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Öz 

Amaç: Günümüzde başarıyla kullanılan antikanser ilaçlar antitümör etkilerini mikrotübüllerin 
yapısını bozup hücrelerde uzun süreli mitotik arreste yol açarak gösterirler. Uzun süreli mitotik 
arrestin sonuçlarından biri apoptozdur. Metakaspazlar, metazoan haricindeki canlılarda bulunan 
ve apoptozda önemli rol oynadıkları bilinen yapısal olarak kaspaz homologlarıdır. Bu çalışmada, 
Saccharomyces cerevisiae’de mikrotübülleri hedef alan antikanser ilaçlarla indüklenen mitotik 
arrestin oksidatif stres direncine etkisinin ve mayadaki tek metakaspaz olan Yca1’in bu etkideki 
olası rolünün araştırılması amaçlanmıştır. Yöntem: Bu amaç için, yabanıl tip (YT) ve Yca1 
delesyon mutant (yca1Δ) suşlarında mitotik arrest nocodazole veya carbendazim ile; G1-arrest 
ise alfa faktör ile tetiklenmiştir. Her iki suştaki protein agregat oluşumu ise cycloheximide 
muamelesi ile engellenmiştir. Bu koşullardan her biri altında 6 mM H2O2 ile indüklenen oksidatif 
stresin YT ve yca1Δ suşlardaki sağkalım üzerine etkisi koloni oluşturan birim (cfu) ve nokta ekim 
yöntemleriyle; reaktif oksijen türleri (ROT) birikimi üzerine etkisi ise H2DCFDA yöntemiyle 
incelenerek karşılaştırılmıştır. Bulgular: Nocodazole veya carbendazim ile tetiklenen mitotik 
arrest YT S.cerevisiae hücrelerinde oksidatif stres direnci oluştururken, aynı koşullardaki yca1Δ 
suşunda ise direnç oluşturmadığı tespit edilmiştir. Diğer yandan, alfa faktörle tetiklenen G1-
arrestin YT veya yca1Δ suşlarında oksidatif stres hassasiyeti üzerinde önemli bir etkisi olmadığı 
gözlenmiştir. Ayrıca, cycloheximide muamalesi ile protein agregat oluşumunun engellenmesinin 
yca1Δ suşunda YT suşa benzer şekilde mitotik arrest sonucu oksidatif stres direnci oluşmasına 
yol açtığı görülmüştür. Sonuç: Mikrotübülleri hedef alan antikanser ilaçlarla tetiklenen mitotik 
arrest YT S.cerevisiae hücrelerinde oksidatif stres direncine yol açar. Sadece mitozda gelişen bu 
dirençte Yca1’in protein agregat oluşumunu engelleme fonksiyonu önemli rol oynamaktadır.   
Anahtar kelimeler: Oksidatif stres direnci, mitotik arrest, Yca1, Saccharomyces cerevisiae 
 
 
 
 
 
 

Yazının geliş tarihi: 24.01.2019  Yazının kabul tarihi:26.04.2019 
 

Sorumlu Yazar: Dr.Öğr.Üyesi Pınar Buket Atalay, Maltepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi 
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı, Marmara Eğitim Köyü 34857, Maltepe, İstanbul.  

Tlf: 02166261050/2723, E-posta: pinar.demirel@maltepe.edu.tr  



Mitozdaki oksidatif stres direncinde Yca1 

Mersin Univ Saglık Bilim Derg 2019;12(2)  231 

Investigating the role of Yca1 in resistance to H2O2-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 Yca1, the only metacaspase in yeast, in this effect. Methods: For this 
purpose, mitotic arrest was induced by either nocodazole or carbendazim; G1-arrest was 
triggered by alpha factor in the wild type (WT) and Yca1 deletion mutant (yca1Δ) 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 H2O2 on the viability of the WT and 
yca1Δ 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 H2DCFDA assay. Results: 
It 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 yca1Δ cells. On the other hand, G1-arrest induced by alpha factor did not have 
a dramatic effect on the sensitivities of WT or yca1Δ 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 yca1Δ 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 Yca1 in the prevention of protein 
aggregation plays an important role. 
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Giriş 

Günümüzde, kanser tedavisindeki en 
başarılı stratejilerden biri mitotik arrestin 
tetiklenmesidir. Kanser hücrelerinin mitoz 
evresinde arrest olmalarının sağlanması bu 
hücrelerin proliferasyonunu engeller. Ayrıca 
mitoz, hücrelerin radyasyon1 ve çeşitli 
kimyasallar2 gibi dış etkenlere karşı en 
hassas oldukları hücre döngüsü evresi 
olduğu için mitotik arrestin indüklenmesi, 
diğer bir deyişle hücrelerin mitozda 
geçirdikleri sürenin uzaması, kanser tedavisi 
açısından tercih edilen bir durumdur. 
Günümüzde akciğer, meme, yumurtalık, 
mesane, lenfoid ve baş-boyun kanserleri gibi 
birçok kanserin tedavisinde başarıyla 
kullanılan paklitaksel/ taxol, docetaxel ve 
vinka alkaloidleri (vinblastin, vinkristin) 
grubu antikanser ilaçlar antitümör etkilerini 
hücrelerde uzun süreli mitotik arreste yol 
açarak gösterirler.3, 4 Spesifik olarak, her iki 
grup antikanser ilaç da, iğ ipliği 

mikrotübüllerinin yapısını bozarak 
kinetokorlara doğru şekilde bağlanmalarını 
engeller. Bu durum hücrelerde mikrotübül- 
kinetokor bağlanmalarını denetleyen, 
mayadan insana kadar korunmuş ve “iğ ipliği 
kontrol noktası (İKN)” denen majör bir 
kontrol noktasının sürekli aktivasyonuna yol 
açar.5 Antikanser ilaçla tetiklenen kronik İKN 
aktivasyonu ise hatalı bağlanmalar 
varlığında hücre bölünmesini (dolayısıyla 
yavru hücrelerde oluşabilecek anöploidiyi) 
engellemek için hata düzeltilene kadar 
hücrenin mitozda arrest olmasını sağlar.6 

Hücrelerde üretilen reaktif oksijen 
türleri (ROT) ve antioksidan savunma 
mekanizmaları arasındaki dengenin, ROT 
üretimi lehine olacak şekilde bozulması 
oksidatif stres olarak tanımlanır.7 Pek çok 
kanser tipinde anormal derecede artan ROT 
üretimine bağlı olarak yüksek oksidatif stres 
oluştuğu bilinmektedir.8 Kanser 
hücrelerinde üretilen yüksek miktarlardaki 
ROT’nin proliferasyon, migrasyon ve sağ 
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kalım gibi önemli onkojenik özellikleri 
desteklediği gösterilmiştir.9 Ancak, 
antikanser ilaçlarla tetiklenen mitotik 
arrestin oksidatif stres direnci üzerine 
etkisiyle ilgili neredeyse hiçbir şey 
bilinmemektedir. Literatürde şimdiye kadar 
sadece bir çalışmada, carbendazim adı 
verilen antimotik ilaçla muamelenin 
Saccharomyces cerevisiae hücrelerinde 
oksidatif strese karşı direnci Rad9’a bağlı 
olarak arttırdığı gösterilmiştir.10 Ancak, 
başka hangi proteinlerin, yolakların ya da 
hücresel süreçlerin direnç kazanımıyla 
ilişkili olduğunun ve/veya mitotik arrest ile 
oksidatif stres direnci arasındaki ilişkinin 
mekanizmasının araştırıldığı herhangi bir 
çalışma bulunmamaktadır.  

Kaspazlar, programlı hücre 
ölümünün düzenlenmesindeki önemli 
rolleriyle bilinen sistein proteazlar ailesine 
ait proteinlerdir.11,12 Tek hücreli canlılarda 
direkt olarak kaspaz homoloğu 
bulunmamakla birlikte, biyoinformatik 
analizler metazoan olmayan organizmalarda 
kaspazların yapısal homoloğu olan 
metakaspazların bulunduğunu ortaya 
koymuştur.13 Yca1, S. cerevisiae’de bulunan 
tek metakaspaz olarak tanımlanmıştır.14 
Kaspazlara benzer şekilde, Yca1'in de 
programlı hücre ölümü uygulayıcı protein 
olmasının yanı sıra, bu görevinden bağımsız 
olarak kromozom segregasyonu ve yeniden 
düzenlenmesi, hatalı katlanmış/ zarar 
görmüş proteinlerin ortadan kaldırılarak 
protein homeostazının sağlanması gibi diğer 
vital fonksiyonları da bulunmaktadır.15-17 
Yüksek ısı, ağır metaller ve oksidatif stres 
gibi çeşitli stres koşullarının proteinlerin 
hatalı katlanmasına sebep olduğu 
bilinmektedir. Hatalı katlanan proteinler ise 
anormal protein-protein etkileşimlerine 
girerek hücrede agregat oluşturur. Hatalı 
protein katlanmaları sonucu oluşan bu 
protein agregatları hücresel metabolizmayı 
ve protein dönüşümünü olumsuz etkiler. 
Protein agregatlarının oluşturduğu olumsuz 
etkiyi önlemek/ en aza indirmek için 
hücrelerde protein homeostazını koruyan 
çeşitli protein kalite kontrol mekanizmaları 
gelişmiştir. Protein kalite kontrol 
mekanizması elemanları öncelikle hatalı 
katlanmış proteini tekrar katlayarak tamir 
etmeyi hedefler, ancak hasar çok büyük ve 
geri çevrilemezse hatalı katlanmış proteinler 

şaperonlar yardımıyla hızlıca degrade 
edilir.18 Protein kalite kontrol 
mekanizmasındaki bozuklukların hücre 
içinde protein agregat oluşumuna yol 
açararak nörodejenerasyon, tip 2 diyabet, 
demans, kistik fibroz, kanser ve 
kardiyovasküler hastalıklar gibi birçok 
hastalığın oluşmasını veya ilerlemesini 
kolaylaştırdığı gösterilmiştir.19 

Genomu ilk sekanslanan ökaryot olan 
Saccharomyces cerevisiae, insan genomuna 
gösterdiği yüksek homoloji, kültürünün hızlı 
ve düşük maliyetli oluşu, genetik 
manipülasyonunun kolay olması gibi 
nedenlerde DNA tamiri, yaşlanma, hücre 
döngüsü, otofaji, apoptoz, stres yanıtı gibi 
birçok önemli hücresel sürecin yanı sıra, 
antikanser ilaçlara direnç mekanizmaları ile 
moleküler ve hücresel kanser çalışmalarında 
yaygın olarak kullanılan, önemli ve avantajlı 
bir model olarak kabul edilmektedir.20 Bu 
çalışmada literatürde ilk kez Yca1’in mitotik 
arrest sonucu oluşan oksidatif stres direnci 
üzerindeki etkisi ve bu etkinin Yca1’in 
hücredeki hangi rolü aracılığıyla 
gerçekleşiyor olabileceği S. cerevisiae’de 
araştırılmıştır. Bunun için öncelikle, iki farklı 
antimitotik ilaç (nocodazole ve 
carbendazim) muamelesinin 6 mM H2O2 ile 
indüklenen oksidatif stres hassasiyetine 
etkisi ve bu etkinin mitotik arrest aracılığıyla 
olup olmadığı incelenmiştir. Daha sonra 
Yca1’in mitotik arreste bağlı olarak gelişen 
oksidatif stres direncindeki rolü 
araştırılmıştır. Son olarak ise Yca1’in mitotik 
arreste bağlı oksidatif stres direncindeki 
rolünün protein agregat oluşumunun 
engellenmesi aracılığıyla olup olmadığı test 
edilmiştir.  
 

Yöntem 

Suşlar ve kültür koşulları 

Çalışmada kullanılan yabanıl tip 
(MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0; 
PDS1-3HA-URA3) ve yca1Δ mutant (MATa; 
leu2Δ0; ura3Δ0; his3Δ0; met3Δ0; 
yca1::KANMX4) S. cerevisiae suşları Dr. 
Daniel Burke (North Carolina State 
University, College of Sciences, Department 
of Biological Sciences) tarafından hediye 
edilmiştir. Maya hücreleri %2 (wt/vol) 
glukoz, %1 (wt/vol) maya özütü, %2 
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(wt/vol) pepton ve %2 (wt/vol) agar içeren 
YPD (Yeast Extract–Peptone–Dextrose) agar 
plaklarında muhafaza edilmiş, kültürleri ise 
sıvı YPD besiyeri (%2 (wt/vol) glukoz, %1 
(wt/vol) maya özütü, %2 (wt/vol) pepton) 
içinde, 300C’de ve 175 rmp’de çalkalanarak 
yapılmıştır.   

Hücre döngüsü arresti ve oksidatif stres 
indüksiyonu  

Mitotik arrest indüksiyonu için, 
erken mid-logaritmik faza kadar 
(O.D600=~0.3) çoğaltılan YT ve yca1Δ suşlar 
15 g/ml nocodazole (Sigma-Aldrich) veya 
35 g/ml carbendazim (Sigma-Aldrich) ile 
mekanik çalkalayıcı üzerinde (175 rpm) 
300C’de üç saat (iki doubling time) inkübe 
edilmiştir. İnkübasyon sonunda ışık 
mikroskobu altında %65’den fazla hücrenin 
“büyük tomurcuklu” fenotipi göstermesi 
durumunda mitotik arrest indüksiyonu 
başarılı sayılmıştır. G1 arrest indüksiyonu 
için ise, erken mid-log fazdaki yabanıl YT ve 
yca1Δ suşlar asidik sıvı YPD besi yeri 
(pH=3.4) içerisinde 25 g/ml alfa faktör ile 
2.5 saat boyunca 300C ve 175 rpm’de inkübe 
edilmiştir. Işık mikroskobunda %70’ten fazla 
hücrenin “tomurcuksuz” fenotipi göstermesi 
durumunda G1-arrest indüksiyonu başarılı 
sayılmıştır. Oksidatif stres indüksiyonu için 
ise nocodazole, carbendazim veya alfa 
faktörle muamele edilen ve edilmeyen YT ve 
yca1Δ kültürleri (O.D600=~0.8) 3 saat 
boyunca 300C ve 175 rpm’de 6 mM H2O2 ile 
inkübe edilmiş, aynı kültürlerin aynı süre 0 
mM H2O2 inkübasyonları ise negatif kontrol 
olarak kullanılmıştır. Protein translasyonu, 
dolayısıyla protein agregatlarının oluşması, 
30 g/ml cycloheximide (Sigma-Aldrich) ile 
bir saatlik inkübasyon sonucu 
engellenmiştir.  

Reaktif oksijen türlerinin (ROT) tespiti 

Intraselüler ROT seviyeleri H2DCFDA 
ile daha önce belirtildiği gibi incelenmiştir.21 
H2DCFDA intraselüler peroksitlerin tespiti 
için yaygın olarak kullanılan bir ROT 
indikatörüdür. Hücreye pasif diffüzyon ile 
giren H2DCFDA intraselüler ROT varlığında 
oksidasyona uğrayarak kuvvetli bir floresan 
olan DCF (dichlorofluorescein) e dönüşür22, 
dolayısıyla floresan mikroskop altında 
kolayca tespit edilebilir. H2DCFDA ile 
intraselüler ROT seviyelerinin tespiti için 

özetle, her bir örnekleme zamanında (0 ve 3 
saat) toplanan 200 μl’lik örnekler, 200 μl taze 
YPD besi yeri içinde resüspanse edilmiştir. 
10 μg/ml 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein 
diacetate (H2DCFDA; Molecular Probes) ile 
300C’de 40 dakika inkübe edilen 
örneklerden, inkübasyonun hemen ardından 
5 μl alınarak mikroskop lamı üzerine 
damlatılmış ve floresan mikroskop altında 
(Leica DM1000 LED, Leica Microsystems, 
Germany) incelenmiştir. Her örnek için, her 
bir örnekleme zamanında en az 200 hücre 
incelenmiş ve “floresan” ve “floresan 
olmayan” olarak kategorize edilmiş, floresan 
DCF sinyali veren hücre yüzdeleri (%DCF 
pozitif hücre) grafiklenmiştir. Deney her suş 
için ikişer kez tekrar edilmiş ve ortalama 
%DCF pozitif sunulmuştur. 

Nokta ekim ve koloni oluşturan birim (cfu) 
deneyleri   

Nokta ekim deneyleri için her 
zamanlama noktasında her bir kültürün 
10’ar kat seri dilüsyonları hazırlanmıştır. 
Daha sonra her bir dilüsyondan alınan 5’er 
μl’lik örnekler YPD plaklara nokta şeklinde 
ekilmiş ve 300C’de 2 günlük inkübasyonun 
ardından plakların fotoğrafları çekilmiştir. 
Her deney her bir suş için en az iki kere 
tekrar edilmiş ve temsili bir deneyin 
sonuçları rapor edilmiştir. Cfu belirlenmesi 
içinse, uygun dilüsyonlar YPD plaklara 
yayılarak ekilmiş ve 300C’de iki günlük 
inkübasyonun ardından her bir plakta oluşan 
koloniler sayılmıştır. Her bir suştaki 
%cfu/ml her bir plaktaki cfu sayısı, dilüsyon 
faktörü ve plağa ekilen hacimle çarpılarak 
hesaplanmıştır. YT ve yca1Δ suşlarında 0 mM 
ve 6 mM H2O2 inkübasyonun 3. saatinde 
belirlenen %cfu/ml’in 0. saatte belirlenen 
%cfu/ml’e bölünerek cfu kat artışı 
belirlenmiş ve grafiklenmiştir. Deney her suş 
için ikişer kez tekrar edilmiş ve ortalama cfu 
kat artışı sunulmuştur. 

 

Bulgular 

Mitoz oksidatif strese karşı direnci arttırır  

Antikanser ilaçla tetiklenen mitotik 
arrestin, kanser hücrelerinde sıklıkla 
görülen artmış oksidatif strese karşı direnci 
etkileyip etkilemediğini araştırmak için, 
yabanıl tip (YT) Saccharomyces cerevisiae 
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suşunda iki farklı antikanser ilaçla 
indüklenen mitotik arrestin 6 mM H2O2 ile 
tetiklenen oksidatif stres direnci üzerindeki 
etkisini inceledik (Şekil 1). Bunun için önce, 
erken mid-logaritmik faza kadar çoğaltılan 
YT S. cerevisiae kültürü ikiye bölünmüş ve 
nocodazole içeren (+Noc) ve içermeyen (-
Noc) sıvı besiyeri içerisinde üç saat boyunca 
inkübe edilmiştir. +Noc ve -Noc 
inkübasyonlarının hemen ardından (0 sa), 
her iki kültür tekrar ikiye bölünerek 0 mM 
veya 6 mM H2O2 ile üç saat daha inkübe 
edilmiş ve kültürlerdeki sağ kalım oranları 
koloni oluşturan birim (cfu) deneyi ile 
incelenmiştir. Deney sonucunda, nocodazole 
muamelesi sonucu mitozda arrest olan 
kültürdeki cfu artışının (0.016), arrest 
olmayan kültürdekine kıyasla (0.0017) 
yaklaşık 10 kat daha fazla olduğu 
gözlenmiştir (Şekil 1A). Daha sonra +Noc ve 
-Noc ile muamele edilen kültürler ROT 
seviyeleri açısından H2DCFDA deneyi ile 
incelenmiştir. Karboksi-H2DCFDA, normalde 
floresan olmayan ancak ROT varlığında 
okside olarak floresan DCF ışıma veren bir 
boyadır.20 üç saatlik H2O2 muamelesinin 
ardından +Noc ve -Noc kültürlerdeki 
floresan DCF sinyali veren hücre yüzdeleri 
karşılaştırıldığında, cfu sonuçlarıyla uyumlu 
şekilde, +Noc kültürdeki %DCF pozitif 
oranının (%58.2) -Noc kültürlerdekine göre 
(%98) çok daha az olduğu gözlenmiştir 
(Şekil 1B). 

Nocodazole muamelesinin sebep 
olduğu oksidatif stres direncinin ilacın 
kendisinden değil, mitotik arrest 
indüksiyonundan kaynaklandığını test 
etmek için, farklı bir antikanser ilaç olan 
carbendazim ile muamelenin oksidatif stres 
direncine etkisini araştırdık. Bunun için yine 
erken mid-log faza çoğaltılan YT S. cerevisiae 
kültürü ikiye bölünmüş ve carbendazim 
içeren (+Carb) ve içermeyen (-Carb) sıvı 
besiyerleri içerisinde üç saat inkübe 

edilmiştir. Inkübasyonları takiben (0 sa) her 
iki kültür tekrar ikiye bölünerek 0 mM veya 
6 mM H2O2 varlığında üç saat daha inkübe 
edilmiştir (3 sa). Daha sonra, her kültürden 
hazırlanan 10’ar kat seri dilüsyonlar YPD 
plaklara nokta ekim yöntemiyle ekilmiştir. 
iki günlük inkübasyonun ardından 
kültürlerdeki sağkalım oranları 
incelendiğinde, carbendazim ile inkübe 
edilen kültürdeki (+Carb) oksidatif stres 
direncinin carbendazimle inkübe edilmemiş 
kültüre kıyasla (-Carb) arttığı gözlenmiştir 
(Şekil 1C). Oksidatif stres indüksiyonunun 
ardından +Carb ve -Carb kültürlerdeki ROT 
seviyeleri karşılaştırıldığında da, +Carb 
kültürdeki floresan DCF sinyali veren hücre 
oranının (%.94.6) -Carb kültürlere kıyasla 
(%46.6) çok daha az olduğu tespit edilmiştir 
(Şekil 1D). 

G1-arrest oksidatif stres direncine yol açmaz 

Nocodazole veya carbendazim 
muamelesi sonucu oluşan oksidatif stres 
direncinin her iki ilaçtan bağımsız olarak 
mitoz sonucu ortaya çıktığını teyit etmek için 
alfa faktör ile tetiklenen G1-arrestin YT ve 
yca1Δ S. cerevisiae suşlarında oksidatif stres 
hassasiyetine etkisini araştırdık (Şekil 2). 
Bunun için, erken mid-log faza kadar 
çoğaltılan YT ve yca1Δ kültürleri ikiye 
bölünerek alfa faktör içeren (+Alfa faktör) ve 
içermeyen (-Alfa faktör) besiyerinde iki saat 
inkübe edilmiştir. İnkübasyonların hemen 
ardından (0 sa) +Alfa faktör ve -Alfa faktör 
kültürleri ikiye bölünerek 0 mM veya 6 mM 
H2O2 ile üç saat daha inkübe edilmiştir (3 sa). 
üç saatlik inkübasyonun ardından YT ve 
yca1Δ suşlarından alınan örneklerdeki 
sağkalım nokta ekim yöntemi ile 
değerlendirilmiş, YT ve yca1Δ suşlarının her 
ikisinde de alfa faktör ile tetiklenen G1-
arrestin 6 mM H2O2 ile indüklenen oksidatif 
stres hassasiyeti üzerinde önemli bir etkisi 
olmadığı gözlenmiştir (Şekil 2A, 2B). 
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Şekil 1. Mitotik arrestin oksidatif stres direncine etkisi.  
A) 3 saatlik -NOC/+NOC inkübasyonunun ardından (0 sa), 3 saat boyunca 0 veya 6 mM H2O2 ile muamele 
edilen (3 sa) YT hücrelerdeki sağkalımın cfu yöntemi ile incelenmesi. B) +NOC/-NOC inkübasyonunun 
ardından (0 sa) 0 veya 6 mM H2O2 ile muamele edilen (3 sa) YT hücrelerdeki ROT seviyelerinin H2DCFDA 
yöntemi ile incelenmesi. C) 3 saatlik -Carb/+Carb inkübasyonunun ardından (0 sa), 0 veya 6 mM H2O2 ile 3 
saat muamele edilen (3 sa) YT hücrelerdeki sağkalımın nokta ekim yöntemi ile incelenmesi. D) -Carb/+Carb 
inkübasyonunu takiben (0 sa) 0 veya 6 mM H2O2 ile muamele edilen (3 sa) YT hücrelerdeki ROT birikiminin 
H2DCFDA yöntemi ile incelenmesi.  
 

 

Şekil 2. G1-arrestin oksidatif stres direncine etkisi.  
2.5 saat alfa faktör ile muamelenin ardından (0 sa) 3 saat boyunca 0 mM veya 6 mM H2O2 ile inkübe edilen 
A) YT B) yca1Δ hücrelerdeki sağkalımların nokta ekim yöntemi ile incelenmesi 

 

Mitotik arreste bağlı gelişen oksidatif stres 
direnci için Yca1 gereklidir 

Carbendazim veya nocodazole ile 
tetiklenen mitotik arrestin oksidatif strese 
karşı direnci arttırdığını gözlemlememizin 
ardından, bu dirençte maya metakaspazı 
Yca1’in bir rolü olup olmadığını araştırdık 
(Şekil 3). Bunun için, erken mid-log fazdaki 
yca1Δ kültürü ikiye bölünmüştür. +Noc ve -
Noc koşullarda üç saatlik inkübasyonun 
ardından (0 sa) her iki kültür de 0 mM veya 

6 mM H2O2 varlığında üç saat daha inkübe 
edilmiştir. +Noc ve -Noc yca1Δ 
kültürlerindeki oksidatif stres varlığındaki 
sağkalım nokta ekim yöntemiyle 
karşılaştırıldığında, +Noc ve -Noc 
kültürlerde 6 mM H2O2 ile indüklenen 
oksidatif strese karşı dirençte önemli bir fark 
olmadığı gözlenmiştir (Şekil 3A). Benzer 
şekilde, +Noc ve -Noc kültürlerde ROT üreten 
hücre oranları açısından (sırasıyla, %98.3 ve 
%99.3) neredeyse hiçbir fark olmadığı 
belirlenmiştir (Şekil 3B). Aynı deney 
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Şekil 1.	Mitotik arrestin oksidatif stres direncine etkisi. A)	3	saatlik nocodazole	muamelesinin ardından (0	sa),	3	saat boyunca 0	veya 6	mM H202 ile inkübe edilen (3	sa)	YT	hücrelerdeki sağkalımın
cfu yöntemi ile incelenmesi.	B)	Nocodazole	muamelesinin ardından (0	sa)	0	veya 6	mM H202 ile inkübe edilen (3	sa)	YT	hücrelerdeki ROT	seviyelerinin H2DCFDA	yöntemi ile incelenmesi.	C)	3	saatlik
carbendazim	muamelesinin ardından (0	sa),	0	veya 6	mM H202 ile 3	saat inkübe edilen (3	sa)	YT	hücrelerdeki sağkalımın nokta ekim yöntemi ile incelenmesi.	D)	Carbendazim	muamelesini takiben (0	
sa)	0	veya 6	mM H202 ile inkübe edilen (3	sa)	YT	hücrelerdeki ROT	birikiminin H2DCFDA	yöntemi ile incelenmesi.	
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Şekil 2.	G1-arrestin	oksidatif stres direncine etkisi.	2.5	saat alfa	faktör ile muamelenin ardından (0	sa)	3	saat boyunca 0	mM veya 6	mM H202 ile inkübe edilen A)	YT		B)	yca1Δ hücrelerdeki	
sağkalımların nokta	ekim	yöntemi	ile	incelenmesi.
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dizaynında mitotik arrest bu kez 
carbendazim ile tetiklendiğinde de aynı 
şekilde +Noc ve -Noc kültürlerde oksidatif 
stes direnci açısından önemli bir fark 
olmadığı gözlenmiştir (Şekil 3C). YT 
hücrelerde mitotik arreste bağlı olarak 

oluşan oksidatif stres direncinin (Şekil 1), 
aynı koşullar altındaki yca1Δ hücrelerde 
gözlenmemiş olması, Yca1’in mitotik arreste 
bağlı oksidatif stres direnci için gerekli 
olduğunu ortaya koymaktadır.

 

 

 

Şekil 3. Yca1’in mitotik arreste bağlı gelişen oksidatif stres direncine etkisi. 
 A) 3 saatlik nocodazole muamelesini (0 sa) takip eden 3 saatlik 0 veya 6 mM H202 inkübasyonunun (3 sa) 
yca1Δ hücrelerdeki sağkalıma etkisinin cfu yöntemi ile incelenmesi. B) Nocodazole muamelesinin ardından 
(0 sa) 0 veya 6 mM H2O2 ile inkübe edilen (3 sa) yca1Δ hücrelerdeki ROT seviyelerinin H2DCFDA yöntemi 
ile incelenmesi. C) 3 saatlik carbendazim muamelesini (0 sa) takip eden 0 veya 6 mM H2O2 inkübasyonun 

(3 sa) yca1Δ hücrelerdeki sağkalıma etkisinin nokta ekim yöntemi ile incelenmesi. 
 

Mitotik arrest sonrasında protein sentezinin 
engellenmesi oksidatif stres direncini arttırır. 

Yca1’in mitotik arrest sırasında 
gelişen oksidatif stres direncindeki rolü, 
protein agregatlarını temizleme göreviyle 
ilişki olabilir. Bu olasılığı araştırmak için YT 
ve yca1Δ suşlarda protein agregatlarının 
oluşumunu cycloheximide inkübasyonu ile 
engelledik ve bu durumun mitozda gelişen 
oksidatif stres direnci üzerindeki etkisini 
değerlendirdik. Bunun için, mid-log YT ve 
yca1Δ kültürleri ikiye ayrılmış ve üç saat 
boyunca nocodazole ile mitozda arrest 
edilmiştir. Daha sonra her bir kültür ikiye 
bölünmüş ve cycloheximide varlığında 
(+Cyc) ve yokluğunda (-Cyc) bir saat daha 
inkübe edilerek protein translasyonu 

engellenmiş (+Cyc) veya engellenmemiştir (-
Cyc). Bir saatlik inkübasyonun hemen 
ardından (0 sa) ise tüm kültürler üç saat 
boyunca 0 mM ve 6 mM H2 H2O2 ile inkübe 
edilmiştir (3 sa). 0. ve 3. saatlerde tüm 
kültürlerden alınan örneklerin 10’ar kat seri 
dilüsyonları YPD plaklara ekilmiş ve 
oksidatif strese karşı dirençleri nokta ekim 
yöntemiyle değerlendirilmiştir. Sonuç 
olarak, cycloheximide inkübasyonunun 
(+Cyc) yca1Δ suşta gözlemlenen oksidatif 
stres hassasiyetini azaltararak YT suşa 
oldukça benzer şekilde oksidatif stres 
direncine yol açtığı gözlenmiştir (Şekil 4A, 
4B). Bu bulgular, Yca1 tarafından protein 
agregasyonunun engellenmesinin, mitozda 
oluşan oksidatif stres direnci için önemli 
olduğunu göstermektedir.  

 

Şekil 3.	Yca1’in	mitotik arreste bağlı gelişen oksidatif stres direncine etkisi. A)	3	saatlik nocodazole	muamelesini (0	sa)	takip eden 3	saatlik 0	veya 6	mM H202 inkübasyonunun (3	sa)	yca1Δ
hücrelerdeki	sağkalıma etkisinin cfu yöntemi ile incelenmesi.	B)	Nocodazole	muamelesinin ardından (0	sa)	0	veya 6	mMH202 ile inkübe edilen (3	sa)	yca1Δ hücrelerdeki ROT	seviyelerinin
H2DCFDA	yöntemi ile incelenmesi.	C)	3	saatlik carbendazim	muamelesini (0	sa)	takip eden 0	veya 6	mM H202 inkübasyonun (3	sa)	yca1Δ hücrelerdeki sağkalıma etkisinin nokta ekim yöntemi ile
incelenmesi.	
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Şekil 4. Mitotik arrest sonrasında protein sentezinin engellenmesinin oksidatif stres direncine 
etkisi.  
Üç saatlik nocodazole muamelesinin hemen ardından (0 sa) cycloheximide varlığında (+Cyc) ve yokluğunda 
(-Cyc) 1 saat, sonrasında ise 0 mM ve ya 6 mM H2O2 ile 3 saat inkübasyonun (3 sa) A) YT B) yca1Δ 
hücrelerdeki sağkalım üzerine etkisinin nokta ekim yöntemi ile incelenmesi. 

 

Tartışma 

Bu çalışmada, Yca1’in mitotik arrest 
sonucu oluşan oksidatif stres direncine etkisi 
ve bu etkinin Yca1’in hangi hücresel 
süreçteki rolü aracılığıyla gerçekleşiyor 
olabileceği araştırılmıştır. Bunun için ilk 
önce YT S.cerevisiae hücrelerinde mitozun 
oksidatif stres direncine etkisi araştırılmış ve 
mitotik arresti tetiklediği bilinen iki farklı 
antikanser ilaçla (nocodazole ve 
carbendazim) muamelenin H2O2 ile 
indüklenen oksidatif strese karşı direnç 
sağladığı gözlenmiştir (Şekil 1). Bu bulgular, 
methyl 2-benzimidazil carbamate 
(carbendazim) muamelesinin S.cerevisiae’de 
oksidatif stres direncini arttırdığının 
gösterildiği literatürdeki tek çalışmayla 
uyumludur.10 Yine aynı çalışmayla uyumlu 
olarak, bu çalışmadan elde edilen bulgular da 
YT S.cerevisiae hücrelerinde G1-arrestin 
oksidatif strese karşı direnç oluşturmadığını 
ortaya koymuştur (Şekil 2A). Bu sonuçlar 
birlikte değerlendirildiğinde, YT hücrelerde 
hücre döngüsünün spesifik olarak mitoz 
evresinin H2O2 ile indüklenen oksidatif 
strese karşı direnci arttırdığı sonucuna 
varılabilir. İlaveten bu çalışmayla literatürde 
ilk defa, Yca1’in G1-arrestin yol açtığı 
oksidatif stres hassasiyeti üzerinde önemli 
bir etkisinin olmadığı da gösterilmiştir (Şekil 
2B).  

YT hücrelerde mitozun oksidatif 
stres direncini arttırdığının gözlenmesinin 
ardından, mayadaki tek metakaspaz 
olmasının yanı sıra farklı vital hücresel 
süreçlerde de görev aldığı bilinen Yca1’in, bu 
direnç oluşumunda görev alıp almadığı 
araştırılmıştır. YT hücrelerde mitotik arresti 
tetikleyerek oksidatif stres direncine yol 

açan aynı iki antikanser ilaçla (nocodazole ve 
carbendazim) muamelenin yca1Δ mutant 
suşta oksidatif stres direncine yol 
açmadığının gözlenmesi, Yca1’in mitotik 
arrest sonucu oluşan oksidatif stres direnci 
için gerekli olduğunu ortaya koymuştur 
(Şekil 3).  

Yca1’in rol aldığı önemli hücresel 
süreçlerden biri protein kalite kontrolüdür. 
Protein kalite kontrolü, yüksek ısı ve 
oksidatif stres gibi çeşitli stres koşullarına 
bağlı olarak hatalı katlanan proteinlerin 
katlanmalarının düzeltilmesi ya da ortadan 
kaldırılması yoluyla protein agregat 
oluşumunu engelleyen önemli bir hücresel 
mekanizmadır.19,23 Yca1’in kaspaz 
fonksiyonundan bağımsız olarak hatalı 
katlanmış proteinlerin uzaklaştırılması 
yoluyla protein agregat oluşumunun 
önlenmesinde önemli rol oynadığı 
gösterilmiştir.12 Bu nedenle, çalışmamızda 
son olarak Yca1’in mitotik arrest sonucu 
oluşan oksidatif stres direncindeki rolünün 
arrest sırasında protein agregat oluşumunun 
engellenmesi üzerinden olup olmadığını 
araştırdık. Mitotik arrestin hemen ardından 
protein translasyonunu, dolayısıyla protein 
agregat oluşumunu, engellediğimizde yca1Δ 
mutant suşunda da, YT suşa benzer şekilde, 
mitozda oksidatif strese karşı direnç 
geliştiğini gözlemledik. Bu bulgularımız, 
mitotik arrest sonucu oluşan oksidatif stres 
direncinin kısmen protein agregat 
oluşumunun Yca1 tarafından önlemesine 
bağlı olarak geliştiğine işaret etmektedir 
(Şekil 4). Ancak, bulgularımızdaki dikkat 
çekici bir nokta, protein translasyonun 
engellenmesinin mitozda arrest olan YT ve 
yca1Δ suşlarda tam bir oksidatif stres 
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Şekil 4.	Mitotik arrest	sonrasında protein	sentezinin engellenmesinin oksidatif stres direncine etkisi.	3	saatlik nocodazole		muamelesinin hemen ardından (0	sa)	cycloheximide	varlığında (+Cyc)	ve
yokluğunda (-Cyc)	1	saat,	sonrasında ise 0	mM ve ya 6	mMH202 ile 3	saat inkübasyonun (3	sa)	A)	YT	B)	yca1Δ hücrelerdeki	sağkalım üzerine	etkisinin	nokta	ekim	yöntemi	ile	incelenmesi.
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direncine yol açmamış olmasıdır. Bu durum, 
mitozda ortaya çıkan oksidatif stres 
direncinin sadece protein agregat 
oluşumunun engellenmesine bağlı 
olmadığına, direnç oluşumunda farklı 
süreçlerin ve proteinlerin rol alıyor 
olduğuna işaret etmektedir.  

Günümüzde yaygın olarak kullanılan 
antikanser ilaçlarla tetiklenen mitotik 
arrestin, kanser hücrelerinin karakteristik 
özelliklerinden olan yüksek ROT üretimi 
sonucu oluşan oksidatif strese karşı direnç 
oluşturma mekanizmasının iyi ve kapsamlı 
olarak anlaşılması, kemoterapi etkinliğini 
arttırabilecek yeni stratejilerin 
geliştirilebilmesine, yeni kemoterapötik 
ajanların belirlenmesine katkı sağlayabilir. 
Dolayısıyla, mitozda oluşan oksidatif stres 
direncinin mekanizmasının daha iyi 
anlaşılabilmesi için daha fazla çalışmaya 
ihtiyaç vardır.  
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