Gliimiine yol agar. Ek olarak, tiyabendazol, beta-tiibiiline

baglanarak mikrotiibiil polimerizasyonunun inhibisyonuna yol acar. Ayrica, Vaskiiler
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Endotelyal Gelisme Faktorii (VEGF) geninin transkripsiyon ve tranlasyonunu inhibe ederek
anjiyogenez inhibisyonu, metastatik melanoma proliferasyonun o6nlenmesi ve kanser
tedavilerinde kullanilir. Membran polarite ve biitiinliigiinii bozarak hem apoptoz hem de

nekrozu uyarir
2.4. ILAC DIRENCI

Cesitli mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin
diizensiz, uzun siireli ve dikkatsiz kullanimi, mikroorganizmalarin bu ilaglara zaman iginde
diren¢ kazanmasina yol agmis ve bunlarin tedavisi i¢in farkl ilaglara ya da ilag hedeflerine
gereksinim duyulmustur. Antifungal direng¢, mikrobiyolojik veya klinik olarak tanimlanabilir.
Mikrobiyolojik direncin, bir antimikrobiyal ajanin patojenin biiyiimesini yalnizca yabani tip
suslar icin gozlemlenen araliktan daha yiliksek konsantirasyonlarda engelledigi zaman
meydana geldigi sdylenmektedir. Klinik direng, enfekte eden organizmanin yalnizca daha
yiiksek bir terapotik basarisizlik olasiligi ile baglantili bir antimikrobiyal ajan konsantrasyonu

tarafindan inhibe edildigi durum tarafindan belirlenir (Pfaller, 2012).

Bu direncin altinda yatan temel nedenlerin basinda, ilaci hiicre disina pompalayan ABC ve
MES adli disar1 akis pompalayan genlerin asir1 ifadesi gelmektedir. Digerleri, ilacin hedefi
tantyamamasint ve inhibe edecek diizeyin altinda kalmasmi saglayan gen ifadesindeki
degisimler, metabolizma modifikasyonlari, yeni islev kazanimi ya da bu duruma tepki olarak
ifade edilen genlerin ekspresyonundaki artis, bu durumdan sorumlu genin kopya sayisinin
artmasi, fenotipik degisimler, biyofilm olusumu (Sekil 2.3), ilaca erisimin kolaylagsmasi ve
uluslararas1 seyahatin yayginlagsmasi gibi durumlar ila¢ direncinin gelismesi ve

yayginlagsmasina yol agan birka¢ nedenden bazilari olarak siralanabilir,

Tgili ilaca kars1 kazanilan direncin iistesinden gelebilmek igin, aym veya farkli mekanizmaya
etki eden farkli ilaglarin kullanimini i¢eren kombine ilag kullanimi, bir¢ok ¢alismada etkinligi
kanitlanmis bir yontemdir. Antifungal duyarlilik testleri ¢ogunlukla CLSI (Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitlisii) ve EUCAST (Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi

Komitesi ) gibi uluslararasi kabul edilen standart yontemlerle belirlenir.

Antifungal diren¢ mekanizmalari, ilgili ilacin antifungal mekanizmasina miidahale eden veya

hedef ila¢ seviyelerini diisiiren mantar patojeninin i¢sel veya edinilmis 6zellikleri ile ilgilidir.
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Sekil 2.3: Cesitli ilag direnci mekanizmalari ve birbirleriyle olan iliskileri (Revie ve dig., 2018).

2.4.1. Azollere karsi ilag direnci

Azol direncinin ortaya c¢ikmasi, genellikle direncte zamanla kademeli artiglarla ve biiytlik
oranda hiicre zarindaki akis pompalarin1 kodlayan genlerin yukar: regiilasyonu ile iligkilidir.
Bu akis pompalari, Candida ilag direnci (CDR) ve ¢oklu ilag direnci (MDR) (S .pombe
ortologu gyp2)3 genleri tarafindan kodlanan ABC (ATP baglayic1 kaset) tasiyict ve MFS
(major kolaylastirict siiperailesi) tastyict proteinleridir (Higgins, 2009; Sa-Correia ve dig.,
2009). Dizi analiz ¢aligmalart ile fisyon mayasinda 11 ABC ve 49 MFS tasiyic1 protein
ailesinin oldugunu gdstermistir. Bu genlerin ifadesi, ekstraselliiler ve intraselliiler alandaki
maddenin konsantrasyonuna gore diizenlenir. Bu proteinler, bilesenleri hiicre zar1 boyunca
tasir. Bazilari, Ergl1 geninin asir1 ifadesi veya mutasyona ugramasi yoluyla ilaclari hiicre
disina pompalayarak konsantrasyonlarini ve hiicre tizerindeki etkilerini azaltan veya membran
potansiyelini degistirerek maddenin girisi-¢ikigin1 kontrol ederek hiicre igindeki fazlaligi
disar1 atar ve bir gesit stres yanit1 gosterirler (Hirata ve dig., 1994; Balzi ve dig., 1994;
Cowen, 2008).
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Akis pompalari, bilesenleri hiicre zar1 boyunca tasiyan proteinlerdir. Bazilar1 ilaglar1 hiicre
disina pompalayarak konsantrasyonlarin1 ve hiicre {izerindeki etkilerini azaltan
transporterlardir. Antfifungal direngle iliskili iki major akis pompast protein ailesi var: ABC
(ATP baglayict kaset, CDR1 tarafindan kodlanir (C.albicans) ve MFS (Major kolaylastirict
siiperailesi) protein ailesi. ilag¢ direnci genellikle disar1 akis pompalarini kodlayan genlerin
yukar1 regiilasyonu ile iliskilidir. Candida ilag direnci, gen ailesinin (CDR) ve MDRZ1’in
artmis mRNA seviyeleri, flukonazol’iin yan1 sira baska azollere de direng ile
iliskilendirilmistir (Schuetzer-Muehlbauer ve dig., 2003; Morschhduser, 2007). Hiicrelerin
antifungal strese verilen baslica tepkilerinden biri olan ve iizerinde g¢alisilan her mantarda,
ABC tastyicillarinin  azol direncini etkileyebildigi gozlenmistir. Bu durum, mantar
enfeksiyonlarint tedavi etmede Onemli bir sorun haline gelir. Bu tasiyici proteinler, azol
ilaglarin1 hiicreden disar1 atmak igin hareket eder ve boylece toksik seviyelerin birikmesini
onler. ABC tastyici proteinin asir1 iiretimi, memeli hiicresinde de ilag direncinin iyi bilinen bir
nedenidir (Holohan ve dig., 2013). CDR1 mRNA'simin yart 6mrii direngli izolatlarda diger
duyarli suslar ile karsilastirildiginda iic kat daha yiiksek olmasinin yani sira CDRI
mRNA'smnin  polyA kuyrugunun da direngli izolatlarda %35-50 hiperadenile oldugu
gosterilmistir (Manoharlal ve dig., 2008).

ABC pompalarina ek olarak, proton bagiml akis pompalarint kodlayan ¢oklu ilaca direngli
(MDR) geninin artan ekspresyonu, spesifik flukonazol ve diger azollere karsi direng ile
iligkilidir. Bu gen transkripsiyon faktorii Mrrlp (¢oklu ilaca direncli diizenleyici) tarafindan
kontrol edilir ve direngli klinik suslarda asir1 ekspresyonu yapilir. Bu genin {irlinii olan ve
ikinci major tasiyici protein ailesinden MFS proteini azol direncinde 6nemli bir role sahiptir
(Saier ve dig., 1999). S.cerevisae’de yapilan ¢alismalarda bu proteini kodlayan birgok genden
sadece Mdrl geninin azol direncinde rol aldigi gésterilmistir (Gaur ve dig., 2008). MFS
tastyicilart, 12-14 TMS (Trans membran segment)’ye sahiptir ve ilag akigina gili¢ saglamak
icin elektrokimyasal proton hareket giiclinii kullanir. Hiicre i¢ine ilag giris-¢ikisint kontrol
ederek ilacin hiicre iginde birikmesini dnleyerek direng kazandirir. iki gruba ayrilir: DHA1 ve
DHA2. MDRI tarafindan kodlanan DHA1’in asir1 ifadesi azol ilaglarinin akisinda ve
direncinde artisa yol acar. MDR1’in S.cerevisiae’deki heterolog ifadesi, flukonazole direngle

iliskili oldugu ancak diger azollerle iligkili olmadig1 rapor edilmistir (Sanglard ve dig., 1995).
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Diren¢ mekanizmalarindan 6zellikle ERG11 genindeki mutasyonlar ve asir1 ifadesinin yani
sira ergosterol biyosentez yolagindaki diger sterollerin seviyesi de direngte 6dnemli rol alir.
Ergosterol, mantar hiicre duvarmin ana bilesenlerinden biri olup membranla iligkili
proteinlerin akigkanligi, gecirgenligi ve aktivitelerini yerine getirmede ve membran
boliimlendirmesi, endositoz vakuol fiizyonu ve feromon sinyalizasyonu gibi siireglerde aktif
olarak rol alir. Birgok genin devreye girdigi kademeli bir siirecle biyosentezi yapilir (Sekil
2.4). Ergosterol sentezi yolagindaki herhangi bir sorun pleitropik etkilere neden olarak hiicre
boliinmesi ve stres yanitinda sorunlara ve oliime siiriikleyebilecek durumlara neden olabilir
(Noél, 2012, Jord ve Puig 2020). Bu nedenle antifungal enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmak amaciyla gelistirilen antifungal ilaclarin 6énemli bir kism1 ergosterol biyosentez
yolagin1 hedefler. ERGI11 genindeki mutasyon, azollerin hedefi taniyamamasi ve
baglanamamasina yol agarken, bunun asir1 ifadesi ise ila¢ hedefinin Konsantrasyonndaki
artisa yol acarak ilacin etkisini minimize eder. Diren¢ mekanizmasindaki diger siirecler, diisiik
afiniteli ergosterol biyosentezi, Erg3 (S. pombe erg31 ortologu) ve Erg6 genindeki mutasyon,
artan katalaz ve SOD (Siiper Oksit Dismutaz)aktivitesi (ilacin olusturdugu oksidatif hasari
onler), mitokondriyal aktivite, biyofilm olusumu, izokromozom olusumu (direngte rol alan
genlerin kopyasini igerir) ve epigenetik degisimler gibi mekanizmalar antifungal ilag
direncinin bilinen diger nedenlerinden bazilaridir (Bhattacharya ve dig., 2018; Bhattacharya
ve dig., 2020; Henry ve dig., 2000; Cowen ve dig., 2015).
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Sekil 2.4 Ergosterol biyosentez yolagi.

2.3.2. S. pombe’de ilag direnci

S. pombe, omurgalilarla olan yakinhigindan dolay1 model organizma olarak gesitli
caligmalarda kullanilmasinin yani sira, patojen ve firsatgr mantarlara olan benzerligi dolayisi
ile model organizma olarak kullanimi tercih edilir. Ayrica, herhangi bir saglik sorununa yol
acmamalari yani giivenli sus olmalar1 nedeniyle de ila¢ direnci gibi ¢aligmalarda kullanilmak
icin ideal bir mikroorganizmadir. Ek olarak S. pombe’nin giiglii ¢oklu ilag direnci

mekanizmasi vardir (Arita ve dig., 2011; Wolfger ve dig., 2001).

Fang ve arkadaslarmin (2011) 3004 mutant sus ile yaptigi antifungal ilaglarin kullanildig:
calismada, 109 tane hiper-duyarli sus ve 11 direngli sus belirlediler. S. pombe’de direncin
veya duyarlili@in gozlendigi ve ilgili genler bakimindan delesyonlu olan bu mutant suslarin
cogu c¢esitli fonksiyonel kategorilere ayrilabilir. Bunlar, ergosterol biyosentezi, membran
trafigi, histon asetilasyon ve deasetilasyonu, ubikitinasyon, sinyal iletimi, ribozom biyosentezi
ve diizenlenisi, transkripsiyon ve tranlasyonun diizenlenisi, hiicre duvar1 biyogenezi ve
organizasyonu, mitokondriyal fonksiyon, amino asit, niikleik asit ve lipid metabolizmasi,

mayoz, hiicre polaritesi ve kromatin diizenlenisi ile ilgili siiregler olarak siralanmaktadir.
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Bu grubun bir diger calismasinda (Hu ve dig., 2015) Styl MAP kinaz yolagi tarafindan aktive
edilen Atfl ve Pmk1 geninin de azollere kars1 direngte 6nemli bir rolii oldugu gdosterildi. Bir
diger ¢alisma olan Liu ve arkadaslariin (2018), phbl-2 ve Ap-1 benzeri transkripsiyon
faktorii olan papl mutant hiicrelerinde yaptigi ¢alismada bu genlerin ilag direnci veya
duyarhiginda onemli roller aldigin1 gosterdi. Diger mayalarda dirence neden olan ilag akis
pompasi proteinleri olan ABC tasiyic1 protein ve kesin olmamakla birlikte MFS protein
ailesinin ayni sekilde S. pombe’de de direncin ana bilesenlerindendir (Arita ve dig., 2011,
Iwaki ve dig., 2006,). Bu akis pompalarinin ifadesinin ¢inko parmak ve AP-1 benzeri
transkripsiyon faktorleri tarafindan diizenlendigi diisiniilmektedir (Moye ve Rowley, 2003;
Kawashima ve dig., 2012). S. pombe’de ise Bfrl ve Pmdl’in ana ABC ailesi tasiyicilart
oldugu gosterilmistir (Arita ve dig., 2011; Iwaki ve dig., 2006). Kawashima ve arkadaslari
(2012) yaptiklari bir ¢alismada Mfs1’in bir MFS tasiyicist ve tomurcuklanan mayada Pdr’in
homologu olan Prtl’in fisyon mayasinda ¢inko parmak transkripsiyon faktorii oldugunu

belirlediler.

Palabiytk ve dig., (2020)nin “Insan hastaliklarinin molekiiler ~mekanizmalarinin
arastirtlmasinda Schizosaccharomyces pombe'nin model organizma olarak kullanilmasinin
optimizasyonu” baslikli ve 51649 kodlu BAP projesinden elde edilen bulgular 15181nda ¢esitli
mekanizmalardan sorumlu 19 genin delesyonlu durumda flukonazole kars1 direng gelistirdigi

gosterildi. Bu genlerin rol aldig: siiregler Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.5: Mutant genlerin listesi ve hiicresel siirecteki rolleri.

Rol alinan siirecler Gen

Translasyon ve Transkripsiyon SPAC22H10.09, srp14 ve rsv2
Baglayic1 (DNA, protein, aktin vs.) ve kinaz aktivitesi. | bun107, hrkl ve yihl
Transferaz ve fosfataz nntl, plhl, hrkl,clplve srpl4
DNA onarimi mshl ve SPAC4H3.06
Mitokondriyal aktivite msh1l, ve qcr8

Sterol sentezi ve hiicre duvar1 biyogenezi plhl ve bgs4

Diger mug166, nas2 ve rpb9
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ORGANIZMA VE BESIYERI
3.1.1. Organizma

Bu ¢alismada mantarlar aleminin ascomycetes sinifindan S. pombe ED666 yabani susu ve
belirli genler bakimindan delesyonlu mutant suslar Tablo 3.1'de gosterilmistir. Bu suslar
Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii Maya

Biyoteknolojisi laboratuvarindaki kiiltiir koleksiyonundan temin edildi.

Tablo 3.1: Calisma kapsaminda kullanilan suslar ve 6zellikleri.

Kullanilan Sus Ozelligi
ED666 Haploid/h®, ade6-M210, ura4-D18, leu1-32
SPAC22H10.09 Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32-SPAC22H10.09A ::KanMX4
bunl07A Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- bunl07A::KanMX4
mugl66 A Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- mugl 66A::KanMX4
nntIA Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- nntIA::KanMX4
plhIA Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- p/hIA::KanMX4
nas2A Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- nas2A::KanMX4
srpl4A Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- srpl4A::KanM X4
rhp18A Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- rhp18A::KanMX4
SPCC338.06¢cA Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- SPCC338.06¢::KanMX4
hrkIA Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- hrkIA::KanMX4
clplA Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- clpIA::KanMX4
SPAC4H3.06A Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- SPAC4H3.06A::KanMX4
VihIA Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- yih IA::KanMX4
mshl A Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- mshiA::KanMX4
rpb9 A Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- rpb9A::KanMX4
ger8A Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- gcr8A::KanMX4
rsv2A Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- rsv2A::KanMX4
bgs4A Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- hgs4A::KanMX4
SPBC27B12.05A Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- SPBC27B12.05::KanMX4
phb2A Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- phb2A::KanMX4

erg3IA Haploid/h*,ade6-M210,ura4-D18,leul-32- erg3/A::KanMX4
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3.1.2. Besiyeri

Bu ¢alisma kapsaminda S. pombe ED666 ve diger mutant suslarin iiretiminde YES (Yeast
Extract with Supplemets) besiyeri kullanildi (Gutz ve dig., 1974). Ayrica mutant suglar
tiretildiginde ortamda sadece onlarin iiremesini saglamak i¢in ortama genetisin antibiyotigi
eklendi. Besiyeri i¢erigi Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2: YES besiyeri igerigi ve konsantrasyonu.

Besiyeri Icerik Konsantrasyon
Maya 6ziitii 5g/L
Glukoz 30 g/L
Agar* 20 g/L
YES Distile su 1000 mL
Adenin
Urasil
Losin 10 mg/mL
Lizin
Histidin
Genetisin** 200 mg/mL

* Kati besiyeri i¢in kullanildu.

**Mutant suslarn segici besiyerinde kullanilan bir antibiyotik.

Besiyeri, Tablo 3.2°de verilen bilesenler ve konsantrasyonlar kullanilarak distile su ile
¢ozdiiriildii ve 121 °C’de 15 dakika 1.2 atmosfer basingta sterilizasyonu saglandi. Otoklavdan
sonra besiyeri ~50°C’ye kadar soguduktan sonra igerisine adenin, 16sin, urasil, histidin ve
lizin metabolitlerinden her biri 10 mg/mL olacak sekilde eklendi. Mutant suslar iiretilmek
istendigi zaman ise metabolitlerin yani sira besiyeri i¢ine genetisin antibiyotiginden 200 mg/L
olacak sekilde eklendi. Kat1 besiyeri hazirlandiginda otoklavdan alinan besiyeri, bir miktar

soguduktan sonra yukarida verilen metabolitler eklendikten sonra petri kaplarina dokiildii.
3.2. ORGANIZMANIN URETIMI VE SAKLANMASI

Yabani tip S. pombe ED666 susu +4°C’da kat1 besiyerinde saklanan stoklardan alinarak kati
YES besiyeri iceren petri kaplarina ekildi ve 30°C’de 3 giin boyunca iiretildi. Mutant S.
pombe suslar1 ise -80°C’da saklanan gliserol stoktan alinarak kati YES+genetisin besiyeri
iceren petri kaplarina ekildi ve inkiibasyon sonrasinda alt kiiltiirleme yapildi. Alt kiiltiirleme

icin Ureyen hiicrelerden azaltma ekimi yapilarak bir koloni alindi. Yabani irk kati YES
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besiyerine, mutant irk ise YES+genetisin besiyerine ekildi ve 30°C’de 2 giin boyunca iiretildi.

Suslar ileriki asamalarda kullanilmak amaciyla +4°C’de kat1 besiyerlerinde saklandilar.

3.3. ANTIFUNGAL AJANLARIN S. pombe HUCRELERININ UREMESINi
INHIBE EDEN DOZLARININ BELIRLENMESI

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK), bir mikroorganizmanin inkiibasyonundan sonra
biiylimeyi engellemek i¢in ilacin kullanilan en diisiik konsantrasyonunu ifade eden duyarlilik
testi olup hiicre bazli bir analiz ydtemidir. IC (inhibe edici konsantrasyon) degeri in vitro
sartlarda ilacin maksimum etkisinin, inhibisyonun belli bir ylizdeden sorumlu oldugu ilag

konsantrasyonudur.

[lk olarak, ¢alisma kapsaminda kullanilan, flukonazol, tetrakonazol ve tiyabendazol antifungal
ajanlarinin S. pombe ED666 yabani susunda MIK degerleri belirlendi. Belirlenen MIK
degerleri baz alinarak, ajanlarin kombine kullanilmasi sonucunda hiicre canlilig1 lizerindeki
etkileri incelendi. Kullanilan ajanlarin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlarmi belirlemek
i¢cin Sekil 3.1°de verilen Sablon kullanildi. Deneyler 3 tekrar ve 2 replika olacak sekilde 96’11k
diiz tabanl1 plakalarda yapildu.
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Tablo 3.3: : Kullanilan ajanlarin Minimum Inhibe edici Konsantrasyonlarmin belirlenmesi igin
kullanilan sablon.

YES+DMSO YES+DMSO | 43.25 87.5 175 350 700 1400 2800 5600
Flukonazol Blank pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL pg/mL | pg/mL | pg/mL
ED666 ED666 | ED666 | ED666 | ED666 | ED666 | ED666 | ED666 | ED666
YES 1 2 3 4 8 16 32 64 128
Tetrakonazol pg/mL pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL pg/mL | pg/mL | pg/mL
ED666 ED666 ED666 | ED666 | ED666 | ED666 | ED666 | ED666 | ED666 | ED666
YES+DMSO+ | 0.0115 pg/mL | 0.023 0.046 0.093 0.1875 | 0.375 0.75 15
HCI pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL pg/mL | pg/mL
Tiyabendazol Blank
ED666 ED666 | ED666 | ED666 | ED666 | ED666 | ED666 | ED666 | ED666
YES YES+ 700 700 700 1400 1400 700
DMSO pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL | pg/mL png/mL
Flukonazol+Tetrakonazo Blank FLC+ FLC+ FLC+ FLC+ FLC+4 | FLC+
2 4 8 2 pg/mL 8
1 kombine kullanin pgml | ugml | pgmL | ugmL | TRC ng/mL
TRC TRC TRC TRC TRC
ED666 ED666 ED666 | ED666 | ED666 | ED666 | ED666 | ED666

3.3.1. Flukonazoliin S. pombe yabani wrki (ED666)’min MiK icin farkh derisimlerde

kullanilmasi

3 gece boyunca 30 °C'de kati besiyerinde iiretilen hiicreler malassez lami (0.025 mm?2,
Superior, Marienfeld) kullanilarak sayildi ve mililitre basina karsilik gelen hiicre sayisi
Denklem 3.1°e gore hesaplandi. Hiicre yogunlugu 10° hiicre/mL olacak sekilde sivi kiiltiire
ekim yapildi. 1 gece boyunca (15-16 saat) s1vi besiyerinde ¢alkalamali inkiibatorde (180 rpm)
(Sartoriusstedim, Certomat®, IS) tiretilen hiicrelerin 600 nm'deki optik yogunluklar1 (ODggo)

spektrofotometre cihazi (EON, Biotek Instruments Inc.) ile 6l¢iildii.

28 mg flukonazol (Santa Cruz Biotechnology Dallas TX 75220) tartilip DMSO (Dimetil
stilfoksit)’da c¢ozdiirtildii ve filtreden gecirilip (Millipore, Millex-GS, por acikligi: 0.22 um)
stok soliisyon hazirlandi. MIK degerini belirlemek icin 5600, 2800, 1400, 700, 350, 175, 87.5
ve 43.75 pg/mL son konsantrasyonlarinda flukonazol Tablo 3.1°de verilen sablona gore
kullanildi. Kontrol grubuna ayni oranda DMSO eklendi. Hiicreler, 200 pl total hacimde
ODgoo: 0.2 (10” hiicre/ml) olacak sekilde 96 kuyucuklu diiz tabanli plakalara ekildi.
Baslangigtaki (0. saatteki) hiicre yogunlugu ol¢iiliip 30 °C ve 180 rpm’de 24 saat boyunca
calkalamal1 inkiibatorde liremeye birakildi. 24. saatin sonunda hiicre yogunluklart 600 nm

dalga boyunda o6lciildii. 24. saat degerlerinden baslangi¢c degerleri c¢ikartilarak {iremedeki
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degisim orani belirlendi. Elde edilen degerler kullanilarak flukonazol ajanina ait MIK grafigi

c¢izildi. Deneyler 3 tekrarli olacak sekilde yapildi.

H?:lr ® = Ortalama hiicre sayisiXSulandirma katsayis1 X10(5) (3.1)

3.3.2. Tiyabendazoliin S. pombe yabani irki (ED666)’min MiK icin farkh derisimlerde

kullanilmasi

Deney i¢in 3 gece boyunca 30 °C’de kat1 besiyerinde iiretilen hiicreler seyreltilerek Malassez
laminda hiicre sayimi1 yapildiktan sonra mililitre basina karsilik gelen hiicre sayist Denklem
3.1¢ gore hesaplandi ve hiicre yogunlugu 10° olacak sekilde sivi kiiltiire ekildi. 1 gece
boyunca (15-16 saat) sivi besiyerinde galkalamali inkiibatorde (30 °C, 180 rpm) {iretilen
hiicrelerin OD (optik yogunluk, ODggp)’leri spektrofotomertre cihazi ile 6lgtildii.

1.5 mg Tiyabendazol (Santa Cruz Biotechnology, INC SC-204S13A) DMSO’da ¢ozdiiriiliip
filtreden gegirilip stok hazirlandi. MIK degerini belirlemek i¢in 1.5, 0.75, 0.375, 0,187.5,
0.93, 0.46, 0.23 ve 0.11 mg/mL son konsantrasyonlarinda tiyabendazol Tablo 3.1’de verilen
sablona gore kullanildi. Kontrol grubuna DMSO eklendi. Hiicreler, 200 pl total hacimde
OD:0.2 (10" hiicre/ml) olacak sekilde 96 kuyucuklu diiz tabanli plakalara ekildi. Baslangictaki
(0. saatteki) hiicre yogunlugu 6lgiiliip 30 C calkalamali inkiibatorde 24 saat boyunca iiremeye
birakildi. 24. saatin sonunda hiicre yogunluklar1 600 nm dalga boyunda ol¢iildii. 24. saat
degerlerinden baslangic degerleri ¢ikartilarak tiremedeki degisim orani belirlendi. Elde edilen
degerler kullanilarak tiyabendazol ajanima ait MIK grafigi ¢izildi. Deneyler 3 tekrarli olacak
sekilde yapildi.

3.3.3. Tetrakonazoliin S. pombe parental ki (ED666)’mn MIiK icin farkh

derisimlerde kullanilmasi

Deney i¢in 3 gece boyunca 30 °C’de kat1 besiyerinde iiretilen hiicreler seyreltilerek Malassez
laminda hiicre sayimmi yapildiktan sonra mililitre basina denk gelen hiicre sayis1 Denklem

3.1°e gore hesapland1 ve hiicre yogunlugu 10° olacak sekilde sivi kiiltiire ekildi. 1 gece
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boyunca (15-16 saat) sivi besiyerinde ¢alkalamali inkiibatorde iiretilen hiicrelerin OD (optik

yogunluk, ODggp)’leri Spektrofotomertre cihazi ile dl¢iildii.

Tetrakonazol (TANCAN, Domark 10 EC G1,3) saf suda ¢ozdiiriilerek ana stok hazirlandi.
MIK degerini belirlemek icin 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 ve 128 mg/mL son konsantrasyonlarinda
tetrakonazol kullanildi. Hiicreler, 200 pl total hacimde ODggp:0.2 (107 hiicre/ml) olacak
sekilde 96 kuyucuklu diiz tabanli plakalara ekildi. Baslangigtaki (0. saatteki) hiicre yogunlugu
Olciiliip 30 °C calkalamali inkiibatérde (30 °C, 180 rpm) 24 saat boyunca iliremeye birakildi.
24. saatin sonunda hiicre yogunluklar:1 600 nm dalga boyunda 6l¢iildii. 24. saat degerlerinden
baslangic degerleri ¢ikartilarak liremedeki degisim orani belirlendi. Elde edilen degerler
kullanilarak tetrakonazol ajanina ait MIK grafigi cizildi. Deneyler 3 tekrarli olacak sekilde
yapild.

3.3.4. Flukonazol ile Tetrakonazoliin kombine kullaniminin S. pombe canlihigi iizerine

etkisi

Deney igin 3 gece boyunca 30 °C’de kat1 besiyerinde iiretilen hiicreler seyreltilerek Malassez
laminda hiicre sayimi yapildiktan sonra mililitre bagina denk gelen hiicre sayis1 Denklem
3.1°e gore hesapland1 ve hiicre yogunlugu 10° olacak sekilde sivi kiiltiire ekildi. 1 gece
boyunca (15-16 saat) sivi besiyerinde galkalamali inkiibatorde (30 °C, 180 rpm) iiretilen
hiicrelerin OD (optik yogunluk, ODggo)’leri Spektrofotomertre cihazi ile dlgiildii

Bu agamada 6nceki denemelerde belirlenen flukonazoliin IC1o degeri olan;1400 ug/mL ve ICs
degeri olan 700 ug/mL degerleri ile tetrakonazoliin 1Cs=2, IC; ;=4 ve IC3=8 mg/mL
degerlerinin sirasiyla 6 kombine olacak sekilde kullanildi. Bu dozlarin kullanilma amaci,
diisiik dozlarin kombine kullaniminin ila¢ etkinligini arttirip arttirmadiini gézlemlemek.
Deney 96’lik diiz tabanh plakalarda gerceklestirildi ve hiicre yogunlugu, ODggo= 0.2 olacak
sekilde baslatildi. 0.saat 6l¢iimleri alindiktan sonra inkiibatérde liremeye birakildi ve 24. saat

Ol¢iimleri de alindiktan sonra tiremedeki degisim grafigi ¢izildi.

Elde edilen degerlerinin analizi 3 deney tekrar1 olacak sekilde Graphpad Prism 9.3.1

yaziliminin lineer olmayan regresyon (Non-linear Regretion) testi kullanilarak yapildi
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3.4. RNA IZOLASYONU VE AGAROZ JEL ELEKTROFOREZIi

Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan kontrol ve deney gruplarindan RNA izolasyonu, Hanna ve
Xiao (2006)’nin hazirladiklar1 protokol optimize edilerek kullanildi. Bu asamada kullanilan

pargalama tamponunun igerigi Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.4: RNA izolasyonunda kullanilan par¢alama tamponu ve konsantrasyonu.

icerik Son konsantrasyon
Tris-HCI 0.2M

SDS %1

EDTA 10 mM

NaCl 0.5M

dH,O (DEPC) 30 mL’ye tamamlandi

10 mL (ODggo= 0.5-08) hiicre 5 dk 5000 rpm’de ¢oktiiriildii, tist faz dokiildi, 1 mL DEPC’li
su ile siispanse edilip tekrar 5000 rpm’de 5 dk boyunca ¢oktiiriiliip list faz dokildi. 0.5 gr
cam boncuk tartildi. Pellet 350 pl pargalama tamponuyla siispanse edilip 1.5 mL eppendorfa
alindi, tlizerlerine ayni miktarda soguk fenol kloroform izoamil alkol karigimi (25:24:1)
eklendi. 1 dk vortex, 1 dk buz ve 1 dk su banyosunda (30°C) bekletildi ayni1 islem 2 defa
tekrarlandi. Tipler delinerek sivi faz yeni tiipe alindi. 14000 rpm’de +4°C’de 10 dk santrifiij
yapildi. Ustteki siv1 fazin yaklasik yarisi alindi. Mevcut hacim oraninda %100 alkol eklenip
alt tist edildi ve 5 dk -20°C’de bekletildi. 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilip siipernatan atild1.
Uzerine ~300 puL %70’lik alkol eklenip alt iist edilerek 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilip
stipernatan  uzaklagtirildi.  Pellet kurumaya birakildt  sonrasinda {izerine pellet

konsantrasyonuna gore DEPC’li su ile siispanse edildi.

RNA o6rneklerin elektroforetik analizi i¢in drnekler agaroz jel elektroforezinde 1X TAE (Tris
Asetik asit EDTA) (Tablo 3.5) ile %1.2 olacak sekilde agaroz (Sigma-Aldrich Agarose
Type2) karigtirilip mikrodalga firinda ¢oziindii. Ardindan ~50°C’ye kadar soguduktan sonra
40 mL i¢ine 3 pl etidyum bromiir (1mg/mL) eklenerek tank i¢ine dokiildii ve oda sicakliginda
polimerizasyon igin bekletildi. Tankin i¢ci 1X TAE ile dolduruldu. Ornekler ve yiikleme
boyasindan son konsantrasyonlar1 1X ve marker olarak da 1kb DNA markerdan (Gene Ruler
1kb DNA Ladder) 3 uL yiiklendikten. Ornekler 30 dk, 65 V ve 110 mA’de 30 dk boyunca
yiritildd.
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Orneklerin elektroforetik analizi yapildiktan sonra spektrofotometre cihazinda (“Nanodrop
2000 Spectrophotometer”, Thermo Scientific) Orneklerin 260 nm dalgaboyundaki
absorbanslart 6l¢iildii. Kor olarak RNA o6rneklerinin igerisinde ¢oziindiiriildiigi DEPC’li

sudan 1 pL okutuldu ardindan 6rneklerden de 1’er pL yiiklenip miktar tayini yapildi.

Tablo 3.5: 1X TAE bilesenleri ve konsantrasyonlari.

icerik Konsantrasyon
Tris Baz 40 mM
Asetik asit 20 mM
EDTA 1mM
Distile su 1 L’ye tamamland1

"Gene Ruler 1 kb DNA Ladder”

b¢ ng'0.5 ng%

10000 300
/8 300

+
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Sekil 3.1: Gene Ruler 1kb “DNA Ladder”.

3.5. DNaz UYGULAMASI VE cDNA SENTEZI
3.5.1. DNaz uygulamasi

Miktar tayini yapildiktan sonra, ortamda kalan DNA’y1 uzaklagtirmak amaciyla orneklere
DNaz uygulamasi yapildi. Tablo 3.6’da verilen degerler kullanilarak son hacim 30 pL olacak
sekilde hazirlandiktan sonra 15dk boyunca 37°C’de bekletildi. Enzim aktivitesini durdurmak
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igin tizerine 4 pL EDTA (50 mM, molekiiler agirhigi: 372.24 g/mol) eklendi ve 6rnekler 65
°C’de 5dk bekletildi. DNaz uygulanmis RNA 6rnekleri Boliim 3.4°te anlatildigr gibi analiz
edildi.

Tablo 3.6: DNaz uygulamasi i¢in kullanilan bilesenler ve konsantrasyonlari.

Icerik Konsantrasyon
RNA 6rnegi 2000 ng/mL
DNaz* 4U
Buffer (10X) 1X
Su 30 puL’ye tamamland1

*Thermo Fischer Sciencetific(EN0521) DNase 1

3.5.2. cDNA sentezi

Elde edilen RNA 6rneklerinin safligini kontrol etmek amaciyla cDNA (Komplementer DNA)
sentezi Oncesinde ortamda DNA kalintilarinin kalmadigimni kanitlamak amaciyla PZR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) gerceklestirildi, deneyde kontrol primeri olarak gapdh3
geninin primeleri kullanildi. Deney sonucunda ilgili oOrnekler %]1°lik agaroz jel
elektroforezinde Orneklerden 10 pL ve 6X derisimindeki ylikleme boyasindan 2 pL ve
Markerdan 3 pL oranlarinda yiiklendikten sonra 110 mA, 75 V ve 30 dk boyunca yiiriitme
gerceklestirildi ve son olarak UV 15181 altinda goriintiilenip ortamda DNA kalintilarinin

olmadig1 kanitlandi.

RNA orneklerinin saflik kontrolii yapildiktan sonra (Sekil 4.4)ul’de 2000 ng olacak sekilde
cDNA sentezi gerceklestirildi (High-Capacity cDNA Reverse Transcritase Kits). cDNA
sentezini gerceklestirmek amaciyla Tablo 3.8 ve 3.9°da gdsterilen degerler ve ticari kitin
icinde bulunan random primerler kullanilarak islem gerceklestirildi. Sentezden sonra drnekler
tekrar agaroz jel elektroforezinde orneklerden 3 pL ve 6X yiikleme boyasindan 1 pL ve
markerdan 3 pL oranlarinda yiiklendikten sonra 120 mA, 75 V ve 35 dk boyunca yiiriitme
gerceklestirildi ve son olarak UV 15181 altinda goriintiilenip cDNA sentezinin gergeklestigi

gozlendi. Ornekler ileriki asamalarda kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.

RNA oOrneklerinin safligimi kontrol etmek amaciyla gerceklestirilen PZR’de kullanilan

bilesenler ve konsantrasyonlar1 Tablo 3.6’da gdsterilmistir.
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Tablo 3.7: Kontrol PZR’de kullanilan reaksiyon bilesenleri ve konsantrasyonlari.

Icerik Final konsantrasyon
Primer F 10uM

Primer R 10uM

10X Buffer 1X

dNTP 2mM

MgCl, 50 mM

Kalip 100 ng

Enzim 1U

dH,0 20 uL’ye tamamlandi

RNA o6rneklerinin safligini kontrol etmek amaciyla gergeklestirilen PZR ’nin ¢alisma kosullar

Tablo 3.7°de gosterilmistir.

Tablo 3.8: Kontrol PZR kosullari.

Asamalar Sicakhik Siire Dongii sayis1
Baslangis Denatiirsayonu 95°C 3dk 1
Denatiirasyon 95°C 30sn

Primer baglanmasi 53°C 30sn 35
Uzama 72°C 1dk

Son uzama 72°C 10 dk 1

Calisma kapsaminda gergeklestirilen cDNA sentezi i¢in kullanilan bilesenler Tablo 3.9°da

gosterilmistir.

Tablo 3.9: cDNA sentez i¢in kullanilan bilesenler ve konsantrasyonlari.

Bilesikler Konsantrasyon
10X RT Buffer 1X
25X dNTP mix (100mM) 4 mM
10X Random primerler 1X
Reverse Transcriptase enzim 1U
RNA kalip 2 ug/mL
dH,0 20puL’ye tamamlandi

Calisma kapsaminda gerceklestirilen cDNA sentezi i¢in ¢alisma kosullar1 Tablo 3.10°da

gosterilmistir.
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Tablo 3.10: cDNA sentez i¢in ¢alisma kosullari.

Adimlar Sicakhik Siire Dongii sayisi
Adiml 25°C 10 dk 1
Adim2 37°C 120 dk 1
Adim3 85°C 5 dk 1
Adim4 4°C 00 1

3.8. PRIMER SENTEZi VE RT-PZR
3.8.1. Primer sentezi

Bu ¢alisma kapsaminda kullamlan primerler “Primer3plus™ web sayfasinda ilgili genlerin
FASTA formatindaki sekans bilgileri alinarak, baglanma sicakligi 40-60 °C, dizi uzunlugu
100-120 baz uzunlugunda ve GC (Guanin-Sitozin) yiizdesi 40-60 arasi olacak sekilde
belirlenen parametreler girilerek Tablo 3.10’da verilen primer c¢iftleri tasarlandi. Sonrasinda
bu primerlerin uygun caligmasini saglamak amaciyla belirli kontroller “Integrated DNA

Technologies™ arayiizii kullanilarak yapildu.

4 www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi [Ziyaret tarihi:15/04/2021]
° www.idtdna.com/pages[Ziyaret tarihi:[17/04/2021]


http://www.idtdna.com/pages%5bZiyaret
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Tablo 3.11: Calisma kapsaminda kullanilan primerler.

Gen ismi Primer dizisi (5'-3") Baglanma
icakhigr (°C)
gapdh F GGTGACAACCACTCCTCCCAT 52
gapdhR TCAACAAGACGGTGGGAGTA
SPAC22H10.09 F TAGTGCTGCTTCCAATCTAC 52
SPAC22H10.09 R GCTGCATACCTCGTAAAGTA
bun107 F CTTCTAAAACTGCCCCTACT 52
bun107 R AGCACTAGCACTTAAACGAG
mug166 F CTTTACTGCTGTTCCTTACG 52
mug166 R TTGGTTCCTCATACTTTGTG
nntl F CTAATCACACTTTTCGGTGT 52
nntl R GCCAACTTCCATAGTATCTG
plhl F ATCTTGAGGAGTTGAAAGGT 52
plh1 R GATATTGCGGTCATTGATAC
nas2 F GGTCTCTGTATTGGTGATGA 52
nas2 R CATCCAGCGTTTTATTGAC
srpld F ACCCATCAAAGTAAAGGAAC 52
srpl4 R CTTAGCACGGATTAAAACTG
rhpl8 F CAGGTTGTTTGGAGACTTC 52
rhpl8 R CCTTTTGTAGAGGAAGCAA
hrkl F TAGGCTTATTGACCCTGTTA 52
hrkl R CCCAATTGAGGAGAGAAG
SPCC338.06c F TCAAGTATCAGGCTTATTGC 52
SPCC338.06c R CCCATTTTCAGATAGAAGG
clplF TGGTCTAGTGGGTCTAGTCA 52
clplR GAAGGCTTAGGTTTAGCAAC
SPAC4H3.06 F GCAAACGTATTCCTATGTTG 52
SPAC4H3.06 R AAAACTCTTTCCGTATCTCG
yihl F TCTCGTATGAGTCATTTGCT 52
yihl1 R ATGTTTGAATCTGTCTGGTC
mshl F GATCACACTTTCAGTTTCG 52
mshl R CTGCCAGTAGGACATTTTT
rpb9 F TTACCAGCCTCTCAATCAT 52
rpb9 R AGAAGGTACACCGAATGTG
qcr8 F GGTGGAGGAATAATGATGA 52

qcr8 R AAGCATAATGAGAGGAGAGAG
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Tablo 3.11: (Devam).

rsv2 F
rsv2 R
bgs4 F
bgs4 R
SPBC27B12.05 F
SPBC27B12.05R
phb2 F
phb2 R
ergé F
ergé R
erg9 F
erg9 R
ergll F
ergllR
erg3l F
erg3lR

TTCGGTGTACTCTTCAGAAC
GGTCGTGTCTTAGCATGTAT
TCGTTATTCAGCCTTGTACT
AGCCTCAGAAGCAGTTAATC
CCTTTATTGGGAATGAGTG-3’
CGAGAGCTGAACTTCTACAG
TGCTTGATGATGTCTCACT
CGATCGACATAGAAAGTAGC
GCCAAAGGAACTAGTAAGGT
TCTTAGCAATCATGAGGAAC
ACACTCCTAAAGATCCCAAC
ATAGGCCTTTTCGTACATCT
CTTCCTTATCCTCGCACTA
CCTACATGAAAACGAAAGAG
TTATTTACCCGCTCTACCTT
TGCTAAAGAGACTCGAAATG

52

52

52

52

52

52

52

52

3.8.2. Primerler icin baglanma sicakhklarinin belirlenmesi

Mevcut biitlin primerler i¢in baglanma sicakligini belirleyebilmek amaciyla RT-PZR
oncesinde “termal cycler” cihazinda sentezlenen cDNA Orneklerinden biri kullanilarak 55 °C
ve 52 °C olmak iizere iki farkli sicaklik degeri kullanilarak PZR kuruldu. Orneklerin
elektroforetik analizi i¢in % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilirek primerler i¢in uygun baglanma

sicakligi belirlendi. Kullanilan bilesenlerin degerleri ve yiiriitme kosullar1 Tablo 3.12 ve

3.13’de verildigi sekilde yapildi.



29

Tablo 3.12: Primerlerin uygun baglanma sicakligi i¢in PZR’de kullanilan reaksiyon bilesenleri ve

konsantrasyonlari.
Bilesenler Konsantrasyon
10X buffer 1X
dNTP (2mM) 0.2 mM
MgCl, (50 mM) 1.25 mM
Primer F 0.5 uM
Primer R 0.5 uM
Kalip 100 ng/pL
Enzim 1U
dH20 10 pL’ye tamamlandi

Tablo 3.13: Primerler igin uygun sicaklik PZR kosullari.

Asamalar Sicaklik Siire Dongii sayisi

Baglangig¢ denatiirsayonu 95°C 3dk 1

Denatiirasyon 95°C 30 sn

Primer baglanmasi 52°C 30 sn 35

Uzama 72°C 45 sn

Son uzama 72°C 5 dk 1

Soguma +4°C o0
3.8.3. RT-PZR

RT-PZR (Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu), Tablo 3.13 ve Tablo
3.14’te verilen bilesenler ve kosullarda gerceklestirildi. Oncelikle RT-PZR’1n calisma
etkinligini gostermek amaciyla ¢cDNA Ornekleri sirasiyla; 100, 20, 4, ve 0.8 ng/uL
derisimlerinde hazirlandi. Ardindan bu seriler kullanilarak primerlerin standart grafigi
cikarildi. Genlerin ifadelerindeki degisim; kontrol ve deney gruplarina ait 6rnekler Tablo
3.4’te verilen primer ciftleri kullanilarak 3 tekrar olacak sekilde gerceklstirildi. Referans gen
olarak da gapdh3 (gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz) primerleri kullanilarak gen
ifadelerindeki degisim Denklem 3.2°de (Livak ve Schmittgen 2001) gosterildigi sekilde
yapildi.

. . . ~-(hedef gen-referans gen -(hedef gen-referans gen
GOI‘GC@II kat aI’tISI/azahSl. 2 ( g g )deney grubu ( g g )kontro| grubu

(3.2)
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Bu c¢alisma kapsaminda gerceklestirilen RT-PZR i¢in kullanilan bilesenler ve

konsantrasyonlar1 Tablo 3.14’de gdsterilmistir.

Tablo 3.14: qRT-PZR ig¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri ve konsantrasyonlart.

Bilesenler Konsantrasyon

2X Master mix 1X

F Primer 0.5 uM

R Primer 0.5 uM

cDNA 100 ng/pL

dH20 20 pL’ye tamamlandi

Bu calisma kapsaminda gerceklestirilen RT-PZR i¢in kullanilan sicaklik degerleri ve siiresi

Tablo 3.14’te gosterilmistir.

Tablo 3.15: RT-PZR kosullari.

islem Sicaklik (°C) Siire Déngii sayisi
Baslangi¢ Denatiirsayonu 95 3dk 1
Denatiirasyon 95 15sn
Primer baglanmasi 52 30 sn 40
Uzama 74 20 sn
Erime egrisi basamaklar1 60 1dk 1

95 30sn

Elde edilen Ct (“Crossing threhhold”-Esikdegeri ge¢imi) degerlerinin analizi 3 deney tekrari
olacak sekilde Graphpad Prism 9.3.1 yaziliminin tek yonlii varyans analizinin (one-way

anova) Tukey testi kullanilarak yapildi.

3.9. OKSIDATIF STRESIN FLUORESAN MIiKROSKOBU iLE HUCRESEL
GOSTERIMi

Hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerininin diizeyi, DCFH-DA (2’-7°dichlorofluororescin diacetat)
boyasinin ROT'larla tepkimeye girerek indirgenmesi sonucunda meydana gelen floresan

1stmanin Olglilmesi temeline dayanan yontem kullanilarak belirlendi (Uy ve dig., 2011). Bu
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amacla, 16 saat boyunca {iretilen hiicrelere 12’lik diiz tabanl plakalarda Tablo 3.1’de verilen
S.pombe suslar1 kullanilarak hiicre yogunlugu 10° (hiicre/mL) ve son konsantrasyonlar1 1 mL
olacak sekilde 700 ve 1400 pg/mL flukonazol 2 saat boyunca uygulandi. Bazi delesyonlu
suslarda (rhpl8A, SPCC338.06cA, ve SPBC27B12.05A) onceki c¢alismalarda anlamli
sonuglar elde edilmediginden ¢alisma kapsamindan ¢ikarildilar. Ayrica, bazi genler agisindan
delesyonlu suslar (erg6 ve ergll), bu genlerin yoklugunda canlilik yetenegini kaybettigi icin
kullanilmadi. Ayrica, pozitif kontrol olarak 20 ve 40 mM dozlarinda H,O; uygulandi. 2 saatin
sonunda hiicre kiiltiirlerine son konsantrasyonu 10 puM olacak sekilde DCFH-DA boyasi
eklendi. 30 °C’de 1 saat ve karanlik ortamda calkalamali etiivde inkiibe edildi. Hiicreler
coktiiriiliip sogik 1X PBS (Phosphate Buffer Saline ) ile yikandi. 1:1 oraninda soguk 1X PBS
ve 100 mM glukoz ile ¢dzdiiriildii. Orneklerin 495-529 nm (FITC filtre) gériintiileri floresan
mikroskopta (OLYMPUS BX53) alindi.
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4. BULGULAR

4.1. ANTIFUNGAL AJANLARIN S. pombe HUCRELERININ CANLILIGINA
ETKILERI

Tez ¢alismasi sirasinda kullanilan antifungal ajanlarin S. pombe ED666 hiicrelerinin canlilig
lizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla MIK belirlendi. Bunun icin herhangi bir
antifungal ajan icermeyen besiyerinde iiretilen kontrol grubu %100 canli kabul edildi. Kiiltiire
uygulanan antifungal ajanlarin 24. saatteki ODgoo degerleri dl¢iildii. Flukonazoliin ICsg (yar1
maksimal inhibisyon konsantrasyonu) Graphpad Prism 9.3.1 yaziliminda lineer olmayan

regresyon analizi ile belirlendi.
4.1.1. Flukonazoliin hiicre canlhihig: iizerine etkisi

Boliim 3.3.1°de verildigi gibi uygulanan deneyler sonucunda Sekil 4.1°de verilen grafik ve IC
degerleri ile 1’e yakin bir R? degeri hesaplanmistir. Buna goére flukonazoliin ICsy degerinin
4680 pg oldugu belirlendi. Cesitli dozlardaki 24 saatlik flukonazol uygulamas: S. pombe
ED666 hiicrelerinde iireme yetenegini baskilayan fungistatik ve MiK’in iizerindeki dozlarda
lireme yeteneginin devam ettigi paradoksiyal etki gozlemlendi. Bu tez kapsaminda
gerceklestirilen ileri analizlerde sadece flukonazoliin iiremenin seyrinin degisime basladigi
konsantrasyonlar olan ICs (700 pg/mL) ve ICyo (1400 pg/mL) degerleri S. pombe yabani

susunda kullanildi.
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Sekil 4.1: Flukonazoliin hiicre canlilig1 tizerine etkisi.

4.1.2. Tetrakonaoliin hiicre canhhgi iizerine etkisi

Bolim 3.3.3’de verildigi gibi uygulanan deneyler sonucunda Sekil 4.2°de verilen grafik ve IC
degerleri ile 1’e yakin bir R? degeri hesaplanmistir. Burada, tetrakonazol uygulamasinin S.
pombe ED666 hiicrelerinde doza bagli olarak lireme yetenegini 6nemli 6l¢iide engelledigi
goriildii. 1Cso degeri 14.40 mg olarak belirlenirken 1Cs=2, IC1p=4 ve 1C,=8 mg olarak
belirlendi.
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Sekil 4.2: Tetrakonazoliin hiicre canlilig1 {izerine etkisi.

4.1.3. Tiyabendazoliin hiicre canlhilig iizerine etkisi

Bolim 3.3.2°de aciklandig1 gibi uygulanan deneyler sonucunda elde edilen degerlerin
tiyabendazolii YES besiyeri igerisinde ¢ozmek i¢in ortama eklenen HCI’den kaynaklandiginin
anlasilmasi lizerine ileriki adimlar igin g¢akigsma kapsamindan ¢ikarildi. S. pombe igin
fungisidal veya fungistatik olabilecek dozlarinin ¢6ziiniirliigii organizmanin besiyerinin pH
degerinin ¢ok altinda olmasindan dolayr ortama 2M HCI eklendigi i¢in 24.saat dlglimleri
sonucunda tiremedeki degisimin nedeninin etken madde olmadigi degisime neden olanin pH’1

diistirmek i¢in kullanilan HCI’in oldugu gozlendi.
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4.1.4. Flukonazol ile Tetrakonazoliin kombine uygulamanin hiicre canhhgi iizerine

etkisi

Diisiik dozlarin kombine kullaniminin ilacin etkinligini arttirip arttirmadigini gozlemlemek
icin Boliim 3.3..4°te anlatildig1 bigimde alt1 farkli kombinasyonda flukonazol (ICs 700 pg/mL
ve 1C10=1400 pg/ml) ve tetrakonazol (ICs=2, 1C1p=4 ve 1C;=8 mg/mL) kombine uygulamasi
gerceklestirildi. Sekil 4.3 tek basina kullanilan flukonazoliin her iki dozunun da hiicre
canliliginda istatistiki olarak anlamli bir inhibisyona yol acarken (Sekil 4.3.a) tetrakonazoliin
sadece ICyp inhibisyona yol actig1 (Sekil 4.3.b) gozlendi. Kombine kullanimda (Sekil 4.3.c)
ise flukonzaol’iin diisiikk dozunda tetrakonazol ile hiicrenin iireme yetenegini diisiiriirken daha
yiiksek doz kombine kullanimda ise hiicrenin iireme yetenegini baskilamadigi aksine liremede

artis gozlendi.
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Sekil 4.3: Flukonazol ve Tetrakonazol’iin kombine kullaniminin hiicre canlilig1 {izerine etkisi.
Spektrofotometrede ODgg ‘de alinan 6lgiimler 24. saatte alinmustir. (*P<0.05, ** P<0.001,
****p<(0.001).
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4.5. TOTAL RNA iZOLASYONU VE cDNA SENTEZi

Elektroforetik analiz sonucunda, kontrol, 700 pg/mL ve 1400 pg/mL flukonazol uygulanmis
izolasyonu yapilan 6rneklerin RNA’larinin kirilmamig ve 3 bant (5.8S, 18S ve 28S rRNA)
seklinde oldugu gozlendi (Sekil4.4).

10000
8000

3000

Sekil 4.4: S. pombe ED666 yabani irkinin kontrol ve deney gruplarindan izole edilen total RNA’larin
elektroforetik goriintiisii .M: 1kb Marker, 1 ve 3: Kontrol grubu, 4: 700 pg/mL, 2 ve 5: 1400 pg/mL

flukonazol uygulanmis ornek.

Elde edilen RNA orneklerinin DNA kontamisayonu igermedigini gostermek amaciyla
Tablo3.7 ve 3.8’de verilen degerler ve kosullarda PZR yapildi. Pozitif kontrolde kalip olarak
DNA kullanildi. Sekil 4.5’te goriildiigi gibi, gapdh3 primerlerinin beklenen ~120 baz cifti
uzunlugundaki {irlinliniin pozitif kontrolde gdzlenmesine karsin, RNA oOrneklerinin kalip
olarak kullanildigit PZR’de gozlenmemesi, ortamda DNA kontaminasyonunun olmadigini

teyid etmistir.
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Sekil 4.5: RNA o6rneklerinin DNA kontamisayonu i¢ermedigini gostermek amaciyla
yapilan PZR’1n jel goriintlisi. M: Marker, 1: Pozitif kontrol ve 2:RNA 6rnegi.

RNA o6rneklerinin cDNA sentezi i¢in uygun oldugu kanitlandiktan sonra ortamda 2000 ng/pl
olacak sekilde cDNA sentezi yapildi ve RT-PZR’da kullanilmak iizere 100 ng/ul olacak
sekilde sulandirildi. Elde edilen 3 farkli deney grubunun cDNA’lar1 ve Tablo 3.4’teki primer
ciftleri kullanilarak RT-PZR Tablo 3.13 ve 3.14’teki kosullarinda gerceklestirildi. Sekil 4.6’da

gosterildigi tizere Sentez gerceklestikten sonra ileriki asamalarda RT-PZR’de kullanildi.
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Sekil 4.6: cDNA sentez tirlinlerinin %1°lik agaroz jel goriintiisii. M: 1kb Marker, 3:Kontrol
grubu, 1&4: 700 pg/mL flukonazol uygulanmis 6rnek, 2&5: 1400 pg/mL flukonazol
uygulanmis 6rnek.

4.5. RT-PZR SONUCLARI

Oncelikle RT-PZR’1n ¢aligma etkinligini gdstermek amaciyla Kontrol grubunun cDNA’si
sirastyla; 100, 20, 4, ve 0.8 ng/uL derisimlerinde hazirlandi. Ardindan bu seriler kullanilarak

primerlerin standart grafigi ¢ikarildi.

Proje kapsaminda flukonazole direngle iligkili oldugu belirlenen 19 genden; rhpl8,
SPCC338.06c, ve SPBC27B12.05 primerleri i¢in anlamli sonuglar elde edilmedigi igin

calisma kapsamindan ¢ikarildilar.

Calisma sonucunda SPAC22H10.09, bun107, mug166, nntl, nas2, yihl, SPAC4H3.06, mshl,
rpb9, qcr8, rsv2, erg6 ve erg9 genlerinin ifadesinin 700 pg/ml dozunda artarken (Sekil 4.7.A)
1400 pg/ml dozunda diistiigii, buna karsin srpl4, clpl, bgs4 ve phb2 gen gruplarinda ise her
iki dozda azalirken (Sekil 4.7.B) plhl, ergll ve erg31 'de arttig1 (Sekil 4.7.C) gézlemlendi.
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Sekil 4.7: Caligma kapsaminda kullanilan genlerin goreceli anlatimi. (a) 700 pg/mL
(ICs) flukonazol uygulanmis 6rneklerde ifadeleri artip 1400 pg/mL (IC,0) dozunda
azalanlar1 (b) her iki dozda da ifadeleri azalanlar1 ve (c) her iki doz da ifadeleri artan
genleri gostermektedir.
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4.6. HUCRE ICI REAKTIF OKSIJEN TURLERININ (ROT) FLORESAN
MIKROSKOPISi ILE GOSTERIMIi

Bu calismada baslangigta ele alinan 19 genden RT-PZR denemeleri esnasinda ¢ikarilan 3 gen
(rhp18, SPCC338.06c, ve SPBC27B12.05) sonucunda kalan 16 genin (SPAC22H10.09,
bun107, mugl66, nntl, nas2, yihl, hrkl, SPAC4H3.06, mshl, rpb9, qcr8, rsv2, srpl4, clpl,
bgs4 ve plhl) delesyonunu tasiyan irklarinda ve literatiir taramasindan elde edilen diger iki
delesyonlu irkta (phb2 ve erg31) flukonazoliin ICs ve ICyy dozlarinin hiicre igi reaktif oksijen
tiirleri (ROT) tizerine etkileri olup olmadigini anlamak i¢cin DCFH-DA yontemi kullanildi.
Oncelikle, uygulanan ydntemin islerligi, ROT tetikleyicisi oldugu bilinen H,O, (20 mM ve 40
mM H,0,) uygulamasi ile test edildi. Pozitif kontrol olarak kullanilan 20 mM ve 40 mM
H.0, uygulanmig S. pombe ED666 irkinda kontrole gore doz bagimli bir sekilde giderek
artan siddette yesil 1s1ma yapan hiicre sayisinin oldugu mikroskopik goriintiilerinde tespit
edildi (Sekil 4.8.A). Ek olarak, 20 mM H,0, uygulamasi ile %20, 40 mM H,0, uygulamasi
ile de % 60 ROT (Sekil 4.8.B) ¢ikisi tespit edildi.
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Sekil 4.8: Hiicre i¢i Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) olusumuna neden olan
H,0O,’nin S. pombe ED666 yabani irkinda 20 mM ve 40 mM H,0,
konsantrasyonlarinda ve DCFH-DA boyasi uygulanmasi neticesinde
hiicrelerin (a)Kontrol ve 20mM ve 40mM H202 uygulanmis hiicrelerin
DCFH-DA floresan ve 1s1k goriintiisii (b) bu gruplarin ROT yiizdesi
(*:P<0.05, ****: P<0.0001).

Ardindan, DCFH-DA boyasi, Tablo 3.1’de verilen genler agisindan delesyonlu hiicre
suslara flukonazol ile birlikte 2 saat boyunca uygulandi. Ancak, her iki flukonazol dozunun
da kontrole gore istatistiksel agidan anlamli bir ROT artisina yol agmadigi hem mikroskopik
taramalarda (Sekil 4.9) hem de grafikte (Sekil 4.10) gozlemlenmedi. Bu mutantlarin arasinda

sadece mshIA susunda istatistiksel agidan anlamli bir ROT artig1 gozlendi.
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Kontrol 700 pg/mL Flukonazol 1400 pg/mL Flukonazol
Isik Floresan Is1k Floresan _Floresan
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fo o

Sekil 4.9: Flukonazoliin ICs (700 pg/mL) ve ICyo (1400 ug/mL) dozlarinin uygulandigi mutant
hiicre suglarinin 151k ve floresan goriintiileri.
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Sekil 4.9: (Devamu).
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Sekil 4.9: (Devami).
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Sekil 4.10: Kontrol ve Flukonazoliin ICs (700 pg/mL) ve ICyo (1400 pg/mL) dozlarinin uygulandig S.
pombe delesyonlu hiicre suslarindaki ROT olusum yiizdesi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Modern tiptaki gelismeler bir¢ok hastaligi tedavi edip yayilmasini onlemis olsa da
ozellikle son yillarda antifungal ilaglarin diizensiz, uzun siireli ve dikkatsiz kullanimi,
hedef patojenlerin zaman iginde diren¢ kazanmasma yol a¢mustir. Antifungal ilag
direncine yol acan baglica nedenler, ila¢ hedefinin degisikligi veya asir1 ekspresyonu,
coklu ila¢ tastyicilarinin yukari regiilasyonu ve stres tepkilerinin aktivasyonu gibi ¢ok
sayida adaptif mekanizma bulunmaktadir (Shapiro ve dig., 2011). Ayrica S. pombe ve
diger mantarlarda dirence veya duyarliliga neden olan genlerin ¢ogu cesitli fonksiyonel
kategorilere ayrilabilir. Bunlar; ergosterol biyosentezi, membran trafigi, histon asetilasyon
ve deasetilasyonu, ubikitinasyon, sinyal iletimi, ribozom biyosentezi ve diizenlenisi,
transkripsiyon ve tranlasyonun diizenlenisi, hiicre duvarit biyogenezi ve organizasyonu,
mitokondriyal fonksiyon, amino ve niikleik asit metabolizmasi, lipid metabolizmasi,
mayoz, hiicre polaritesi ve kromatin diizenlenisi ile ilgili siire¢lerde rol alir (Fang ve dig.,
2011). Sinirh sayidaki antifungal savunma mekanizmalari, ¢coklu ilag¢ direnci olan mantar
tiirlerinin gelismesi ve Oziinde direngli patojenlerin ortaya ¢ikmasiyla daha da tehdit
altindadir (Revie ve dig., 2018).

Sistemik mantar enfeksiyonlarin1 tedavi etmek i¢in ¢ smf antifungal ilag
kullanilmaktadir. Bunlar ergosterol biyosentez yolagini hedefleyen azoller, mantar hiicre
duvar1 biyosentezini engelleyen ekinokandinler ve mantar hiicre zarinda hiicre
pargalanmasina yol agan polienlerdir (Perfect, 2017; Robbins ve dig., 2017). Bu ilaglarin
uzun siireli ve dikkatsiz kullanimi1 antifungal direncin ortaya ¢ikmasina nede olmustur. Bu
durumun istesinden gelmek i¢in sinirli sayida etken madde oldugundan fungisidal veya
fungistatik olabilecek bagka hedefleri belirlemek ve buna uygun yeni ilaglar gelistirmek,
konak¢inin bagisiklik sistemini giiclendirmek ve ilacin farmakokinetigini arttirmak gibi
yontemler bu durumun iistesinden gelmek i¢in yapilan calismalardan birka¢ tanesidir
(Bhattacharya ve dig., 2020). Kombine ila¢ kullanimi; o&zellikle iki farkli yolag:
hedefleyen ilaclarin kombine kullanim1 genis etki yelpazesi, ayri ayri kullanimdan daha
fazla etki ve patojenin iki farkli ajana direng¢ gelistirmesi daha zor olacagindan ve ilaca

duyarliliginin artmasindan dolay1 tercih edilen ve son yillarda yapilan calismalarla
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etkinligi kamitlanan yontemlerden bir tanesidir (Denardi ve dig., 2016; Fkhim ve dig.,
2017; Ghannoum ve dig., 1995; Mukherjee ve dig., 2005).

Bu tez calismasinda, arastirma grubumuz tarafindan gergeklestirilen ve 2017 yilinda
tamamlanan “insan hastaliklarmin molekiiler mekanizmalarmin arastirilmasinda
Schizosaccharomyces pombe'nin model organizma olarak kullanilmasinin optimizasyonu”
baslikli ve 51649 kodlu BAP projesinde, antifungal direng ile iliskisi belirlenen 19 genin
antifungal ila¢ direncinde yeni hedef genler olarak degerlendirilip degerlendirilemeyecegi
sorgulanmistir. Bu amacla s6z konusu 19 gen ile literatiirde deneysel olarak iliskisi
kesinlesmis 5 genin antifungal ila¢ direncindeki rolleri, okaryotik tek hiicreli model
organizma olan fisyon mayasi’nin (S. pombe) ED666 susunda ii¢ farkli antifungal ajanin
(flukonazol, tetrakonazol ve tiyabendazol) ayri ayr1 ve flukonazol ile tetrakonazoliin
kombine kullanimi arasgtirildi. Bu kapsamda, oncelikle, her ii¢ ajanin minimum inhibe
edici konsantrasyonlar1 (MIK) hesaplandi. Buna gore, flukonazol igin ICso = 4680 pg, ve
tetrakonazol i¢in ICsp = 14,4 pg, degerleri bulundu (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).
Tiyabendazol’iin fungisidal veya fungistatik olabilecek dozlarinin ¢oziiniirliigiiniin, S.
pombe besiyerinin optimal pH degerinin ¢ok altinda kalmasi nedeniyle, tireme ortamina
2M HCI ilave edildi. Ancak, bu durumun hiicre canlilig1 {izerine ilave toksik etkisinin
olmasi, tiyabendazol i¢in belirlenen ICsg degerine giivensizlik olusturarak calisma dist

birakilmasina yol agmustir.

Calismada kullanilan antifungal ajanlardan Sekil 4.3’te gosterildigi sekilde flukonazoliin
ICs (700 pg/mL) ve ICy (1400 pg/mL) degerleri ile tetrakonazoliin ICs, 1C19 Ve ICy
degerleri kombine edilerek S. pombe ED666 1rkinin iireme kapasitesine etkileri arastirildi.
Burada en yiiksek 6liim oraninin ICyo flukonazol ile 1Cs tetrakonazolde saglanmasi dnemli
bir deger olmakla beraber, tetrakonazolun devaminin saglanamamasi nedeniyle, calismaya
sadece 1Cs = 700 pg/mL ve 1Cyp = 1400 pg/mL flukonazol ile devam edilmistir. Sekil
4.1°de gosterildigi gibi flukonazol uygulanan 6rneklerde doz artisina ragmen dramatik bir
diisiisiin sadece yiiksek dozlarda saglanabilmesinin, mantarlarda stresin (compensatory
response) hiicre duvar iceriginde (protein, polisakkarit ve kitin gibi) degisim meydana
getirerek adaptif yanit olusturmasindan kaynaklandig ileri siiriilmektedir (Sorgo ve dig.,
2011). Bu durumun, mantar suslarinin MIK’in {izerindeki degerlerde biiyiime ve gelisme

gosterebildikleri paradoksiyal etkiyi meydana getirdigi bilinir (Vigles ve dig., 2021).
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Ergosteroliin hormon benzeri fonksiyonu sayesinde bdliinme ve gelisimi uyarmasinin yani
sira baz1 yiiksek MIK degerlerinde bile artan ERG ifadesinin, yiiksek OD degerine neden
oldugu rapor edilmistir (Hubberstey ve dig., 2002; Thevelein ve de Winde, 1993).

Calismada ele alinan 19 yeni aday gen ile 5 pozitif hedef genin anlatim profilleri, S.
pombe ED666 1rkinda flukonazol’iin 700 ve 1400 pg/mL dozlarinda ¢ikarildi. Bu 19 yeni
aday genden 3 (rhpl18, SPCC338.06¢, ve SPBC27B12.05) tanesinin primerleri beklenen
verimliligi saglayamadigi igin ¢alisma dis1 birakildi. Bu 16 yeni aday gen arasindan gesitli
stireclerden sorumlu (Translasyon, transferaz, lipid ve gliserid {retimi, proteozom
olusumu, DNA onarimi, mitokondri ve ergosterol biyosentezi) SPAC22H10.09, bun107,
mugl66, nntl, nas2, yihl, SPAC4H3.06, mshl, rpb9, qcr8, rsv2, erg6 ve erg9 genlerinin
ifadesinin 1Cs= 700 pg/ml dozunda istatistiki olarak anlamli olmakla beraber artarken
IC10= 1400 pg/ml dozunda diistiigii, (Sekil 4.7.A) buna karsin (sinyal iletimi, fosfataz,
mitokondri ve hiicre duvar1 biyogenezi siireglerinde rol alan) srpl4, clpl, bgs4 ve phb2
genlerinde her iki dozda istatistiki olarak azaldig1 (Sekil 4.7.B) ancak sterol ve ergosterol
sentezinden sorumlu olan plhl, ergll ve erg3! ’de arttigi (Sekil 4.7.C) gozlemlendi. Bu
sonuglarin S. pombe’nin gii¢lii ¢oklu ilag direnci mekanizmasina sahip oldugu gergegiyle
paralellik géstermesi beklenmeyen bir durum degildir (Arita ve dig., 2011; Wolfger ve
dig., 2001). Kanser hiicreleri ile yapilan benzer ¢alismalarda direngle ilgili genlerin diisiik
ilag dozlarinda indiiksiyonu gergeklesirken, yiiksek dozlarda inhibe edildikleri
bilinmektedir (Suzuki ve dig., 2001; Ding ve dig., 2005). Calismamizda, her iki dozda da
anlatimlar1 artmig olan genlerden ergosterol biyosentez yolaginda rol alan erg3l (S.
cerevisiae Erg3 ortologu) ve azol hedefi ergll genlerinin 6nceki galismalarda da azol
muamelesi sonrasi upregiile olmasi, sonuglarimizi desteklemektedir (Isabelle ve dig.,
2006).

Literatiirde ergll gen anlatimindaki artisin ila¢ direnci tepkisine yol agmasinin hiicre igi
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu ile agiklanmis olmast ve monooksijenaz-
hidroksilaz aktivitesi olan sitokrom P450 enziminin de hiicre i¢i oksidatif stresi 6nlemis
olabileceginin ileri siiriilmesi (Isabelle ve dig., 2006), azol direncinde tespit ettigimiz yeni
aday genler bakimindan delesyonlu irklarda flukonazol uygulamasi sonrasinda ROT
artisinin goézlenmemesi (Sekil 4.10) calismamizi desteklemektedir. Calismada kullanilan

ROT o6l¢iim teknigi, S. pombe ED666 1rkina artan dozlarda hidrojen peroksit (20 mM ve
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40 mM, 2 saat) uygulamasi ile degerlendirilmistir. Buna gore, 20 mM H,0, uygulamasi
ile %20, 40 mM H,0; uygulamasi ile de % 60 ROT g¢ikisi tespit edilirken (Sekil 4.8.B),
flukonazol direnci ile iliskili yeni aday genler bakiminda delesyonlu irklarda, S. pombe
mshlA wki harig, ROT artisinin gézlenmemesi, ROT seviyesinin diismesi ile artan
flukonazol diren¢ mekanizmasinin iligkisini desteklemektedir (Sekil 4.10). Ek olarak,
calismaya eklenen ergll ve erg3l genlerinin transkripsiyonlari flukonazolun artan
dozlarina paralel artarken, aday genlerinkilerinin disiisii (Sekil 4.7.C) aday genlerin
mutant 1rklarinda goézlenenen ROT seviyelerindeki azalma (Sekil 4.10) ile birlikte
degerlendirildiginde olduk¢a 6nemli oldugu sonucuna varilmistir. Ciinkii, son zamanlarda
artan ERG seviyesinin artan oksidatif direngle de baglantili oldugu iizerinde
durulmaktadir (Jorda ve Puige, 2020). Bunlara ek olarak, Martins ve arkadaslarinin (2019)
S.cerevisiae’de yaptiklar1 ¢alismada 24 saatlik azol muamelesi sonrasi diisiik dozlarda
katalaz aktivitesinin iki veya ti¢ katina ¢iktigin1 ancak fungisidal olabilecek daha yiiksek
dozlarda katalaz aktivitesinin diistiigiinii ve ROT seviyesinin ancak dozun fungisidal
olabilecek seviyede arttigini ve MiK’in altindaki dozlarda da katalaz seviyesinin 3 - 4 kat
arttigin1 rapor etmislerdir. Yine bu kapsamda, S. cerevisiae’de yapilan caligmalarda
fungistatik dozlarda katalaz aktivitesinin arttigt ve bu durumun hiicreleri H0;

toksisitesinden kurtardigi bildirilmistir (Nollin ve dig., 1977; Frangois ve dig., 2006).

Son yillarda, bir¢ok klinik arastirma ila¢ direncinin genin asir1 ekspresyonuyla iliskili
olmadigimi en azindan ilagtan ilaca bunun degisebilecegini hatta bazi ilaclar i¢in direncin
"hedef gen"in asir1 ekspresyonundan kaynaklanamayacagi, ciinkii boyle bir tek genin
olmadigini ileri siirmekle beraber (Plamer ve Kishony, 2014), bu tez caligmasinda
kullanilan ajanin ICs gibi ¢ok diisiik bir toksik dozunda ele alinan genlerin anlatimlarini
degistirmedigi, IC1o dozunda anlatimlarini biiyiik oranda diistirdiigii gézlendi. Literatiirle
paralel olarak erg6 ve erg9’un asagi diizenlenmesi, ergll ve erg31l genlerinin yukari
diizenlenmesi de bu sonuglar1 degerli kilmaktadir. Escherichia coli'deki antibiyotik
hedefleri kademeli olarak asir1 ifade edilmesine ragmen ila¢ direncinin bir sekilde
artabilecegini, degismeden kalabilecegini, azaltabilecegini ve hatta degisebilecegi
bulundu. Bazi ilaclara direng ise hedef genin ifadesinden bagimsiz olabilecegi bulundu.
Enzim inhibe edici ilaglar i¢in, hedef asir1 ekspresyonu, inhibisyonu telafi ederek direng

saglayabilir, ancak asir1 ekspresyon maliyetli ise direng potansiyeli sinirli olabilir. ayni
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hedefe sahip iki ilacin etki mekanizmalarindaki farkliliklar1 yansitan, hedef asir1

ekspresyonuna zit tepkiler gosterebilir (Plamer ve Kishony, 2014).

Ayrica, ele alman bu genleri icermeyen delesyonlu S. pombe irklarmin flukonazole
direngli olmalarmni da agiklamaktadir. Sonug olarak, SPAC22H10.09, bun107, mugl66,
nntl, nas2, yihl, SPAC4H3.06, mshl, rpb9, qcr8, rsv2, srpl4, clpl, bgs4, ve plhl
genlerinin ilk defa bu tez ¢alismasinda ilag direnci ile iligkisi ortaya konurken, direngte bu
genlerin asagi diizenlenmis olmalarinin da rolii oldugu diisiiniilmektedir. Devam eden
calismalarda, bu tez calismasinda baslangicta dahil edilip sonra teknik sorunlarla
cikarilan, tetrakonazol dahil fakli etken maddelerin ayr1 ayr1 ve kombine kullanilacagi
kosullarda, genlerin tek tek ele alinip molekiiler hiicre mekanizmalarindaki islevlerinin

anlasilmas1 hedeflenmistir.
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