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Schizosaccharomyces pombe’ de Magnezyum Kisitlamasinin

Glukoz Transportu Uzerine Etkisinin Arastiriimasi
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Bedia Palabiyik*“ , Aysegiil Topal Sarikaya 3

OZET
Magnezyum, enerji metabolizmasi, niikleik asit ve protein sentezi, sinyal iletimi, hiicre

boliinmesi gibi birgok biyolojik siire¢ i¢in hayati dnem tasir. Magnezyum homeostasisinin
bozulmasi, kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon, tip 2 diyabet ve kanser basta olmak iizere
¢ok sayida hastalikla iliskilendirilmistir. Diinya ¢apinda 300 milyondan fazla insan tip 2 diyabet
ile miicadele etmektedir ve bu say1 katlanarak artmaktadir. Klinik calismalar, tip 2 diyabetli
hastalarda serum magnezyum seviyesinin diistiigiinii ve magnezyum takviyesinin glukoz
metabolizmasi iizerine olumlu etkileri oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada, biyolojik siiregler
ve genetik mekanizmalar bakimindan memeli hiicreleriyle benzerlik gdsteren
Schizosaccharomyces pombe mayasinin magnezyum transportu kisitli mutant susunda glukoz
tiketimi ve glukoz tasiyicilarinin (ghtl, ght2, ght5) anlatim seviyeleri arastirilmigtir.
Magnezyum transportu kisitli olan mutant susta, besi ortamina ilave edilen magnezyum artisina
bagli olarak glukoz tiiketimi artmigtir. Glukoz tastyicilarindan ghtl, ght2’nin anlatim diizeyi, 30
mM Mg*? destekli ortamda artmis, sus icin optimum iiremenin goriildiigii daha yiiksek
magnezyum konsantrasyonunda (75 mM) azalmis, ght5’in anlatim diizeyinde ise anlamli bir
degisim bulunmamustir. Bulgularimiz, glukoz tasiyicilarindan ghtl ve ght2’ nin ght5’ ten farkli
bir mekanizma ile diizenlendigini isaret etmektedir.
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Investigation of the Effect of Magnesium Restriction on Glucose
Transport in Schizosaccharomyces pombe

ABSTRACT
Magnesium is vital for many biological processes such as energy metabolism, nucleic acid, and

protein synthesis, signal transduction, and cell division. Impairment of magnesium homeostasis ARTICLE HISTORY

is associated with many diseases, especially cardiovascular diseases, hypertension, type 2 1R§ f;)\:ﬁdzozz
diabetes, and cancer. More than 300 million people worldwide struggle with type 2 diabetes, Accepted

and this number is growing exponentially. Clinical studies have shown that serum magnesium 27 April 2022
levels were decreased in patients with type 2 diabetes and that magnesium supplementation has KEY WORDS
positive effects on glucose metabolism. In this study, glucose consumption and the expression magnesium
levels of glucose transporters (ghtl, ght2, ght5) were investigated in magnesium transport- deficiency,
restricted mutant strain of Schizosaccharomyces pombe yeast, which is similar to mammalian glucose transport,
cells in terms of biological processes and genetic mechanisms. In mutant strain with limited S. pombe

magnesium transport, glucose consumption increased due to the increase in magnesium added
to the medium. The expression level of ghtl, ght2, one of the glucose transporters, increased in
30 mM Mg?* supplemented medium, decreased at higher magnesium concentration (75 mM),
where optimum growth was observed for the strain, and there was no significant change in the
expression level of ght5. Our findings indicate that the glucose transporters ghtl and ght2 are
regulated by a different mechanism than ght>5.

Giris

Magnezyum (Mg*?), karyotik hiicrelerde potasyumdan sonra en fazla bulunan katyondur
[1]. Memeli hiicrelerinde magnezyum konsantrasyonu ~10-30 mM civarindadir. Hiicrede
magnezyum negatif yiikli yapilara; ATP, DNA ve RNA gibi fosfat gruplar tasiyan
makromolkiillere, ribozomlara ve hiicre mebranina bagl olup, ~0.5-1.2 mM diizeyinde de
serbest iyon olarak bulunur [2]. Bununla birlikte, negatif yiiklii gruplar tasiyan yapilara
baglanarak yapisal kararlilik saglamanin yaninda, niikleik asit, protein, lipid, glukoz ve enerji
metabolizmast gibi 6nemli biyolojik silireglerde yer alan 600’ den fazla enzimin
kofaktorii/allosterik diizenleyicisi olarak hayati 6nem tasir [2].

Magnezyum, evrensel enerji molekiiliit ATP’ ye baglanip, fosfat transferini kolaylastirarak
ATP’ yi biyolojik olarak aktif duruma getirir [3]. Glukoz, prokaryotlardan tek hiicreli
Okaryotlara ve omurgalilara kadar ¢ok cesitli canli tiirlinde, hiicrenin biyosentez ve

fonksiyonel islevleri i¢cin gerekli ATP’ nin saglanmasinda baslica karbon kaynagidir.
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Glukozdan ATP sentezi siirecinde yer alan reaksiyon basamaklarinda, glikoliz evresi
(heksokinaz, fosfofruktokinaz, fosfogliserat kinaz, piruvat kinaz), krebs dongiisii (izositrat
dehidrogenaz, a-ketogluterat dehidrogenaz, piriivat dehidrogenaz) ve oksidatif
fosforilasyonda (ATP-sentaz) magnezyuma bagimli ¢ok sayida enzim gorev alir [4].
Magnezyum ATP sentez siireci disinda, pankreas beta hiicrelerinde hiicreye Ca*? girisini ve
buna bagli insiilin salinimin1 kontrol eder [5]. Insiiline duyarli pankreas, karaciger, kas, yag
ve beyin hiicrelerinde, insiilinin reseptoriine baglanmasi, insiilin reseptor tirozin kinazin
fosforilasyonu ve devaminda gergeklesen bir dizi fosforilasyon reaksiyonu Mg-ATP
kompleksine baglidir; bu reaksiyonlar sonrasinda glukoz transportu, glikojen, yag ve protein
sentezi gibi hayati hiicresel siire¢ler gergeklesir [5].

Magnezyum homeostasisini ve glukoz metabolizmasi ile iliskisini arastiran ¢ok sayida klinik
arastirma bulunmaktadir. Bu caligmalardan birinde, insiilin direnci, sismanlik, hipertansiyon
ve dislipidemi ile karakterize edilen metabolik sendrom tanis1 konulmus hastalarda, saglikli
bireylere kiyasla, serum magnezyum seviyesi fizyolojik alt sinir 0.75 mmol/L> den daha
diistik bulunmustur [6]. 10 yil siire ile takip edilen 817 katilimcinin yer aldig1 baska bir
calismada, siddetli hipomagnezemi bulunan bireylerde (serum Mg*?<0.5 mmol/L) aclik
glukoz diizeyinin yiiksek oldugu belirtilmistir [7]. 7 yil siire ile takip edilen 2582 katilimcinin
yer aldig1 diger bir calismada diyet ve takviye ile birlikte yliksek magnezyum alinmasinin
(365 mg/giin), glukoz metabolizmasi ile iligkili hastaliklarin gelisme riskini ~%30-40
oraninda diislirdiigli belirtilmistir [8].

22.900 diyabet tanili hastanin yer aldig1 yaklasik 21 bagimsiz calismada, serum Mg*2
konsantrasyonu diisiik bulunmustur [9,10,11]. Benzer sekilde baska c¢alismalarda,
diyabetiklerde hipomagnezemi goriilme sikliginin saglikli kontrol grubuna kiyasla oldukca
yiiksek oldugu gosterilmistir [12,13]. Calisma grubumuzun 2020 yilinda yaptigi bir
arastirmada normal referans araliginda bulundugu halde, kandaki Mg*? diizeyinin alt smira
yakin degerlerde bulundugu bireylerde diyabete yatkinlik riski olusabilecegi yoniinde
bulgular elde edilmistir [14].

Diyabet hastalarinda kan damarlarinda meydana gelen hasar nedeniyle yiiksek kan basincina
bagli olarak bdobrek yetmezligi gelisme riski yiiksektir [15]. Diyabete bagli bobrek

fonksiyonlarindaki bozuklugun sonucu olarak hipomagnezemi gelismektedir. Ayrica
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tedavide kullanilan insiilin duyarliligin1 artiran ilaglar da diyareye neden olarak
hipomagnezemiye neden olmaktadir [16]. Bununla birlikte insiilin tedavisi de magnezyumun
hiicre i¢ine girmesine neden olarak serum magnezyum konsantrasyonunun azalmasina neden
olur [17]. Hipomagnezemi, diyabet hastaliginin bir sonucu olarak goriilse de TRPM
(Transient Receptor Potential Melastatin) gibi magnezyum kanal proteinlerini kodlayan
genlerdeki mutasyonlarin bir sonucu olarak da gelisebilmektedir [18, 9].
Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) mayasi1 yetistirilmesi kolay, genom yapisi
aydmlatilmis [32] okaryatik bir model organizma olup, kromozom organizasyonu [19],
rekombinasyon [33], stres yanit mekanizmalari [34], hiicre dongiisii [35], mRNA kirpilma
mekanizmalar1 [36] bakimindan yiiksek okaryotlarla benzerlik tagimasi nedeniyle glukoz ve
magnezyum metabolizmasinin arastirilmasinda tercih edilmektedir. S. pombe’ de, 8 heksoz
tastyict protein (Ghtl-Ght8) tanimlanmistir [20]. Bunlardan Ght5, yiiksek afiniteli
glukoz/fruktoz:proton tastyicisidir ve baslica glukoz transportundan sorumludur. Ghtl ve
Ght2, glukoz afinitesi Ght5’ den daha diisiik olan glukoz tasiyicilaridir. Diger heksoz
tastyicilart fruktoz, glukonat gibi farkli heksozlarin taginmasindan sorumludur [21]. Ght5” in
transkripsiyonu ve lokalizasyonu insandaki glukoz transport proteinlerine (GLUT) benzer
sekilde diizenlenir. Yiiksek glukoz igeren besi ortaminda (%3) Scrl baskilayici protein ghts’
in anlatimini baskilar, diisiik glukoz ortaminda (%0.1) baskilayici protein nukleustan ayrilir
ve ght5 anlatim yapar [21].

S. pombe mayasinda magnzeyum transportu tamamen aydinlatilamamistir. Magnezyum
transportundan sorumlu proteinler, hiicre membraninda Saccharomyces cerevisiae
mayasindaki CorA protein ailesine ait ALR1 (Aluminum resistance protein 1) homologu
(SPBC27B12.12¢) kanal proteini, mitokondri membraninda MRS2 (Mitochondrial RNA
Splicing 2) homologu (SPBC25H2.08c) [22] ve vakuol membraninda MNR2 (MaNganese
Resistance 2) homologudur (SPAC17A2.14) [23, 24, 25]. Hiicre membranindaki ALR1
homologu olarak bilinen Mg*? kanal proteinini tasimayan mutant S. pombe susu, besi
ortamina oldukea yiiksek konsantrasyonda Mg*? eklendiginde boliinebilmekte ve canliligini
stirdiirebilmektedir [24]. Bu ¢alismada, S. pombe’ nin plazma membranindaki ve vakuol
membranindaki Mg*? kanal proteinlerini tasimayan, hipomagnezemi i¢in model olusturan

susunda, glukoz transportunun ve glukoz tiiketiminin aragtirilmasi amaglanmistir.
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Materyal ve Metot

Kullanilan suslar ve besi ortamlari

Calisma kapsaminda bilinen iki Mg*? kanal proteinini kodlayan genler bakimimdan PCR
temelli delesyon yapilmis GA2 susu (ASPAC17A2.14 ASPBC27B12.12 leul-32 ura4-D18
ade6-M216 kanr) ve kontrol grubu olarak bu susun elde edildigi atasal sus Sp292 (leul-32
ura4-D18 ade6-M210 h-) kullanildi. Sp292 susunun fiiretilmesinde maya ekstreli sivi besi
ortam1 (YEL: yeast extract 5g/L, glukoz 30 g/L), maya ekstreli kat1 besi ortam1 (YEA: yeast
extract 5g/L, glukoz 30 g/L, 20 g/L) kullanildi. GA2 susunun {iretilmesinde, YEA besi
ortamina susun optimum iireyebildigi miktarda 200 mM MgClz, YEL besi ortamina 75mM
MgCl> eklendi.

Glukoz tiiketim analizi

20 ml YEL besi yerine 30 mM ve 75 mM diizeyinde MgCl> eklenerek hazirlanan deney
ortamlarma 0.1 OD (600nm), ~1x108 hiicre/mL, olacak sekilde hiicre ekimi yapilip, 24 saat
sonundaki hiicre silispansiyonlarindan elde edilen iist fazlar, Nzytec marka GOD-POD
kolorimetrik glukoz analiz kiti kullanilarak glukoz tiiketim miktarlar1 (g/L) belirlendi. Ug
biyolojik tekrardan elde edilen veriler GraphPad Prism 6 istatistik analiz programinda, one-
way ANOVA ve Tukey's Multiple Comparison Post testi ile degerlendirildi.

RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Logaritmik fazdaki ~0.6 OD (600nm) yogunlugundaki hiicre siispansiyonlarindan, fenol-
kloroform yontemi ile RNA izolasyonu yapildi [26]. Genomik DNA’ y1 uzaklastirmak i¢in
(Zymoresearch) DNase I (1 U/ul) 6rneklere uygulandi. Spektrofotometrik olarak saflik ve
miktar analizi yapildiktan sonra, 20 ng RNA o6rneklerinden (GeneMarkBio) cDNA sentez
kiti ile cDNA sentezi gerceklestirildi.

Real-Time PCR

Gen ekspresyonlarinin goreceli analizinde SYBR temelli Real-time PCR kullanildi.
SybrGreen I (GeneMarkBio), 5 pmol forward ve revers primerler kullanilarak, 20 ng RNA’ya
denk gelen miktarda ¢cDNA olacak sekilde toplam 20 pl hacimde reaksiyon bilesenleri
hazirlandi. Reaksiyon Applied Biosystem QuantStudio5 Real-time PCR cihazinda, 95 "C’de
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5 dakikalik bir 6n denatiirasyonu takiben, 45 dongiiden olusan 95 °C’de 15 saniye, 59 °C’de
15 saniye, 72 “C’de 15 saniye ve 60 °C’de 1 dk erime egrisi basamaklari ile gergeklestirildi.
Referans olarak actl geni kullanilarak ghtl, ght2 ve ght5 genlerinin anlatim diizeyi 244
yontemi [27] ile hesaplandi. Gen ekspresyonlarinin istatistiksel anlamlilik diizeyleri
GraphPad Prism 6 programinda, two-way ANOVA ve Bonferroni Post testi ile belirlendi.
Caligmada kullanilan primerlere ait dizi bilgisi Tablo 1’ de verildi.

Tablo 1 Calismada kullanilan primer dizileri

Forward primer Reverse primer
Actl TCATGCGTCTTGATCTCGCC ATTTCACGTTCGGCGGTAGT
Ghtl TTCAAGTCACCGCTGTTCCA CGAATATGGGGAGGAGCCAC
Ght2 TACCGGTTCCATTGGTGGTG AAGACCTTGACGAGCCGAAG
Ght5 CGTGGTGTTCAAGGCGAAAG CGTGGTAGCTAGATTCGGGC

Bulgular ve Tartisma

Farkhh magnezyum konsantrasyonlari iceren besi ortamlarinda glukoz tiiketimi
Schizosaccharomyces pombe’ nin bilinen Mg*? kanal proteinlerini (Aalrl Amnr2) tasimayan
GA2 susunda Mg*?ilavesi yapilmayan YEL besi ortaminda (Mg: ~ 0.2 mM) glukoz tiiketimi
en diisiik bulundu (5.4 g/L). En yiiksek glukoz tiiketiminin ise Sp292° nin YEL ve 30 mM
Mg*2 destekli YEL besi ortaminda (24.3-23.5 g/L) oldugu belirlendi (Sekil 1).

Glukoz Tiiketimi
30 0,9

[
[=)

Glukoz Tiiketimi (g/L)
OD (600 nm)

A S A S <o i
A0 PN AQ° 5% == Glukoz Tiiketimi (g/L)

—&— OD (600 nm)

Sekil 1 GA2 ve Sp292 suslarinda YEL, 30 ve 75 mM Mg*?ilave edilen YEL besi ortamlarinda glukoz
tiiketimi (g/L) ve hiicre yogunluklar1 (ODgoonm)
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Sp292 susunda 30 ve 75 mM Mg*?ilavesinin hiicre yogunlugunu anlamli bir sekilde azalttig1
belirlendi (p<0.05). Buna karsin, YEL ve 30 mM Mg*?destekli YEL besi ortamindaki glukoz
tiiketimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. GA2 susu besi ortamina
Mg*?ilave edilmeden cogalamamaktadir. Besi ortamina artan konsantrasyonlarda Mg*? ilave
edildiginde hiicre yogunlugu ile birlikte glukoz tiiketiminin de artt181 belirlendi. 75 mM Mg*?
ilave edilen besi ortaminda, Sp292 susunun hiicre yogunlugu GA2 susuna kiyasla daha diisiik
olmasina ragmen, iki susun 75 mM Mg*? destekli besi ortaminda glukoz tiikketimi bakimindan
anlamli bir fark bulunamadi.

Calismamizda magnezyumu dis ortamdan hiicre igine alamayan, hiicrede Mg*? deposu olan
vakuolden sitoplazmaya ¢ikis1 olmayan, dolayisiyla depo organeldeki magnezyumu
kullanamayan S. pombe susu kullanilarak uzun siireli magnezyum eksikliginin glukoz
tiiketimi ve glukoz transportu iizerine etkisi arastirilmistir. Bu sus ~0.2 mM Mg*? iceren
zengin besi ortaminda (YEL) cogalamamaktadir, besi ortamina 75 mM Mg™ ilave
edildiginde gogalmasi ~%50 oraninda iyilesmektedir [25]. Besi ortamina 30 ve 75 mM olarak
ilave edilen Mg*, atasal susun (Sp292) ¢ogalmasini olumsuz yonde etkilerken, magnezyum
transportundan sorumlu genler bakimindan delesyonlu GA2 susunda belirtilen
konsantrasyonlar hiicre ¢ogalmasini iyilestirmektedir. Atasal susun (Sp292) cogalmasini

+25

olumsuz yonde etkileyen yiiksek konsantrasyondaki Mg’ nin, heniiz belirlenememis bir
tastyici sistemle GA2 susunda hiicreye kisitl oranda girdigi diistiniilmektedir.

Magnezyum eksikligi, karbonhidrat intoleransi ve insiilin dirienci ile de iliskili olup,
diyabetin gelismesinde ve ilerlemesinde etkili oldugu belirtilmektedir [28, 10]. Yapilan
epidemiyolojik calismalar, diyette magnezyum takviyesi yapilmasinin glukoz metabolizmast
ve insiilin duyarlilig1 {izerine olumlu etkileri oldugunu [29] tip 2 diyabet gelisme riskini
azalttigin1 [30] gostermektedir. Diger taraftan, diyabet tedavisinde kullanilan insiilin
duyarliligin1 artiran metformin vb. ilaglar, insiilin tedavisi, diyabete bagli gelisen bobrek

fonksiyon bozukluklari, hipomagnezemiye neden olur. Bu nedenle de hipomagnezemi

diyabet hastalarinda siklikla rastlanan durumdur.
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Farkhh magnezyum konsantrasyonlarinda glukoz tasiyicilarimin (ghtl, ght2, ght5)
anlatim diizeyleri

Zengin besi ortamina (YEL) 30 mM Mg*?ilave edildiginde, Sp292 susunda sadece ghtl’ in
ekspresyonu anlamli olarak artmistir (oransal kat artisi: 1,12), GA2 susunda ise ghtl ve ght2
genlerinin ekspresyonu artmis, ght5 geninin ekspresyonu azalmistir. 75 mM Mg*? ilave
edildiginde Sp292 susunda, ghtl, ght2 ve ght5 genlerinin ekspresyonu anlamli olarak
azalmig, GA2 susunda ghtl ve ght2 genlerinin ekspresyonu azalmis, ght5 geninin

anlatiminda anlamli bir degisme bulunamamustir (Sekil 2, Tablo 3).

1,8
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0'4 i
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Kontn(al Sp292 (YEL+30 mM Mg) Sp292 (YEL+75 mM Mg) GA2 (YEL#30 mM Mg)  GA2 (YEL+75 mM Mg)
Sp292 (YEL)

Eghtl Eght2 Mght5

Sekil 2 Farkli Mg*™ konsantrasyonlarinda ghtl, ght2 ve ght5 gen ekspresyonu oransal kat
degisimlerinin karsilastirilmasi (***:P<0.001, **: P<0.01, *: P <0.05)

Tablo 3 GA2 ve Sp292 suslarinda 30 ve 75 mM Mg*? ilave edilen YEL besi ortamlarinda ghtl, ght2
ve ght5 gen ekspresyonlarinin oransal kat degisimleri

Sp292 Sp292 GA2 GA2
(YEL+30 mM Mg) = (YEL+75 mM Mg) (YEL+30 mM Mg) (YEL+75 mM Mg)
ghtl 1.122+0.128 0.664+ 0.063 1.43+0.131 0.648+ 0.06
ght2 1.124+ 0.077 0.579+ 0.099 1.387+ 0.058 0.582+0.019
ght5 0.843+0.116 0.773+ 0.052 0.654+0.074 0.899+ 0.071

+25

GA2 susunda zengin besi ortamina 30 ve 75 mM olarak ilave edilen M@’ nin, hiicre

boliinmesini tesvik etmesi nedeniyle glukoz tiiketimini arttirdig: goriilse de susun boliinmesi
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icin optimum Mg*? konsantrasyonunda (75mM) glukoz tasmmasindan sorumlu iki genin
(ghtl ve ght2) ekspresyonu azalmig, baslica glukoz taginmasindan sorumlu ght5’ in
ekspresyonunda ise anlamli degisim bulunamamistir. 30 mM Mg*? ilavesi ise ghtl ve ght2’
nin anlatimini arttirmis, ght5” in anlatimini azaltmistir. Atasal susta ise, besi ortamina 30 mM
Mg*? ilavesi ght1’ in anlatimini arttirmus, 75 mM Mg*? ilavesi her ii¢ glukoz tastyictyisinin
anlatiminda azalmaya neden olmustur. Bu bulgular bize ghtl ve ght2’ nin anlatiminin ght5’
ten farkli bir mekanizmayla diizenlendigini isaret etmektedir. Calismanin diger onemli
bulgusu, 30 mM Mg*? ilavesinin atasal susun ¢ogalmasmi olumsuz yonde etkilemesine
ragmen glukoz tiiketimini azaltmamasidir. Bu da daha az sayidaki hiicrenin daha fazla
glukoz tiikettigini gostermektedir. Bu bulgu ise 30 mM Mg*? ilavesinin, magnezyum
transport sistemi bakimindan saglikli olan susta cevresel stres yanitinin aktiflesmis
olabilecegini diisiindiirmekle birlikte aday stres yanit yolaklarinin (osmotik stres, oksidatif

stres, agir metal, 1s1 soku vb.) arastirilmast gerekmektedir.
Sonuc¢

Diinya Saglik Orgiitii’ niin 2016 yilindaki raporuna gore; diinya genelinde 400 milyondan
fazla diyabet hastas1 vardir, diyabet nedeniyle 1.5 milyondan fazla kisi ve buna ek olarak
diyabete bagli gelisen 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklar ve bobrek yetmezligi nedeniyle
2.5 milyondan fazla kisi hayatin1 kaybetmistir [31]. Bu kronik hastaligin basarili bir sekilde
yonetilmesi i¢in altinda yatan patofizyolojik mekanizmalarin aydinlatilmasi 6nem
tagimaktadir. Hipomagnezemi i¢in 6nemli bir model teskil eden maya susu ile yaptigimiz bu
calisma, magnezyum homeostasisi ile iligkili diyabet basta olmak iizere ¢esitli hastaliklarin
hiicresel mekanizmalarinin aydinlatilmasi bakimindan yapilacak ¢aligmalara 151k tutacaktir.
Aciklama ve Tesekkiir

Bu calisma TUBITAK 2209-A Universite Ogrencileri Arastirma Projeleri Destekleme Programinin,
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