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ONSOz

Doksorubisin, bircok kanserin tedavisinde sikc¢a kullanilan bir ajanidir. ilag direngliligi, kanser
tedavilerinin etkinligini olumsuz olarak etkileyen en 6nemli nedenlerdendir. Doksorubisin ile
glinimize kadar yapilan birgcok c¢alisma mevcuttur. Maya model organizmasi, birgok
molekiler ve genetik arastirmada iyi bir grade-1 model olusturdugundan, doksorubisin
direncliligi ile ilgili maya ile yapilan genom-taramalari da mevcuttur. Fakat yapilan genom
diuzeyi taramalar genellikle maya delesyon kutiphanesi kullanilarak gercgeklestirilmistir ki, bu
kitiphane maya genomunun yaklasik %18’ini olusturan esansiyel genleri icermemektedir.
Bu galismada, doksorubisin direngliliinde rol oynayan genler ve yolaklar, maya genom
kitiphanesi taramasi ve tim-genom mikroarray analizleri gergeklestirilerek genis kapsamli
olarak arastiriimig ve doksorubisin direngliliginde rol oynayan bazi genler bulunmustur.
Bulunan genlerin bir kisminin doksorubisin direngliliginde rol oynadidi bilinirken, direnglilik ile
ilgili daha énce rolii bilinmeyen yeni genler de tespit edilmistir. Bu galisma TUBITAK
tarafindan Prof. Dr. Ahmet KOC adina verilen 114Z701 kodlu 1002 projesi ile
desteklenmisgtir.
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OZET
Doksorubisin, cesitli kanser tirlerinin tedavisinde kullanilan en etkili anti-kanser ajanlarindan

biridir fakat ilacin etkisi, ila¢ direncliligi mekanizmalarindan ve ilacin sitotoksisitesinden
etkilenmektedir. Bu caligmada, doksorubisin direngliliginde rol oynayan genlerin tespiti
amagli, yuksek-kopya genomik kutiiphane tarama analizleri gergeklestiriimis ve direnclilikte
rol oynayan bazi genler (CUES5, AKL1, CAN1, YHR177W ve PDR5) bulunmustur. Bu genler
arasinda, PDR5 in asiri ekspresyonu en gugcli direnglilik fenotipini géstermis ve ayni genin
delesyonu ise ilaca karsi tolerans seviyesini dusturmustir. Q-PCR analizleri, bu genlerin
transkripsiyonel regulasyonlarinin doxorubicin muamelesiyle artmadigini géstermistir. Bunun
uzerine maya hucrelerinin doksorubisin muamelesine bagli global gen ekspresyon profilleri
incelenmis ve doksorubisin toleransinda/toksisitesinde rol oynayan gen ve yolaklar
belirlenmigtir. Sonuglarimiz, bircok disa-atim pompasi ve DNA metabolizma genlerinin aktive

oldugunu ve doksorubisin toleransi icin gerekli oldugunu gdstermigtir.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, Saccharomyces cerevisiae, ila¢ direncliligi, genom-dizeyi

tarama,

Vi
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ABSTRACT
Doxorubicin is one of the most potent anticancer drugs used in the treatment of various

cancer types. The efficacy of doxorubicin is influenced by the drug resistance mechanisms
and its cytotoxicity. In this study, we performed a high-copy screening analysis to find genes
that play role in doxorubicin resistance and found several genes (CUE5, AKL1, CANL1,
YHR177W and PDR5) that provide resistance. Among these genes, overexpression of
PDR5 provided a remarkable resistance, and deletion of it significantly rendered the
tolerance level for the drug. Q-PCR analyses suggested that transcriptional regulation of
these genes was not dependent on doxorubicin treatment. Additionally, we profiled the
global expression pattern of cells in response to doxorubicin treatment and highlighted the
genes and pathways that are important in doxorubicin tolerance/toxicity. Our results suggest
that many efflux pumps and DNA metabolism genes are upregulated by the drug and

required for doxorubicin tolerance.

Keywords: Doxorubicin, Saccharomyces cerevisiae, drug resistance, genome-wide

screening
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1. GIRI

Kanser, tek bir hicreden meydana gelen vz deregullasyonlar sonucu o tek hicrenin
blylime avantaji ile ortaya ¢ikan klonal bir hastaliktir (Alberts vd., 2008). Tek bir hicrenin
kontrol edilemeyen blylimesi sonucu ‘timor’ adi verilen hucre kutleleri olugur. Kanser,
kontrol edilemeyen blyimesi olan hicrelerden kaynakli hastaliklar grubu olarak da
adlandiriimakatadir ve tedavisinde birgok yontem kullaniimaktadir. Kemoterapi de yaygin
olarak kullanilan kanser tedavilerindendir.

Kemoterapi, kanserli hicrelerini 6ldirme amagli, sitotoksik (anti-kanser ilaglar) ilaglarin
kullanildigi bir tedavi yontemidir (Eldon ve Bailey, 2007). Kullanilan kemoterdpatik ilaclar;
DNA interkalasyonu, replikasyon inhibisyonu, oksidatif stress yaratilmasi gibi cesgitli
mekanizmalar ile hicreyi oldirmeyi hedefler. Fakat, kanserli hlicrelerin yanisira normal
hicreleri de etkiledikleri igin, ilaclarin yan etkileri de mevcuttur ve bu yan etkiler tedavi
etkinligini olumsuz etkilemektedir. llaclarin yan etkisi ile birlikte, ¢oklu ila¢ direnci (MDR),
metastatik kanser hastalarindaki tedavi basarisiziiginin  6énemli bir nedeni olarak
gorilmektedir (Longley ve Johnston, 2005). Kemoterdpatik ajanlarin membran tasiyici
proteinleri ile hiicre disina atimi, ¢oklu ila¢ direncinin ana mekanizmasi olarak goériimektedir.
Coklu diren¢ mekanizmalari tam olarak aciklanamasa da, ilag direncliligi varligindan
kurtulmak ve direngliligi kontrol altina almak, kemoterépatik tedavilerde énemli bir adim
olacaktir.

1.1 Genel Bilgi

Kemoterdpatik ilaglar, etki mekanizmalarina goére; alkilleyici ajanlar, antimetabolitler,
dogal urtnler ve hedef ajanlar olmak Uzere 4 temel genel gruba ayrilmaktadir (Takimoto,
2008; O'Connor vd., 2007). Dogal Urlinler, dogada bulunan mantar, bitki ve cesitli
mikroorganizlardan elde edilen drtnlerdir (Mondal vd., 2012). Dogal Urunler genel olarak;
antitimdér  antibiyotikleri, antrasiklinler, epipodofillotoksinler, mikrotliibll ajanlari ve
kamptotesin analoglari olarak 5 alt gruba ayriimaktadir (Takimoto, 2008).

Antrasiklinler, en etkili anti-kanser ajanlarindandir ve bircok kanserin tedavisinde
kullaniimaktadir. Doksorubisin ve Daunorubisin, Streptomyces peucetius'dan izole edilen ilk
antrasiklinlerdir (Minotti vd., 2004).

Doksorubisin, glgli anti-kanser aktivitesi bulunan, antrasiklin grubundan bir ilagtir.
Etkisini, DNA interkalasyonu ile DNA/RNA sentezinin durdurulmasi, serbest radikal
olusturmasi, topoizomeraz II'nin aktivitesini engellemesi ve DNA zincir kiriklar olugstumasi,
membran o&zelliklerini degistirmesi ve RNA helikaz aktivitesini durdurmasi gibi cesitli
mekanizmalar ile gostermektedir (Gewirtz, 1999; Zhu vd., 1999). Bu farkh etki
mekanizmalari, ciddi yan etkileri de beraberinde getirmektedir. En belirgin yan etkisi kardiyo-
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otoksisitedir (Simunek vd., 2009). Doksorubisin demir akimudlasyonuna neden olmakta ve
mitokondriye zarar vererek kardiak problemlere neden olan reaktif oksijen tirlerinin Gretimini
saglamaktadir (Ichikawa vd., 2014).

1.2 Literatiir ozeti

Doksorubisin ilag direngliik mekanizmalari hem maya hem de memeli hicre
hatlarinda calisiimistir. Memelilerde bulunan direngliik mekanizmalari, ©6ncelikle P-
glikoprotein up-reguilasyonu ile ilacin hicre disina atiimasi (Ueda vd., 1987), c¢oklu ilag
direnci proteini (MRP) (Cole vd., 1992), antrasiklin direngliligi ile ilgili MRP6 proteini
(Longhurst vd., 1996), meme kanseri direnglilik proteini olan BCRP (Allen vd., 1999), ve
akciger direncliligi ile ilgili olan LRP proteinlerinin (Slovak vd., 1995) etkilerini icermektedir.
Ayrica, topoizomeraz Il ekspresyonundaki degisimler (Withoff vd., 1996), glutatyon S-
transferaz (GST) asgiri-ifadelenmesi (Singh vd., 1989), ve ERKI1/ERK2 proteinlerindeki
degisimler (Shukla vd., 2010) de doksorubisine karsi direnclilik saglamaktadir.

S. cerevisiae, doksorubisin direnglilik ve hassasiyeti ile ilgili genlerin belirlenmesinde
degerli bir model organizmadir. Esansiyel olmayan genleri iceren maya delesyon
kitlphanesi suslarinin taranmasi ve spesifik genlerle yapilan g¢alismalar, mayada
doksorubisin toleransinda rol oynayan birgok gen ve yolagi ortaya ¢ikarmistir (Westmoreland
vd., 2009; Xia vd., 2007). Bunlar arasinda, Ssl2 proteini (Furuchi vd., 2004), Bsd2 proteini
(Takahashi vd., 2005), SUMO sinyal yolagi (Huang vd., 2007), ribozomlarda meydana gelen
polipeptid-ilgili kompleks aktivitesi (Takahashi vd., 2009), ekstrasellller sinyal ile reglle olan
ERK1 ve ERK2 kinazlari (Shukla vd., 2010), endositik Ark/Prk kinazi (Takahashi vd., 2006),
nitrojen permeaz regulator 2 (Npr2) (Schenk vd., 2003), sitokrom oksidaz altiinite IV geni
(Kule vd., 1994), ve CLN1, CLN2 ve ERG13 asir ifadelenmesi (Takahashi vd., 2011) gibi
mekanizmalar mevcuttur. Ek olarak, hicre dongisunin G1 ve S fazlarindaki kontrol
noktalari ve rekombinasyon fonksiyonlari (Westmoreland vd., 2009) ile beraber DNA tamiri,
RNA metabolizmasi, kromatin yeniden modellenmesi, amino asit matabolizmasi ve heat-
shock yaniti (Xia vd., 2007) gibi fonksiyonlar da mayada bulunan doksorubisin direngliligi ile
ilgili mekanizmalar arasindadir.

Kanser ilag direngliliginde yeni genlerin belirlenmesinin, prognoz ile ilgili daha fazla
bilgi saglamasi nedeniyle, kemoterapilerin etklerinin arttirlmasina ya da yeni kemoterdpatik
ajanlarin gelistiriimesine yardimci olabilecegi dugunilmektedir. Bu galismada, doksorubisin
varliginda yuksek-kopya genomik DNA kitiphanesi taramasi yaparak, doksorubisin
direncliliginde rol oynayan mekanizmalarin belirlenmesi planlanmigtir. Yuksek dozda
doksorubisine (500uM) karsi direnglilik gdsteren bazi genler bulunmustur. Bu genler
arasinda PDR5 asiri ifadelenmesi, fenotipik olarak en direngli susu olusturmustur. Ayni

zamanda bu calismada doksorubisin muamelesine badli olarak gerceklesen maya
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genomundaki ekspresyon paterni dedisimleri analiz edilmis ve direnglilikte/detoksifikasyonda

rol oynayan c¢esitli genler ve yolaklar belirlenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1 Maya suslari, plazmitler ve hiicre biliyiimesi

Bu calismada Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa, his3Al leu2A0 metl5A0
ura3A0) ve BY4743 (MATa, his3A1/his3A1 leu2A0/leu2A0 LYS2/lys2A0 metl5A0/MET15
ura3A0/ura3A0) maya suslar kullanildi. Genom kitlphane taramalarinda, ylksek kopya
maya genom kitiphanesi (ATCC No. 37323) kullanildi. Maya transformasyonlari standard
LiAc metodu ile gerceklestiriimistir. Aksi belirtimedikge, butin deneyler uygun amino asitlerin
ve bazlarin saglandi§i Maya Nitrojen Bazi (Yeast Nitrogen Base (YNB), 2% Glukoz) kilttr
ortaminda gercgeklestirildi.

Maya ekspresyon analizlerinde, genler Prof. Dr. Wenjun Guan’dan (Zhejiang Universitesi,
Cin) alinan PDR5 plazmidi disinda, pAG426 plasmidine (Addgene) klonlandi. Plasmit
izolasyonlarinda, maya hcreleri izolasyondan 6nce litikaz (5u/ml) kullanilarak, Tris-EDTA
(TE) solusyonu icerisinde 30 dakika boyunca pargalandi ve plasmitler GeneJET Plasmid
Miniprep kit (Thermo-Molecular Biology) kitinde, Uretici tarafindan tanimlanan sekilde
gergeklestirildi.

izole edilen plazmitler, E. coli DH5a hiicrelerinde ¢ogaltildi ve vektdre 6zgi primerler
kullanilarak iYTE Biyoteknoloji Merkezinde sekanslandi. Doksorubisin SABA ilag firmasindan
temin edildi (Katolog Num.: 8699511796063 /Trkiye).

2.2. Spotlama yoéntemi

Gradyan ilag konsantrasyonuna sahip petri kaplar, Szybalski ve Bryson (1952)
tarafindan tanimlandigi sekilde hazirlandi. Ozetle, kare petri kaplarina iki katman agarli
besiyeri dokulmustar. Alt katmanda ilagsiz segici besiyeri dokuldukten sonra, agarin gradyan
olarak donmasi igin kabin tek tarafi uygun agida kaldirildi. Alt katman donduktan sonra, petri
kabi yataylastiriip, doksorubisin iceren ortam Ust katman olarak eklendi. Asagdiya dogru
difizyon etkisiyle, doksorubisin agarin kalinhgiyla dogru orantili olarak difiize oldu ve
yaklasik O’uM’dan 500 uM’a kadar gradyan olarak degisen ila¢ konsantrasyonu elde edildi
(Szybalski ve Bryson, 1952). Plazmitleri tagiyan BY4741 ve BY4743 maya suslari, gece asiri
secici besiyerinde buyutlldikten sonra blylime fazinda hlcreleri elde etmek amagli, taze
blylime ortami ile dilie edilip 3 saat daha buyUmeleri saglandi. Hucreler distile su ile
yikandiktan sonra 600 nm’deki optik densite (ODgqo) degerleri 0.02’ye ayarlandi ve 5 ul hicre
suspansiyonu her bir spotla esit olarak aktarildi. Hicre buyumeleri, 30°C'de 2-3 gun

inkibasyon sonrasinda fotograflandi.
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2.3. RNA izolasyonu ve eg-zamanl PCR Analizleri

Eksponansiyel olarak buylyen maya hicrelerinde total RNA drnekleri, RNeasy Mini Kit
(Qiagen) kullanilarak elde edildi. Genomik DNA kontaminasyonu DNaz (Dnase RQL1,
Promega) muamelesi ile elimine edildi. cDNA sentezi First Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas) kullanilarak, uretici firmanin dnerdigi sekilde gerceklestirildi. izole edilen
cDNAlar, segilen genlerin i¢ kisimlarini ¢ogaltmak igin kalip olarak kullanildi. ACT1 geni i¢
kontrol olarak kullanildi. Es-zamanli PCR analizleri 1Q5 real-time PCR sistemi (BIO-RAD)
kullanilarak gergeklestirildi.

2.4. Mikroarray Analizleri

RNA orneklerinin konsantrasyonlari ve safligi, nanodrop spektrofotometre (Thermo
Scientific) kullanilarak, 260/280nm’deki abzorbanslari dlgllerek degerlendirildi. RNA
kaliteleri, Agilent Bioanaliz cihazinda, Agilent RNA 6000 Nano Kit kullanilarak degerlendirildi.
Total RNA ve spike-in karigimlari, en az 100ng total RNA ile spike-in kitini karigtirarak elde
edildi. Total RNA o&rnekleri minimum 50ng/ul olacak sekilde nikleazdan arindirildi, su
icerisinde slspanse edildi ve T7 primer karisimi dilie RNA’larin Uzerine eklendi. Karisimin
65°C’de en az 10 dakika inkibasyonu ile denatiirasyon saglandi. cDNA master karigimi
hazirlanip RNA &rnekleri (izerine eklendi. Karigim daha sonra sirasiyla 40°C’'de 2 saat,
70°C’de 10 dakika ve buz izerinde 5 dakika inkiibe edildi. Cyanine-3 isaretli ve amplifiye
RNA drnekleri (cRNA) saflastiriimis ve kuantifikasyon nanodrop spektrofotometre (Thermo
Scientific) kullanilarak yapilmistir. Hibridizayon igin, cRNA d&rnekleri fragmentasyon
sollisyonu ve gen ekspresyonu bloklayici ajan igerisinde 60°C’'de 30 dakika inkiibe edildi.
Fragmente olan drnekler array’e yuklenmis ve array lamlari hibridizasyon firinina yerlestirildi.
Hibridizasyon reaksiyonu 65°C'de 18 saat boyunca gergeklestirildi. Hibridizasyon
asamasindan sonra Ornekler yikama sollisyonunda 3 kere yikandi. Yikamalarin ilk ikisi oda
sicakhiginda, Ugincusl ise 37°C'de gergeklestirildi. Yikama asamasindan sonra slaytlar

scan edildi ve sinyal yogunluklari “feature extraction programi” ile elde edildi.

2.5 istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler, es-zamanli PCR analizleri igin Student's T-test kullanilarak,
mikroarray veri analizleri icin kat-degisimi analizleri kullanilarak gergeklestirildi. P degeri

0.05'ten kiiguk olan olgular anlamli olarak segildi.
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3. BULGULAR

3.1 Doksorubisine karsi direnglilik gosteren genlerin taranmasi ve detayli analizleri

Doksorubisine karsi direnglilik gésteren genlerin belirlenmesi icin, 6ncelikle suslar igin
toksik olan ilag seviyesi belirlendi. Farkl ila¢ konsantrasyonlari igeren ve icermeyen sivi
ortamda haploid (BY4741) ve diploid (BY4743) yabani tip suslarin bidyime hizlan
degerlendirildi. Her iki susun da, 200 uM ve daha ylksek ila¢c konsantrasyonunda

buyumelerinin durdugu gézlemlendi (Sekil 1).
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Sekil 1. Hiicre bilyume egrileri. 0 uM, 100 uM, 200 uM ve 300 uM doksorubisinli (Doxo)
besiyerinde (A) haploid ve (B) diploid maya suslarinin ODggo degerleri. Her bir blylime egrisi

3 kez tekrarlanmis ve tabloda ortalama veri belirtilmistir.

Toksik ila¢ seviyesi belirlendikten sonra yabani tip BY4741 hulcrelerimiz 2p-bazh
genomik ekspresyon kitliphanesi ile transforme edildi ve toksik ila¢ seviyesinin 2 kati kadar

ilag konsantrasyonuna direnglilik gosteren transformantlar secildi. Transformantlardan izole
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edilen plasmidler, E. coli kullanilarak amplifiye edildi ve konfirmasyon amacli taze yabani tip
suglarin transformasyonunda kullanildi. izole edilen tim plasmidler, yeni transforme edilen
hicrelerde de direnglilik sagladi. Bu nedenle goérilen direngliligin plasmidlere ait oldugu teyit
edildi.

Her bir plasmitdeki ekspresyon kaseti bdlgelerinin nikleik asit sekanslamalari
gerceklestirildi. Bulunan kasetlerin, maya genomu Uzerindeki bdélgeleri BLAST ile bulunup,
bu bolgelerde mevcut olan genlere ait annotasyon bilgileri belirlendi ve bu bdlgelerde
bulunan toplam 9 adet gen tespit edildi (Sekil 2 ve Tablo 1).
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Ornek No: 39A12
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Sekil 2. Direnglilik saglayan genomik ifadelenme kasetleri. (Oklar ile belirtilen genler

klonlanmasi gercgeklestiriimis genlerdir.)

Tablo 1. Doksorubicin direngliliginde rol oynayan genomik sekanslarin bilgileri.

Koloni Kromozom Bilgisi Bolgenin igerdigi
Numarasi Genler
1 GLO4, CUES5,
Kromozom XV WHI2 geninin
Kordinatlar: 407059 bp - 411911 bp buyudk bir kismi
2 Kromozom V CAN1
Kordinatlar: 30280 bp - 33605 bp
3 Kromozom |l TSC3, AKL1
Kordinatlar:
346000 bp to 366000
4 Kromozom VII YHR177W

Kordinatlar: 445000bp - 465000bp

5 Kromozom XV YOR152C, PDR5
Kordinatlar: 607000bp - 627000bp
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Bu genlerden hangisinin direnglilikten sorumlu oldugunu bulmak igin her bir gen ayri
ayri pAG426GDP plasmitlerine klonlandi. Klonlamalarin konfirmasyonlari restriksiyon
analizleri ve sekanslamalar ile dogrulandi. Klonlanan bu genler haploid (BY4741) ve diploid
(BY4743) yabani tip hicrelere transforme edildi. Elde edilen transformantlarin blylime
karsilastirmalari spot analizleri ile belirlendi (Sekil 3A ve 3B). Sadece AKL1, CUES5, CAN1,
YHR177w ve PDR5 genlerinin asiri ifadelenmesinin doksorubisine karsi direnclilikte rol
oynadigi belirlendi.

10



ToeiTen

A)

Doksorubisin 500uM

Sug adi
BY4741+plasmid [ EEE

BYA47414pAKL1 5 T

BY4741+pTSC3 .
BYA741+ pGLO4 ,

i

BYA741+pCUES ( 1
BYA741+pWHI2 N
BY4741+pCAN1

BYATA1+pYHRITTW
BY4741+pPORS

BY4741+pYOR152C|

B)

Doksorubisin 500pM

BYA4743+plasmid]
BY4743+pAKLY

BY4743+pTSC3)

BY4743+ pGLO

C)

Doksorubisin_ 2mM

BY4741 plasmid
L e © © © ® & & ®
BYA743 plasmid

A e @ © © o0 @ 9O
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Sekil 3. Asiri eksprese edilen genlerin spot analizi verileri. Doksorubisin direngliliginde
rol oynayan genler klonlandi ve (A) haploid ve (B) diploid yabani tip maya suslarinda
eksprese edildi. (C) PDR5 geninin asir ifadelenmesi, 2 mM doxorubucine kargi direnglilik
saglamaktadir.

Ozellikle, PDR5 geninin asiri ifadelenmesi simdiye kadar tespit edilmis en yiiksek (2
mM) doksorubusin direngliligini gosterdi (Sekil 3C). PDR5’in asiri ifadelenmesi, es zamanli
PCR analizleri ile konfirme edildi (Sekil 4).

-
o

Kat Degisimi
O SANWAOON®®

BY4741 WT- BY4741 WT- BY4743 WT- BY4743 WT-
plasmid pPDR5 plasmid pPDR5

Sus

Sekil 4. PDRS5 asin-ekspresyonunun eg-zamanh PCR ile analizi.

Bir sonraki adim olarak, direnclilik saglayan genlerin mutant formlarinin
doksorubisine karsi hassasiyetlerini haploid ve diploid maya suslarinda arastinildi. Her iki
susta da pdr5A mutantlari en hassas sus olarak bulundu ve bu susun blyumesi 50 yM
doksorubisin konsantrasyonunda inhibe oldu. pdr5A mutantlarina ek olarak, akl1A mutanti
da yabani tip sus ile karsilastirnldiginda, doksorubisine karsi daha hassas bir fenotip
sergiledi. Diger mutantlar (cue5A, canlA ve yhrl77wA) ise yabani tip maya susu ile benzer
bayume profili gosterdi (Sekil 5A and 5B).
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A)

50
UM Doksorubisin

Sekil 5. Duyarhlik analizleri. Delesyon mutantlarinin (A) haploid ve (B) diploid maya

suslarinda doksorubisin sensitivite analizleri.

PDR5, SNQ2 ve YOR1 mayada c¢oklu-ilag direncini belirleyen esas genlerdir ve bu
genler PDR1 tarafindan regile edilmektedir (Balzi vd., 1994; Decottignies vd., 1995;
Katzmann vd., 1995). PDR5 asiri ifadelenmesinin bu genlerin yoklugunda da direnglilik
saglayip saglamayacagini gdrmek amaciyla, bu suslarda da PDR5 geni asiri eksprese edildi.
Olusturulan suslar, doksorubisine ek olarak, her ikisisinde Pdr5 substrati oldugu bilinen
clatrimazole (mantarda ergosterol sentezini inhibe edici ajan (Yoshida ve Aoyama, 1991) )

13



&

TORITAN

ve cerulenin (yag asidi sentezini inhibe edici ajan (Omura, 1981) ilaglarinda da denendi.
PDR5 asiri ekspresyonu her 3 ilaca karsi hicre suslarini direncli kildi. Sng2A ve yorlA
mutantlari yabani tip ile benzer hassasiyeti gosterirken, pdrlA mutanti yabani tipe gbére daha
hassas bir fenotip goésterdi. pdrlA mutantindaki PDR5 asiri-ekspresyonu, PDR5’i asiri

eksprese eden diger suslara goére daha az direnglilik sagladi (Sekil 6, 7 ve 8)

A)

BY4741 Doksorubisin

WT+plasmid "s

weprons_L_L B

yor1A+plasmid ‘

yor1A+pPDRS _-- L K X X K Rl

3

an2A+pIasm|d i
snq20+p-PDR5
pdriA+ plasmid
pdr1A+ pPDR5
pdr5A+plasmid L
pdr58+pPDRS| =

B)

500uM

BY4743 Doksorubisin
WT+plasmid
wr+ppDRs| 1
sng20+plasmid K &
sng20+p-PDR5S @& 59
pdr1A+plasmid
pdr1A+ pPDR5 |  SEE
pdr5A+ plasmid
pdr5A+ pPDRS |
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Sekil 6. Coklu ila¢ direncini belirleyen YOR1, SNQ2, PDR5 ve PDR1 genlerinin yoklugunda
PDR5 asin ifadelenmesinin doksorubisin varliginda A) haploid ve B) diploid maya
suslarindaki spot analizi.

A)

Clatrimazole 10pg/ml

BY4741
WT+plasmid
WT+pPDR5
yor1A+plasmid
yor1A+pPDR5

sng2A+plasmid

pdr5A+plasmid | '.' O

- o eao o

B)
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10pug/ml

BY4743 Clatrimazole

WT+plasmid

WT+pPDR5
snq2A+plasmid
snq2A+pPDR5
pdriA+plasmid \
pdr1A+pPDR5
pdr5A+plasmid

pdr5A+pPDRS

Sekil 7. Coklu ilag direncini belirleyen YOR1, SNQ2, PDR5 ve PDR1 genlerinin yoklugunda
PDR5 asirn ifadelenmesinin clatrimazole varliginda A) haploid ve B) diploid maya

suslarindaki spot analizi.

A)

10pg/ml

BY4741 Cerulenin —

WT+plasmid

WT+pPDR5
yorlA+plasmid
yor1A+pPDR5
snq2A+-plasmid
snq20+pPDR5

pdriA+plasmid

pdr5A+plasmid }

pdr5A+pPDRS5 . . e« -

B)
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Cerulenin 10pg/ml

Sekil 8. Coklu ilag direncini belirleyen YOR1, SNQ2, PDR5 ve PDR1 genlerinin yoklugunda
PDR5 agiri ifadelenmesinin cerulenin varliginda A) haploid ve B) diploid maya suslarindaki

spot analizi.

Doksorubisine kargi direnclilik saglayan bir diger gen de AKL1 geni olarak bulundu.
AKL1 geninin direngliligi PDR5 geni uzerinden gosterip gostermedigini arastirma amacli,
AKL1 geni pdr5A mutantlarinda asiri eksprese edildi ve pdr5A mutantlarinda AKLL’in yabani
tipte oldugu gibi (Sekil 3A ve 3B) direnglilik saglayamadigi gosterildi (Sekil 9).

A)

BY4741 Doksorubisin 500uM

akl1a + plasmid |
akl1A + pAKL1
akl1A + pPDRS |

pdr5A + p-pAKL1

B)
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Clatrimazole

BY4741

ak/1A +plasmid
aki1a+pAKLL |
akl/15+pPDR5

pdr50+pAKL1

C)

Cerulenin 10ug/ml

BY4741
akl/14 +plasmid

akl1A+pAKL1
akl1A+pPDR5

pdr5a+pAKLI

Sekil 9. Haploid AKL1 ve PDR5 mutantlarinda sirasiyla PDR5 ve AKL1 asir
ekspresyonunun A) doksorubisin, B) clatrimazole ve C) cerulenine karsi direncliliklerinin spot

analizi.

3.2 Doksorubisine karsi direnglilik gosteren genlerin doksorubisin muamelesine karsi

ekspresyon profillerinin analizi

Genom duzeyi tarama analizleri, PDR5, AKL1, CAN1, YHR177W ve CUES5 genlerinin
doksorubisine kargi direnclilikte rol oynadigini gostermektedir. Fakat bu genlerin
doksorubisin varliginda aktive olup olmadigi bilinmemektedir. Bu genlerin ekspresyon
durumlarini galismak igin, yabani tip maya hucrelerini subletal doz (80 uM) ile 2 saat
boyunca muamele edildi ve her bir genin transkript seviyesi es-zamanli PCR analizleri ile
belirlendi (Figur 10). Bakilan genlerden sadece AKL1 ekspresyonu 1,5 kat artmis olarak
bulunurken, diger genlerin doksorubisine kargi fizyolojik olarak anlamli bir yanit vermedigi
bulundu. Bu genlerin yani sira, PDR1 geninin ekspresyonunun da doksorubisinden etkilenip
etkilenmedigine bakildi ve PDRS5 ile orantih olarak PDR1 geninde de, istatistiksel olarak
anlamli olmayan bir azals saptandi (Sekil 10). Dolayisi ile bu genlerin sadece ektopik olarak

ifadelendiginde doksorubisine karsi direnglilik sagladigi gosterildi.
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1.8 -
1.6 -
1.4
1.2

gisimi

-

0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2

Kat De

CUES5
YHR177W
CAN1
AKL1
PDRS5
PDR1

Sekil 10. Doksorubisine karsi direnclilikte rol oyanayan genlerin es-zamanh PCR
analizleri. Her bir genin, doksorubisin muamelesi ile muamele edilmeyen durumlarina gore
normalize edilmis ekspresyon kat-degisimi dederleri. Herbir érnek 3 kere tekrarlanmis ve
hata ¢ubuklari, ortalamalarin standard sapma degerlerini belitmektedir. ACT1 geni i¢ kontrol

olarak kullaniimistir.

3.3 Doksorubisin Yanitinda Global Ekspresyon Profili

Doksorubisin direnglilik ve toksisite mekanizmalarini daha fazla irdelemek igin, maya
hucrelerinin doksorubisin ile muamelesi sonucundaki global ekpresyon profilleri incelendi. 2
kattan daha fazla ekspresyon gdsteren genler (p<0.05) ek tablo 1’de belirtildi. Mikroarray
analizlerinin sonucuna goére, doksorubisinde direnglilik gdsteren genler es-zamanh PCR
verileri ile paralel olarak, anlamh bir artig gosterdi. Yaklasik 6200 maya geninden 211’inin
anlamh olarak arttigi, 148’inin anlamli olarak azaldigi gésterildi. Anlamli olarak artis ve azalis
gOsteren genler, doksorubisin toleransinda ve toksisitesinde rol oynayan yolaklarin
aydinlatilmasi icin MIPS siniflandirmasi ile kategorize edildi. (Tablo 2 ve 3).

Upregule olan genlerin Funspec analizleri (Robinson vd., 2002), doksorubisin
muamelesi ile transport-bagdimh detoksifikasyon sistemleri ve DNA restriksiyonu,
integrasyonu ve rekombinasyonu gibi DNA metabolizmasi ile ilgili yolaklarin upregule
oldugunu gosterdi. (Tablo 2.) .

Tablo 2. MIPS fonksiyonu siniflandirmasi. Doksorubisin muamelesi ile 2-kattan fazla

upregule olan genler (p degeri cutoff : 0.01).
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Kategori p-degeri Kiime Kategorisi k f
DNA restriksiyonu 1.865e-
[10.01.09.03] 05 All Al2 Al4 MMS4 MRE11 5 12
Detoksifikasyon [32.07] 0.003305 QB?f stZsF11 TPO2 AZR1 YHK8 PDRI18 4 g,
Mayoz bélinme [10.03.02.01] 0.006791 REC104 MRE11 NDJ1 3 13
DNA integrasyonu
[10.01.05.03.05] 0.009102 Al1 Al4 25

Tasltyicilar (transportirlar) arasinda (Ek Tablo 1 ve Tablo 2), poliamin tasiyicisi TPO2,
azol direnclilik geni AZR1, ilag:H(+) antiportir YHKS, pleotropik ilag direnclilik geni PDR18 ve
membran proteinleri Pntl ve Svsl, doksorubisin varliginda upregtle oldu.

Doksorubisin muamelesi ile down-regule olan genler fonksiyonel olarak kategorize
edildiginde, kategorize olan az sayida gen bulundu (Tablo 3.). Genel olarak, demir
tasiyicilarinin (FIT1, FIT2 ve FIT3), seker tasiyicilarinin (HXT15, HXT13, HXT16 ve HXT17)
ve proton bagimli antiportirlarin (KHAL1 ve ATO2), doksorubisin muamelesi ile inhibe oldugu
gOsterildi.

Tablo 3. MIPS fonksiyonu siniflandirmasi. Doksorubisin muamelesi ile 2-kattan fazla down-

regule olan genler (p degeri cut-off: 0.01).

Kategori p-degeri Kiime Kategorisi k f
iyon transportu [20.01.01] g'000347 FIT1 FIT2 FIT3 37
seker transportu [20.01.03.01] 0.004537 E§H§ HXT13  HXT16 , 34
proton bagimli antiportir
D 6.09.02.03.01] 0.00948  KHAL ATO2 2 7
4. TARTISMA

Bu ¢alismada, maya model organizmasi kullanilarak, anti-kanser ajani doksorubisine
kargi direnclilikte rol oyanayan mekanizmalarin aydinlatiimasi amaclanmistir. Yapilan
analizler sonucu, 200uM doksorubisinden yiiksek olan dozlar yabani tip maya suslari icin
toksik olarak bulunmustur. Maya genomik kutiphanesi ile yapilan taramalar, 300 uM, 400
MM ve 500 uM doksorubisin konsantrasyonlarinda 4’er kere gercgeklestirilmistir. Calismanin,
yuksek doz doksorubisin (500 uM) ile devam ettiriimesi ile, ¢ok toksik doksorubisin
seviyesinde dahi hucrelerin ilaci tolere edebilmesine neden olan genlerin tespit edilmesi
amaglanmistir. Genom dizeyinde taramalar sonucunda, 5 ayri gen boélgesine ait 9 gen tespit
edilmistir. Bu genlerin ayri ayri klonlanip, yabani tip maya suslarinda yuksek seviyede
eksprese edilmesi sonucu, yiksek doz doksorubisin direngliliginde rol oynayan genler AKL1,
CUES5, CAN1, YHR177w ve PDRS5 olarak tespit edilmistir.

20



TORITAN

PDR5, ATP-kaset tasiyici ailesine Uyesi olup, birgok zenobiyotige, antifungal ilaca ve
steroidlere karsi direnglilikte rol oynamaktadir (Bauer vd., 1999; Leppert vd.,1990). ilag
stresinde oldugu kadar katyon direngliliginde de rol alan PDR5 (Miyahara vd., 1996), ayni
zamanda maya hicrelerinde lipid tasinmasinda da gérev almaktadir (Kihara ve Igarashi,
2004). Pdr5, memelilerdeki esas tumor direnglilik faktéri olan MDR1 geni ile benzerlik
g6stermektedir (ortologudur) (Gottesman, 2002). PDR5 reglilasyonu PDR1 and PDR3
transkripsiyon faktorleri ile regule edilir. Bu faktorlerin delesyonlari, PDR5 ekspresyonunun
kaybina neden olurken, pdrl/3 fonksiyon kazanim mutasyonlari Pdr5 proteininin asiri
ekspresyonuna neden olmaktadir (Balzi vd., 1994; Gao vd., 2004; Katzmann vd., 1996).

Disa atim pompasi olarak PDR5 geninin daha énce doksorubisin direngliliginde rol
oynadigi gosterilmistir. Golin ve arkadaslari, pdr5A mutantlarinin 50uM Doksorubisin
konsantrasyonunda buyldyemedigini (Golin vd., 2003), Rogers ve arkadaslari ise pdr5A
mutantlarinin  doksorubisine kargi hassas olduklarini gdstermistir. Kolaczkowski ve
arkadaslari (1996) PDRS5”in asin ifadelendigi pdrl-3 fonksiyon kazanimi mutantlarinin,
doksorubisin direncli oldugunu ve pdr5A mutantlarinin da ilaca hassasiyet gosterdigini
bulmuslardir (Kolaczkowski vd., 1996). Yeni yapilan bir calismada pdrl1-3 fonksiyon kazanim
mutasyonunun, PDRS5 ile birlikte 26 geni upregule ettigini gostermistir (DeRisi vd., 2000).
Dolayisi ile bu mutantlardaki direnclilik, diger genlerin upregulasyonundan da
kaynaklanabilecegini gostermektedir. Bu calismada, PDR5 f‘in direkt olarak asiri
ekspresyonunun doksorubisin direncliligini arttirdigi ve  daha onceki calismalari da
destekleyerek (Golin vd., 2003; Kolaczkowski vd., 1996; Rogers vd., 2001), bu genin
mutasyonunun, hicreleri daha hassas kildigi gosterilmistir. PDR5”in asin ifadelenemsi, tim

maya genomu tarandiginda en direngli fenotip olarak bulunmustur.

Tdm genom dlzeyi taramalarinda, asiri ifadelenmesinin doksorubisine karsi
direnclilik, yoklugunun ise doksorubisine karsi hassasiyet yarattigi bir diger genin de AKL1
oldugu bulunmustur. Bir serin-treonin protein kinazi olan Akl1, endositozda ve aktin
sitoiskeletinin organizasyonunda rol oynamaktadir (Henry vd., 2003). Akl1’'in daha Once
doksorubisin direngliliginde rol oynadigdi g0sterilmistir (Westmoreland vd., 2009).
Slal/Panl/End3 kompleksi endositozda rol oynamakta ve AKL1’in asiri ifadelenemsinden
etkilenmektedir (Takahashi vd., 2006). Akll, Panl proteinini fosforlayarak, endositozda
internalizasyon asamasi~da rol oynayan maya Sla1/Pan1/End3 kompleksinin ayrilmasina
neden olmaktadir (Zeng vd., 2001). Kompleksin ayriimasi, endositozun inhibisyonu ile
sonug¢lanmaktadir. Endositozdaki azalmanin, hiicre i¢i doksorubisin birikiminde anlamli bir
etkisinin olmadigi gosterilmistir (Takahashi vd., 2006). Dolayisi ile, Akl1p asir ifadelenmesi
sonucu olusan doksorubisin direncinin, endositozdan baska bir mekanizma ile de saglaniyor

olabilecegi dusunllmektedir. Ornegin, mayada end4 endositoz mutantlarinda, Pdr5
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proteininin plazma membraninda birikmesi (Egner vd., 1995; Kolaczkowski vd., 1996),
endositozdaki azalmanin, direnglilikte indirekt etkilerinin olabilecegini disindirmektedir. Bu
nedenle, calismamizda, AKL1 asin ifadelenmesinin yarattig1 direngliligin Pdr5 proteininin
varligindan etkilenip etkilenmeyecegi test edilmis ve pdr5A mutantlarinda AKL1'in asiri
ifadelenmesinin doksorubisine karsi direnglilik géstermedigi bulunmustur. Bu nedenle, daha
fazla deney gerekmesine karsin, AKL1 geninin de doksorubisin direncliliinde PDRS5
uzerinden etki edebilecegi 6ngorulmektedir. Agcik mekanizmasi tam bilinmemekle beraber,
AKL?T’in insan ortologu olan AAK1 geninin asiri ifadelenmesinin HelLa hicrelerinde
doksorubisin  direngliligi saglamasi (Takahashi vd, 2006), AKLl'in doksorubisin

direncliligindeki roltintin yiksek 6karyotlarda da korundugunu disunduirmektedir.

CAN1, YHR177W ve CUE5 , maya genomik kutlphanesi taramasi sonucu, asiri
ekspresyonlarinin doksorubisine direnglilik sadladigi diger genlerdir. Bu genlerin daha dnce
doksorubisin direncliligi ile ilgisi literatlrde gosteriimemistir. Bu genlerin mutasyonlarinin
doksorubisine karsi hassasiyet saglamamasi, doksorubisine karsl direnglilikte indirekt
rollerinin olabilecegini disiindiirmektedir. Ornegin, bir plazma membran permeazi, arjinin- H"
simportiri olan Can1 proteini, 6zellikle lipid raft’lar ile assosiyedir (Malinska vd., 2003). CAN1
geninin ifadelenmesinin doksorubisin direngliligindeki rolli, plazma membraninda filamental
baylme icin gerekli genleri barindiran, ergosterolden zengin bélimlerde bulunmasindan
oturd (Song ve Kumar, 2012), filamantal blylimeyi tetiklemesinden kaynakli olabilecegini
akla getirmekedir. Cue5 proteini, ubikitin baglayan, intramolekiler monoubikttinasyonu
saglayan ve ubikitin-Atg8p adaptori olarak ubikitin-bagimli otofajide rol oynayan bir
proteindir (Lu vd., 2014; Shih vd, 2003). Ayni zamanda Hsp70/Hsp104 bi-saperon sistemi ile
proteosomal degredasyon yada otofaji arasi~da adaptor protein olarak da rol oynamaktadir
(Miller vd., 2015). Dolayisi ile, CUE5 kaynakli doksorubisin direngliik mekanizmasi,
proteozomal degredasyon yada otofaji Uzerinden gergeklesebilecedi dusunulmektedir.
YHR177w, asiri ekspresonunun hicre siklusu ertelenmesine yada durmasina yol actigi,
WOPR domainine sahip olan olasi bir transkripsiyon faktéridir (Lohse vd., 2014). WOPR
domainine sahip proteinler, patogenezde énem arz etmektedir (Lohse vd., 2014) ve
YHR177w asiri ifadelenemsinin mayada invaziv bliyimeye (psddohif olusumu) yol agtigi
gOsterilmistir (Shively vd., 2013). Dolayisi ile, YHR177w asiri ekspresyonunun, invasiv
baylmenin aktivasyonu ile doksorubisin direngliliginde rol oynayabilece@i dusunilmektedir.
Bazi direngliik mekanizmalarinin bulunmasina kargin, bu proteinlerin doksorubisin
direncliligindeki rollerinin anlagiimasi igin ileri calismalar gerekmektedir. Diger yandan pdr5A
ve akl1A mutantlarinin doksorubisine karsi daha hassas bir fenotip sergilemeleri, bu genlerin
bazal ekspresyon seviyelerinin de doksorubisin direngliliginde olasi bir rol oyanayabilecegi

disUnilmektedir.
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PDR5 asir ifadelenmesi en direncli fenotipi olusturdugundan, mayada coklu-ilag
direncini belirleyen ve ortak bir protein tarafindan regile edilen PDR5, SNQ2 ve YORL1
genlerinin yoklugunda da PDRS5 asiri ifadelenmesinin direnglilik saglayip saglamayacag test
edilmistir. Olusturulan suslar, doksorubisine ile birlikte, Pdr5 substrati oldugu bilinen
clatrimazole ve cerulenin ilaglarinda da denendi. PDR5 asiri ekspresyonu her 3 ilaca karsi
hicre suslarini direncli kilmistir. Sng2A ve yorlA mutantlari yabani tip ile benzer hassasiyeti
gOsterirken, pdrlA mutanti yabani tipe gore daha hassas bir fenotip gostermistir. yorlA
mutantlari daha énceki bir calismada doksorubisine kargi daha hassas oldugu bildiriimesine
karsin (Rogers vd., 2001), bu calismada yapilan deneyler, yorlA mutantinin yabani tip ile
benzer hassasiyette oldugunu goéstermistir. pdrlA mutantindaki PDR5 asiri-ekspresyonu,
PDRY5’i asirn eksprese eden diger suslara gbére daha az direnclilik saglamistir. pdrlA
mutantlarinda PDR5 ekspresyonu inhibe oldugundan, sadece plasmid Uzerinden PDR5 geni
ekspresyonu saglanmistir. Bu nedenle, PDR5’i asiri eksprese eden diger suslara goére daha

az direngli bir fenotip sergilemesi beklenen bir sonug olarak degerlendirilmistir.

Maya genom kutliphanesinin yanisira, doksorubisin muamelesi ile reglle edilen
genleri ttm maya genomunda belirlemek amacli mikroarray analizleri gerceklestirilmigtir.
Upreglle olan genlerden, Pdr18, membran taslyici proteini olmasinin yanisira, membran
sterol kompozisyonunu etkilemekte ve MDR fenotipinin olusmasini saglamaktadir (Cabrito
vd., 2011). Upregile genlerden MRE1 (mayoz boélinme rekombinasyonu) ve MMS4 (Metil
Metan Silfonat Sensitivitesi), DNA tamirinde rol oynamakta (Johzuka ve Ogawa, 1995; Xiao
vd., 1998), ve doksorubisin hassasiyeti ile ilgili oldugu bilinen genlerdir (Brown vd., 2006; Xia
vd., 2007). Downreglle olan genlere baktigimizda, demir matabolizmasi ile ilgili genler dikkat
cekmektedir. Maya hicreleri, demir kisitlamalarina, Aft1 transkripsiyon faktérind aktive
ederek FIT1, FIT2 ve FIT3 genlerinin ekspresyonu ile cevap vermektedir. Bu genler, hiicre
duvarina entegre olarak, siderophore-demir’i hiicre duvarinda tutmada goérev yapmaktadir
(Philpott vd., 2002). Demir, reaktif oksijen turlerinin (ROS) Uretimine neden olarak
doksorubisin toksisitesinde rol oynadigindan (Ichikawa vd., 2014); FIT1, FIT2 ve FIT3
genlerini inhibe ederek demir miktarini azaltmanin, doksorubisin toksisitesinde hiicre igin iyi
bir defans sistemi olabilece@i dusunulmektedir. Doksorubisin muamelesi ile down-regtle olan
seker tasiyicilari genel olarak dusuk affinite heksoz tagiyicilaridir ve ilag yanitindaki gorevleri

bilinmemektedir.

lyon tasiyicilari olan KHAL ve ATO2, sirasiyla, K(+)/H(+) antiportiri ve amonya aticisi
olarak gorev yapmaktadir (Maresova ve Sychrova, 2005; Vachova ve Palkova, 2005). KHA1
inhibisyonu, K(+) birikimine neden olarak, membran potansiyelinin bozulmasina sebebiyet
verebilecegi ve doksorubisin tasinmasinda yada savunmasinda onem arz edebilecegi
dusundlmektedir. Ancak khalA mutantlarinda doksorubisin direngliliginin azaldidi bildirilmigtir
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(Brown vd., 2006). Dolayisi ile KHA1 geninin doksorubisin direncliligindeki rolu
bilinmemektedir. Benzer olarak, amonyum asiyicisi olan ATO2 geninin transkripsiyon
seviyesinin azalmasi ile doksorubisin direngliligi arasindaki iliski bilinmemektedir.

Bu calismada, maya genomik kitlphanesi kullanilarak yapilan genom-dizeyi
taramalar ile mikroarray analizleri ile bulunan genler farklidir. Mikroarray sonugclari ile
yapilan es-zamanli PCR analizleri birbirini desteklemektedir. Her iki analizde de, genomik
kitiphane taramasi ile elde edilen genlerin ekspresyonlari, doksorubisin muamelesi ile
degisiklik gostermemektedir. Es-zamanli PCR ve mikroarray analizleri icin hicreler, 80 yM
Doksorubisin ile 2 saat muamele edilirken, genom-dizeyi taramalar 500 yM doksorubisin
konsantrasyonunda gerceklestiriimistir. Hlcrelerin ilaca karsi fizyolojik yanitlari, ektopik gen
ekspresonu yanitlarindan farkh olabilecegi icin, farkh genlerin elde edilmesi ¢ok sasirtici bir
sonu¢ degildir. Genomik kutiphane taramalarinda bulunan genlerin, doksorubisininin
minimum inhibe edici konsantrasyonu ile aktive olmamalari mimkundur. Diger bir deyisle,
mikroarray analizleri sonucu elde edilen genler, hlcrelerin doksorubisine karsi verdigi ilk
fizyolojik yanittir. Daha uzun sureli yada daha yiksek konsantrasyonlarda ilag muamelesinin,
genom taramalarindaki genlerin yada bu genlerle ortak regulatorlere sahip farkl genlerin up-
regule ve down-reglle olmasina neden olabilecedi disiniimektedir.

5. SONUC
Bu c¢alismada, doksorubisin direngliliinde rol oynayan genlerin bulunmasi

amaglanarak, maya genomik DNA kitlphanesi tarandi ve PDR5 geninin, doksorubisin
toleransinda birincil olarak rol oynadigini gdésterilmistir. Yapilan taramalar ile, AKL1, CAN1,
YHR177W ve CUES5 gibi farkli genlerin de doksorubisin de rol oynadigini gosterilmigtir.
Bulunan bu genlerin transkripsiyonel regllasyonlarinin doksorubisine bagl olmadidi ancak
asiri ekspresyonlarinin S. Cerevisiae hucrelerini yiksek doz doksorubisine karsi direngli
kildigi bulunmustur. Maya genom kitliiphanesi taramalarina ek olarak, maya hucrelerinin
doksorubisin muamelesi sonucu global gen ekspresyonu profilleri analiz edilmis ve
doksorubisin toleransinda/ toksisitesinde ©nem arz edebilecek genler ve yolaklar
belirlenmigstir. Sonuglar, doksorubisin varliginda DNA metabolizma ile ilgili genlerin upregule
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oldugunu ve bu genlerin doksorubisin  detoksifikasyonu/toleransinda  fonsiyon
gOsterebilecegini gostermistir.

Genom kutiphanesi taramalarindan elde edilen genler g6z éninde bulunduruldugunda,
Cueb disindaki genlerin ortak mekanizmasinin, membran asimetrisini etkilemeleri oldugu
belirlenmigtir. Dolayisiyla, hiicre membran kompozisyonunun degisiminin, hicrelerin yiksek
doksorubisin seviyesine karsi temel yaniti olabilecegi disunulmustdr.

Yapilan bu calisma ile, doksorubisin direngliligi ile iligi olabilecek daha dnce
tanimlanan ve tanimlanmayan genler literatlire kazandiriimistir. Bu genlerin bazilarinin ilag
direngliliginde oynadigi rolller bilinmemektedir. lleriki ¢alismalar ile daha detayli analizler
yapilarak, bu mekanizmalar aydinlatilabilir.
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