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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

SACCHAROMYCES CEREVISIAE’DA CESITLI METAL iYONLARININ HXT2
GENI TRANSKRIPSIYONUNA VE COGALMA OZELLIKLERINE ETKILERININ
INCELENMESI

Sinem ANGIN

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Cesitli metal iyonlar1 hiicresel faaliyetlerin gergeklestirilebilmesi i¢in gereklidir.
Bununla birlikte, metal iyonlarinin hiicrelere fazla alinmasi veya toksik metal
iyonlarinin hiicreye tasinmasi ¢ok ¢esitli hiicresel faaliyetleri engelleyebilir, sitotoksik
ve genotoksik etkiler de gosterebilir. Hiicrelere glukoz tasinmasi glukoz tasiyici
membran proteinleri ile yapilir. Glukoz transportunun engellenmesi de hiicreler i¢in
gerekli olan ATP, enerji ve ¢esitli metabolitlerin {iretimini de azaltmakta veya tamamen
engellemektedir. Bu arastirmada bakir, demir, nikel, ¢inko, magnezyum, lityum ve
kadmiyumun S. cerevisiae hiicrelerinde {ireme Ozelliklerine ve HXT2 geni
transkripsiyonuna etkileri incelendi. Metal iyonlar1 ¢oziinlir bilesikler olarak letal
seviyenin ¢ok altinda olan konsantrasyonlarda, logaritmik asamadaki maya kiiltiirlerinin
tireme ortamina eklendi. Bu arastirmada elde edilen sonuglar nikel ve lityum iyonlarinin
HXT2 geni transkripsiyonunu baskiladigin1 géstermektedir. Bu metal iyonlarmin glukoz
repres sartlarda HXT2 transkripsiyonunda yaklasik %30 kadar azalmaya neden oldugu
tayin edildi. Buna kargin, magnezyum ve demir iyonlarinin ise HXT2 transkripsiyonunu
diisiik seviyede aktive ettigi belirlendi. HXT2 geni transkripsiyonunun metal iyonlari ile
kontroliinde stres ile aktive edilen transkripsiyon faktorleri olan Msn2p ve Yaplp’nin
herhangi bir islevi olmadig1 da gosterildi. Msn2p’nin HXT2 transkripsiyonu i¢in normal
sartlarda gerekli oldugu, stres yaniti i¢in ise gerekli olmadigi tayin edildi. HXT2’ nin
metal stresi ile kontrolii i¢cin ¢ok fonksiyonlu ve genel bir protein kinaz olan Snflp’nin
gerekli oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: S. cerevisiae, Glukoz tasinimi, HXT genleri, Metal iyon stresi,
Glukoz sinyali.

2017, X1l + 35 sayfa
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF VARIOUS METAL IONS ON THE
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Metal ions are required for the various cellular and metabolic activities. Nonetheless,
over accumulation of metal ions or transport of toxic metal ions to the cell can inhibit
numerous cellular functions, and also can have a cytotoxic and genotoxic effects.
Transport of glucose to the cell is carried out by glucose transporter proteins, localized
within the cell membrane. Inhibition of glucose transport prevents the biosynthesis of
ATP and various cellular metabolites required for the cell metabolism. In this study, the
effects of copper, iron, nickel, zinc, magnesium, lithium and cadmium on the
transcription of HXT2 gene and on the growth features of S. cerevisiae were
investigated. Metal ions were added to the growth medium of logarithmically growing
yeast cell cultures as soluble compounds at sub-lethal levels. Results of this research
indicates that nickel and lithium repress the transcription of HXT2 gene. These metal
ions repressed the transcription of HXT2 approximately at 30% under glucose repressed
growth conditions. On the contrary, magnesium and iron ions activated the transcription
of HXT2 at low levels. Results of this study indicated that stress activated transcription
factors Msn2p and Yaplp is not involved in the stress dependent regulation of HXT2
gene. Nonetheless, it was found that the transcriptional regulator Msn2p is required for
the basal level expression of HXT2 gene. It was clearly shown that multi-functional
protein kinase Snflp is involved in the metal ion stress dependent regulation of HXT2
gene in S. cerevisiae.

Keywords: S. cerevisiae, Glucose transport, HXT genes, Metal ion stress, Glucose
signaling.
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1. GIRIS

Bazi metal iyonlar1 biitiin organizmalarin metabolizmalar1 i¢in gereklidir. Canlilarda
metal iyonlar1 elektron taginimi, ko faktor, veya yapisal bilesen olarak kullanilmaktadir.
Metal iyonlarinin belirli dozlardan fazlasi hiicreler igin toksiktir. Normal seviyeden az
alinmalar1 da hiicrede ve organizmalarda 6dnemli hasarlara neden olmaktadir. Demir,
kalsiyum ve magnezyum gibi metal iyonlarinin eksikliklerinin insan {izerine etkileri
oldukga 1yi bilinmektedir. Bu nedenle metal iyonlarimin hiicre i¢ine tasinimi da oldukca
kontrollii olarak yapilmaktadir. Canlilar metal iyonlarmin toksik dozlarina direng igin
farkli mekanizmalar gelistirmistir. Bu mekanizmalardan bazilari; metal iyonlarinin
transportunu  kisitlamak ve metal iyonlarint kimyasal olarak inaktif sekilde

depolamaktir.

Cesitli metal iyonlarinin sub-letal seviyede olduklarinda S. cerevisiae’da tireme hizina
onemli o6lgiide etki ettikleri bilinmektedir. Farkli metal iyonlariin S. cerevisiae’da gen
anlatimina etkileri oldukca kapsamli olarak incelenmistir. Metal iyonlarina karsi S.
cerevisiae’da enzimatik ve genetik diizeyde yanit olustugu gosterilmistir. Metal
iyonlarmin belirli dozlarinda uygulanmasi ile S. cerevisiae’da enzimatik yanit olarak
stiper oksit dismutaz, katalaz, glutation sentaz gibi enzimlerin aktive edildigi
bilinmektedir. Metal iyonlarmma yanit olarak genel stres yamit faktorii olarak da
transkripsiyon faktorleri Msn2/4p ve Yap faktorleri ve bunlara bagl olarak da ¢esitli
genlerin transkripsiyon seviyelerinde onemli degisiklikler oldugu gosterilmistir. S.
cerevisiae’da tireme hizin1 kontrol eden 6nemli faktorlerden birisi de glukoz transportu
ve metabolizmasidir. Bazi iyonlarin, 6rnegin kalsiyumun, glukoz transportunu ve iireme
hizin1 aktive ettigi seklinde arastirma sonuglari bulunmaktadir. Bu nedenle bu
aragtirmada bazi metal iyonlarinin glukoz transporter genlerinden HXT2’nin
transkripsiyonuna ve S. cerevisiae hiicrelerinin iireme Ozelliklerine etkileri
incelenmistir. Elde edilen sonuglar nikel ve lityum iyonlarmin HXT2 transkripsiyonunu
baskiladigim1 magnezyum ve demir iyonlarmin ise digiikk miktarda olmakla birlikte

HXT2 transkripsiyonunu aktive ettigini gostermektedir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Metal Stresinin Molekiiler Etkileri

Toksik metaller ekosisteme farkli kaynaklardan siirekli olarak salinmaktadir.
Endiistriyel atiklar, ¢evresel kirleticiler, tarimsal faaliyetler sonucu farkli metal iyonlar1
ekosistemde kontrolsiiz olarak birikmektedir ve bu metaller bir siire sonra da besin
zinciri aracilift ile ¢esitli canlilara ve insana da tasinmaktadir. Bazi metal iyonlari,
ornegin demir, ¢inko ve magnezyum biyolojik sistemlerde metabolik regiilasyon ve
canlilik faaliyetlerinin devami i¢in gereklidir. Bazi metal iyonlar: ise hiicre faaliyetleri
icin inhibe edici 6zellikleri dolayisyla olduk¢a toksiktir. Baz1 durumlarda ise biyolojik
sistemler igin gerekli olan metal iyonlarinin ortamda ve hiicrede fazla bulunmasi toksik
etki meydana getirebilir (Eide 2001). Metal iyonlarina kars1 hiicrede molekiiler seviyede

farkli yanitlar meydana gelmektedir.

Toksik metal iyonlarinin detoksiyife edilmesi i¢in farkli mikroorganizmalarda farkli
mekanizmalar gelismistir. Hiicreler metal toksisitesini durdurmak ve yasamsal
faaliyetlerine devam edebilmek i¢in Once metallerin hiicreye girisini engellemeye
yonelik mekanizmalar kullanir. Bu mekanizmanin yeterli olmamasi durumunda ise
hiicre zarindan baglayip genetik yanmita kadar ulasabilen tepki mekanizmalari
gelistirmislerdir. Metal stresine yanit mekanizmalar1 hiicrelerde meydana gelis sirasina
gore asagida 6zetlendigi sekildedir (Pocsi 2011).

1- Metal selatlayici bilesenlerin biyosentezi ve hiicre disina salgilanmasi

2- Hiicre zarindaki metal transporterlarinin inaktive edilmesi

3- Metalleri hiicre disina ve vakuol digina tasiyan iyon/metal tasiyicilarinin fazla sentezi
4- Hiicre i¢i metal selatlayict bilesiklerin fazla sentezi

5- Hiicre i¢i antioksidan savunma sisteminin aktivasyonu ve anti-oksidatif enzim
sisteminin ¢alismasi

6- Stres yanit transkripsiyon faktdrlerinin aktivasyonu ve metal stresine genetik yanit
olarak belirli genlerin aktive edilmesi ve belirli genlerde transkripsiyonun baskilanmasi

7- Metal stresine bagli olarak olusacak apoptozun ve apoptoz sinyalinin engellenmesi

olarak siralanabilir.



Metal selatlayic1 bilesikler olarak mikroorganizmalar tarafindan ortama salgilanan
maddeler oksalat ve glutatyon iceren bilesiklerdir (Wysocki ve Tamas 2010). Ayrica
biyofilm olusumunda da kullanilan ve kompleks yapili EPS (Extracellular Polimorphic
Substances) benzeri polimorfik maddeler veya musilaj denilen kompleks bilesikler de
toksik metal iyonlarinin hiicre disinda tutulmasini saglar (Paraszkiewicz ve Dlugonski
2009). Metal stresinden korunma i¢in ikinci savunma mekanizmasi da S. cerevisiae’da
iyi sekilde tanimlanmis olan metal transporterlari biyosentezinin durdurulmasidir
(Wysocki ve Tamas 2010). Hiicre igine alinan veya gegen metal iyonlar1 ise
detoksifikasyon veya vakuolde depolama seklinde inaktive edilebilirler.
Detoksifikasyon sistemi antioksidan savunma sistemi olarak da adlandirilir. Metal
iyonlarinin meydana getirdigi reaktif oksijen tiirleri glutatyon bagimli ve glutatyon
bagimsiz antioksidan savunma sistemleri ile nétralize edilebilir. Metal iyon stresine
genetik yanit olarak da stres yanit transkripsiyon faktorleri olan Msn2/4 ve Yap grubu

transkripsiyon faktorleri aktive edilir.

Metal iyonlarma ne tiir hiicresel yanit olusacagi mikroorganizmanin tiiriine, metal
iyonunun ¢esidine ve konsantrasyonuna baglidir (Wysocki ve Tamas 2010). Metal
tyonlarinin hiicre i¢ine taginimi da hiicre zarinda bulunan farkli membran transporterlari
ile yapilmaktadir (Sekil 2.1) (Wysocki ve Tamas 2010). Bazi metal ve metalloid
iyonlarinin hiicre i¢ine tasiniminda normal islevleri glukoz transportu olan hekzos
transpoter proteinlerinin (Hxtp) yer aldig: ¢esitli aragtirmalarda gosterilmistir. HXT9 ve
HXT11’in ilag direngliliginde yer aldigi, bu genlerin transkripsiyonlarinin Pdr
(Pleotropik Drug Resistance) grubu transkripsiyon faktorlerince kontrol edildigi tayin
edilmistir. HXT9 ve HXT11 genlerinin delesyonu ile S. cerevisiae hiicrelerinin belirli
ilaglara kars1t daha direngli oldugu tayin edilmistir (Nourani ve ark. 1997). Oldukga
toksik ve insan icin ayn1 zamanda dnemli bir kanserojen metalloid olan arsenik’in de
arsenik trioksit [As(OH)s] olarak S. cerevisiae hiicrelerine Hxtlp, Hxt3p, Hxtdp, Hxt5p,
Hxt7p ve Hxt9p tarafindan tasindigi bulunmustur (Liu ve ark. 2004). Bazi metal
iyonlart ise S. cerevisiae vakuolunde depolandigindan farkli vakuol membraninda

bulunan farkli metal tasiyicilari ile sitozolden vakuole tasinmaktadirlar (Sekil 2.1).



2.2. Metal Stresinin S. cerevisiae’da Etkileri

S. cerevisiae molekiiler arastirmalar i¢in iistin bir Okaryotik model organizmadir.
Sagladig1r genetik ve biyokimyasal avantajlar dolayisyla metal stresine Okaryotlarda
olusan biyokimyasal ve genetik yanitin incelenmesinde de c¢ok yaygin olarak
kullanilmistir. Metal stresine yanit olarak S. cerevisiae’da genom diizeyinde yapilan
calismada farkli metal iyonlarina kars1 genomdaki genlerin % 22’sinin en az bir metal
iyonuna kars1 transkripsiyon seviyesinde artis veya azalma oldugu yapilan ¢alismada
ortaya konulmustur. Metal stresine yanitin metal tiiriine ve metal konsantrasyonuna gore
de farklilik gosterdigi belirlenmistir (Jin ve ark. 2008). Bu ¢alismadan elde edilen sonug

Cizelge 2.1°de 6zet olarak verilmistir.
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Sekil 2.1. Farkli metal iyonlarinin S. cerevisiae hiicrelerine transportu (Wysocki ve
Tamas 2010).



Cizelge 2.1. Farkli metal iyonlarinin S. cerevisiae’da transkripsiyonel etkisi.!

Metal fyonu Metal Transkript seviesi degisen
Konsantrasyonu genlerin sayisi
(uM)
Ag 10 232
20 319
Cu 5000 247
7000
9 000 469
Cd 5 180
25 174
Hg 19 302
47 233
Zn 1 000 329
2 000 404
Cr 400 279
900
17 000 227
As 400 381
1250 762

! Metal iyon konsantrasyonlar1 %50 iireme inhibe edici konsantrasyonlar olarak uygulanmistir (Jin ve ark.
2008). Sayilar ilgili metal iyonu konsantrasyonunda transkripsiyonu degisen gen sayilaridir.



S. cerevisiae’da toksik metal iyonlarina karsi iki 6nemli yanit meydana gelmektedir.
Bunlar toksik metallerin hiicreye girisinin engellenmesi ve hiicre i¢ine alan toksik
metallerin hiicrede belirli kompartmanlarda veya sitoplazmada inaktif metal selatlar

olarak biriktirilmesidir (Wysocki ve Tamas 2010).

Demir iyonlar belirli dozda biitiin organizmalarda metabolizma i¢in gerekli olmakla
birlikte hiicre i¢ine fazla alindiginda toksik 6zellik gostermektedir (Wysocki ve Tamas
2010, Lin ve ark. 2011). Demir iyonlarinin belirli konsantrasyonlarda uygulandiginda S.
cerevisiae’da tireme hizimi arttirdign da rapor edilmistir (Du ve ark. 2012). Demir
iyonlar1 farkli hiicrelerde heme proteinlerinin yapisinda, sitokromlarda ve metallo
enzimlerde yapisal bilesen ve elektron alici/verici metal iyonu olarak yer alir (Du ve
ark. 2012). Demir ve bakir iyonlarinin toksik diizeyde bulunmasi insanda
norodejeneratif hastaliklara yol agtigida binmektedir (Rivera-Mancini ve ark. 2010).
Redoks aktif metal iyonlar1 olarak bilinen demir, bakir, krom ve kobalt gibi metal
iyonlarmin oksidatif etkisi dolayisiyla membran lipidlerinde peroksidasyon ile
bozulmaya yol a¢ip hiicrede sinyal iletim yolaklarinda bozulmaya ve insanda da bundan

dolay1 ¢esitli hastaliklara yol agtig1 da bilinmektedir (Jomova ve Valko 2011).

Cinko’nun canlilarda yaklasik 300 farkli proteinde yapisal bilesen olarak yer aldigi,
ozellikle transkripsiyon faktorlerinde ¢inko parmak (Zinc Finger) yapisi olarak bilenen
protein katlanmasini sagladigi uzun siiredir bilinmektedir. Diger taraftan, kadmiyum,
civa ve kursun gibi metallerin ise canlilar i¢in olduk¢a toksik oldugu ve hiicre i¢inde
bulunmamalar1 gerektigi de bilinmemktedir. Bu nedenle canlilarda metal iyon
dengesinin ¢ok iyi olusturulmasi, gerekli metal iyonlarindan hiicresel faaliyetleri icin
yeterince alinmasi toksik metal iyonlarmin ise detoksifiye edici hiicresel mekanizmalar

ile hiicresel islevlerden uzak tutulmasi gereklidir.

Bazi metal iyonlarmnin S. cerevisiae’da glukoz metabolizmasina etkileri daha once
yapilan bazi arastirmalar ile ortaya konulmustur. Kalsiyum iyonlarinin ortami alkali
yaparak Calcineurin tarafindan aktive edilen transkripsiyon faktérii olan Crzl

(Calcineurin-Responsive Zinc finger) Calcineurin dependent response element olarak



adlandirilan ~ 5°-GGGGCTG-3>  dizisine  spesifik  olarak  baglanip  HXT2
transkripsiyonunu aktive ettigi belirlenmistir (Ruiz ve ark. 2008). HXT2 geni
transkripsiyonuna ek olarak HXT7’nin transkripsiyonunun da Crzlp’ye bagli olarak
kalsiyum tarafindan aktive edildigi rapor edilmistir. Bu aktivasyon ortam pH’sinin
metal iyonlar1 ile arttirtlmasi sonucu protein kinaz Snfl araciligi ile gergeklestigi de

bulunmustur (Hong ve Carlson 2007, Ruiz ve ark. 2008).

2.3. S.cerevisiae’da Glukoz Transportu ve HXT Genleri

S. cerevisiae’da glukoz kullanimi ve transportunun biyokimyasal ozellikleri glukozun
metabolik etkileri olduk¢a kapsamli olarak incelenmisitir (Broach 2012). Glukoz
glikolitik yolakta metabolize edilen bir monosakkarit olmasina ek olarak hormon
molekiilii gibi de davranarak S. cerevisiae’da glukoz sinyal iletim yolaklarini aktive
eder (Broach 2012). Mikro-dizin analizleri ile yapilan ¢aligmada S. cerevisiae’da
genlerin yaklasik %30’ nun glukoz sinyali ile kontrol edildigi bulunmustur (De Risi ve
ark. 1997, Wang ve ark. 2004). Glukoz konsantrasyonuna bagli olarak S. cerevisiae
genlerinin %30’unun (yaklasik 1 800 gen) transkripsiyonunda en az iki kat kadar

azalma veya artis goriiliir.

S. cerevisiae’da glukoz kolaylastirilmis difiizyon mekanizmasiyla hiicre igine
alinmaktadir (Reifenberger ve ark. 1997). Glukoz transportu i¢in ATP kullanilmaz.
Glukoz transportu Hexose Transporter (HXT) genleri olarak adlandirilan genlerden
kodlanan membran proteinleri tarafindan yapilmaktadir. Glukoz transportunun hiicre
dongiisii asamalarina, glikolitik yolagin isleyisine ve lireme asamalarina gore de kontrol

edildigi rapor edilmistir (Tiirkel ve Bisson 1999, Santangelo 2006).

HXT genleri hem S. cerevisiae’da ve hem de diger maya tiirlerinde ¢esitlilik gosterir.
Gen duplikasyonlar1 ile ¢ogalmistir. S. cerevisiae’da Heksoz Tasiyict Gen ailesi
(Hexose Transporter Gene Family) olarak adlandirilan ve aralarinda yiiksek homoloji
oldugu belirlenen 20 gen belirlenmistir (Boles ve Hollenberg 1997). Bu genler HXT1-
HXT17, GAL2, SNF3 ve RGT2 genleridir (Kruckeberg 1996, Reifenberger ve ark. 1995,
1997). HXT genleri glukoz, fruktoz ve mannoz transportunda islevi olan transport

proteinlerini kodlar. GAL2 galaktoz transport i¢in gerekli membran proteinini kodlar.



SNF3 ve RGT2 ise ise HXT genlerine yiiksek homoloji gostermekle birlikte S.
cerevisiae hiicre membraninda bulunan glukoz sensorleridir (Boles ve Hollenberg
1997). HXT genleri arasinda ¢ok yiiksek homoloji oldugu da belirlenmistir. HXT2 ve
HXT10 arasinda DNA sekansi olarak karsilastirildiginda homoloji %72, HXT1 ve HXT4
arasinda homoloji %84’diir. HXT6 ve HXT7 arasindaki homoloji ise %99’dan daha
yiiksektir. HXT6 ve HXT7 amino asit sekansi karsilastirildiginda sadece 2 amino asit’in

farkli oldugu goriilmektedir (Reifenberger ve ark. 1995).

HXT genleri arasinda DNA seviyesinde bu kadar yliksek homoloji olmasina ragmen
transkripsiyonel kontrol mekanizmalar1 olduke¢a farklidir (Ozcan ve Johnston 1999).
HXT genlerinin transkripsiyonunu kontrol eden en 6énemli faktor glukoz konsantrasyonu
ve buna bagl olarak isleyen glukoz sinyal iletim mekanizmasidir (Ozcan ve Johnston
1999). Ortamdaki glukoz konsantrasyonuna goére HXT genleri high affinity ve low
affinity transporterlar olarak siniflandirilmaktadir. HXT1 ve HXT3 diisiik afiniteli
glukoz transporterlarint kodlamaktadir. Bu transporterlarin Km degeri 100mM’dir.
Yiiksek afiniteli glukoz transporterlari ise Km degerleri 1-1.5 olan HXT6, HXT7’dir.
HXT2 ve HXT4 ise glukoz i¢in Km degeri 10 mM olarak belirlendiginden orta afiniteli
transporterlar olarak adlandirilir (Boles ve Hollenberg 1997). Bazi kaynaklarda HXT2
ve HXT4 yiiksek afiniteli glukoz transporterlar1 olarak da verilmektedir (Reifenberger
ve ark. 1997, Ozcan ve Johnston 1999).

2.4. HXT2 Geninin Yapisal Ozellikleri

HXT2 geni tek kopya gen olarak S. cerevisiae genomunda 13. Kromozom {izerinde
bulunur. Sistematik gen adi YMRO11lw olup gen kodu S000004613’diir. Kodlama
bolgesi bu kromozomda 288 079 bg¢’den 289 704 b¢’ne kadar olan bolgede yer alir.
Kodlama bolgesi 1 626 bg’dir. HXT2 geni 541 amino asit uzunlugunda bir membran
proteini kodlar. Hxt2 proteinin (Hxt2p) molekiil agirhgi (Da): 59847,2 ve isoelektrik
noktast: 8,42°dir. Hxt2p’nin biyolojik islevi glukoz taginmasidir. Glukoz transporter
proteini olarak Hxt2p, okaryotlardaki transport proteinlerinden Major Facilitator
Superfamily (MFS) grubunda bulunan transporter proteinlerine benzerlik gdsteren

yiiksek veya orta afiniteli bir transporterdir (Kruckeberg ve Bisson 1990).



HXT2 geni transkripsyonu glukoz konsantrasyonuna bagli olarak kontrol edilir. Ureme
ortaminda yiiksek miktarda glukoz bulundugunda (%1 veya daha fazla) HXT2
transkripsiyonu  baskilanmaktadir. Bu baskilamada S. cerevisiae’da glukoz
baskilamasinda yer alan Miglp’nin yer aldigt daha Once yapilan calismalarda
gosterilmistir. Ortamda glukoz konsantrasyonu diisiik oldugunda (%0,1 veya daha az)
ise transkripsiyonu Rgt1p ile aktive edilir (Ozcan ve Johnston 1999, Ozcan ve Johnston
1995). Rgtl’in ¢ok fonksiyonlu bir transkripsiyon faktoérii oldugu, HXT2’nin
aktivasyonu i¢in de gerekli oldugu rapor edilmistir (Ozcan ve Johnston 1995). Rgtlp’ye
ek olarak HXT2 geni transkripsiyonunun glikolitik genlerin transkripsiyonunu aktive
eden Glycolysis Regulator-1 (GCR1) transkripsiyon faktorii tarafindan da aktive
edildigi gosterilmistir (Tirkel ve Bisson 1999). Gerlp’nin kontrol ettigi genlerin
promotor bdlgelerinde 5-CTTCC-3' niikleotid dizisine spesifik olarak baglandigi
bilinmektedir (Baker 1991). HXT2 geni promotor ile yapilan calismalarda da Gerlp’nin
HXT2 promotorunda bulunan 5'-CTTCC-3' dizisine baglandig1 jel mobility shift teknigi
ile gosterilmistir (Tirkel ve Bisson 1999). Bu sekilde glukoz transportu ve glikolitik
yolun isleyisi arasinda transkripsiyon seviyesinde bir koordinasyon oldugu bulunmustur

(Tiirkel ve Bisson 1999).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda HXT2 transkripsiyonunun ¢ok sayida transkripsiyon
faktorii tarafindan farkli fizyolojik sinyallere goére kontrol edildigi SGD ve
YEASTRACT veri tabanlarinda kayithdir (URL1, URL2). YEASTRACT kayitlarinda
listelenen ve HXT2 geninin ¢evresel stres sartlarinda transkripsiyonel kontroliinde yer
alan transkripsiyon faktorleri Cizelge 2.1°de listelenmistir. HXT2 geni delesyonunun S.
cerevisiae’da herhangi bir metabolik etkisi yoktur, esansiyel gen degildir. Bunun nedeni
de S. cerevisiae’da bulunan ¢ok sayida HXT geni metabolizma igin gerekli glukoz
transportunu yapabilmektedir.



Cizelge 2.2. HXT2 geni transkripsiyonunu stres sartlarinda kontrol ettigi rapor edilen
transkripsiyon faktérleri.?

Miglp Mig2p Yaplp Arrlp
Raplp Aftlp Pdrlp Pdr3p
Skolp Gtslp Msn2p Msn4p
Cinbp Yap6p Zaplp Crzl

Stres sartlarinda HXT2 transkripsiyonunu kontrol eden (aktive eden vaya baskilayan)
transkripsiyon faktorleri YEASTRACT veri tabanindan elde edilerek Cizelge 2.2°de
verilmistir (URL2). Bu transkripsiyon faktorlerinin iglevleri de kisaca SGD’den
derlenerek 6zet olarak verilmistir (URLI1). Stres sartlarinda HXT2 geni
transkripsiyonunu kontrol eden faktorlerden Mig proteinleri genel represor olarak
promotorlara baglanir ve Ssn6-Tupl ile etkileserek transkripsiyonu baskilar. Raplp S.
cerevisae’da bol bulunan ¢ok fonksiyonle bir transkripsiyon faktoriidiir, promotor
yapisina gore aktivator veya represor olarak etki eder. Skolp ise ozmotik ve oksidatif
stres sartlarinda represor olarak hedef promotorlar1 baskilar. CinSp ve Yaplp ayni
grupta yer alan transkripsiyon faktorleri olup 6zellikle oksidatif stres sartlarinda aktif
olarak represor islevi goriir. Aftlp demir iyonlar: ile aktive edilen transkripsiyonel
aktivatordiir. Gts1p’in 1s1 stresi ve sporulasyonla ilgili transkripsiyon faktorii oldugu
bilinmektedir. Pdr grubu transkripsiyon faktorleri (Pleotropic Drug Resistance) ise
coklu ilag direngliligi ile ilgili genlerin aktivasyonu ve kontrolii ile ilgili faktordiir.
Arrlp, arsenik direncliligi ile ilgili yanit i¢in gerekli genlerin aktivasyonunu saglar.
Zaplp ¢inko iyonlarina yanit olarak transkripsiyonel kontrolde yer alan transkripsiyon
faktoriidiir. Msn2p ve Msn4p ise genel stres yanit transkripsiyon faktorleridir, ¢esitli
streslere karst bir ¢ok genin transkripsiyonunu kontrol ederler. Msn2 ve Msndp

heterodimer olarak aktiftir.

2 Kaynak: URL2
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Arastirmada Kullanilan S. cerevisiae Suslar1 ve Ureme Kosullar

Bu tez aragtirmasinda kullanilan S. cerevisiae suslari EUROSCARF koleksiyonundan
saglandi. Bu S. cerevisiae suslarinin genotipleri ve stok merkezi kodlar1 Cizelge 3.1°de
verildi. Bu S. cerevisiae suslarmin genomlar1 tamamen seckanslanmistir ve Cizelge
3.1’de verilenlerin disinda mutasyon igcermedikleri bilinmektedir (Brachmann ve ark.
1998). YPD tiiplerinde stok merkezinden saglanan S. cerevisiae suslar1 6nce taze YPD
petrilerine ¢izgi ekimi yapilarak 30 °C’de tekrar iiretildi. Bu petrilerden 1,5 ml’lik
mikrofiij tiiplerine steril %20’lik gliserol tiiplerine 6rnek alinarak uzun siireli depolamak
igin -80 °C derin dondurucuda saklandi. Rutin kullanimlar ig¢in S. cerevisiae stok
petrileri +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslar1 ve 6zellikleri

Euroscarf ST Lab Kodu Genotipi ve ilgili mutasyonlar
Kodu

MAT a, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0.

Y00000  YST124 (Haploid, Yaban tip)

MAT a, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0;

Y14311  YST159 YDRA477w::kanMX4 (Asnfl mutanti)

MAT a, ura340; his3A1; leu240; metl540;

Y00569  YST242 YMLO7w::kanMX4 (Ayapl mutanti)

MAT a, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0;

Y007117  YST299 YMRO37¢::kanMX4 (Amsn2 mutanti)

S. cerevisiae suslarinin iretilmesi i¢in kullanilan besiyerlerinin igerikleri ve
hazirlanmast EK.1°de verildi. S. cerevisiae suslari rutin {ireme igin zengin besiyeri olan
YPD (Yeast Extract, Peptone, Dextrose) besiyerinde iiretildi. Transformantlar ise segici
besiyeri olarak kullanilan urasil igermeyen minimal tam besiyerinde (Sc-Ura+%?2
glukoz) iretildi (Rose ve ark. 1990). Sivi besiyerlerinde iireme igin standart {ireme

sartlar1 olan 30 °C’de calkalamali inkiibatorde 140 doniis/dakika hizda istenilen hiicre
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yogunluguna (logaritmik faz veya duragan faz) kadar iiretildi. Petrilerde iiretim ise 30

°C inkiibatorde yapildu.

3.2. HXT2-LacZ Gen Fiizyonunun Yapisi ve Transformasyonu

HXT2-lacZ gen fiizyonu daha Onceki arasgtirmalarda hazirlanmistir. Bu ekspresyon
vektoriinlin klonlanmasi ve genetik yapisi da daha dnce yayimlanmistir (Kruckeberg ve
Bisson 1990, Tiirkel ve Bisson 1999). Bu ekspresyon vektori 2uM-URAS3 temelli ¢ok
kopyali maya plazmiti olup, HXT2 geni promotor bdlgesinin 1. ATG kodonundan
baslanarak 900 b¢ uzunlugundaki promotor kismi lacZ genine eklenmis olarak bulunur.
HXT2 promotorunun bu boéliimii bu genin transkripsiyonel kontrolii i¢in gerekli olan

bolgeleri bulundurmaktadir (Kruckeberg ve Bisson 1990, Tiirkel ve Bisson 1999).

HXT2-lacZ gen flizyonunu igeren plazmit arastirmada kullanilan maya suslarina lityum
asetat-polietilen glikol yontemi ile daha 6nce agiklandigi sekilde transformasyon ile
aktarildi. Transformasyon i¢in 6nce maya suslar1 5 ml YPD ortaminda 1 gece standart
sartlarda iiretilerek on kiiltiirler elde edildi. Bu 6n kiiltirlerden 0,5 ml alinip taze 20 mi
YPD besiyerine ekim yapilarak maya hiicrelerinin standart sartlarda c¢alkalamali
inkiibatorede logaritmik agamaya kadar tiremeleri saglandi. Logaritmik asama kiiltiirleri
santrifiijde ¢oktiiriilerek maya pelletleri elde edildi. Maya hiicreleri 20 ml steril saf su ile
yikand1 ve tekrar ¢oktiriildii. Coktiiriilen maya hiicreleri 0,1 M lityum asetat ile
siispanse edilerek transformasyonda kullanilacak stok mayalar elde edildi. Bu
stoklardan 50 ul alinarak daha 6nce agiklandigr sekilde 1-3 pg plazmit DNA’s1, Herring
sperm DNA’s1, lityum asetat ve polietilen glikol kullanilarak transformasyon islemi
gerceklestirildi (Rose ve ark. 1990). Transformantlar Sc-Ura+%2 glukoz petrilerinde 30
°C’de ¢ giin tiretildi. Transformant kolonilerden 3-4 koloni segilerek taze Sc-Ura +%2
glukoz petrilerine pasaj yapilarak sivi kiiltiirlerde kullanilacak transformantlar elde

edildi. Maya transformantlarini igeren petriler deneyler siiresince +4 °C’de saklandi.
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3.3. Metal Iyon Stresinin Uygulanmasi

HXT2-lacZ gen flizyonu transformantlart ikiserli olarak 5 ml Sc-Ura+%2 glukoz
besiyerinde standart sartlarda bir gece liretilerek (yaklasik 18 saat) 6n kiiltiirler elde
edildi. Bu 6n Kkiiltiirler kullanilarak 5 ml’lik taze Sc-Ura+%2 glukoz besiyerine
baslangic ODgoo degerleri 0,1 Olacak sekilde ekim yapildi ve standart sartlarda
calkalamal1 inkiibatorde orta-logaritmik asamaya (ODggo: 0,8-1) kadar iiretildi. Bu
asamada iireme ortamina Ek.3’de verilen konsantrasyonlarda metal iyonlar1 eklenerek
(Cu*, Fe*, Ni**, zn®*, Mg*, Li**, Co*) maya kiiltiirlerini 4 saat daha iiremeleri
beklendi. Ureme siireleri sonunda maya kiiltiirleri masa iistii santrifiijde 1 600 rpm’de 4
dk coktiiriildii. Maya peletleri 1 ml’lik steril saf suda siispanse edilerek mikrosantrifiij
tiiplerine aktarildi ve bu kez 12 500 rpm’de 1 dk ¢oktiiriildii. Coken maya peletleri 200
ul lizis tampon ¢ozeltisinde siispanse edilerek maya hiicreleri 3-galaktozidaz aktiviteleri

tayin edilinceye kadar -80 °C’de depo edildi.

3.4. Beta-Galaktozidaz Aktivitelerinin Tayini

Hem normal iireme ortaminda hem de farkli metal iyonlarina maruz birakilarak iiretilip
coktiirlilen ve 200 pl lizis tampon ¢ozeltisinde siispanse edilen maya transformantlarina
permeabilizasyon i¢in stok g¢ozeltilerden 20 pl saf kloroform ve 9%0,1°lik 20 pl SDS
ilave edilip 30 sn kadar siire ile en iist hizda vorteks ile karistirildi ve hiicre lizatlar: elde
edildi. Hiicre lizatlarindaki -galaktozidaz aktivitesini tayin etmek icin deney tiiplerine
980 pl Z-buffer ve 20 ul hiicre lizati ilave edildi. Karigimi igeren deney tiipleri 2 dk 6n
inkiibasyon i¢in 30 °C’de su banyosuna birakildi. Daha sonra tiiplere 200 pl ONPG
ilave edilip baslangi¢c zamani1 kronometrede kayit edildi. Reaksiyon sar1 renk meydana
gelinceye kadar beklendi. Acik sar1 renk goriildiigiinde reaksiyon 500 pl 1 M sodyum
karbonat ilave edilerek durduruldu ve gecen zaman kayit edildi. Reaksiyon ¢ozeltileri 2

mL’lik spektrofotometre kiivetlerine aktarilip absorbanslart 420 nm dalga boyunda

oOlgiilerek kayit edildi. (Rose ve ark. 1990).

Maya transformantlarindaki B-galaktozidaz aktivitelerin lizatlardaki toplam ¢oziiniir
protein miktarina gore normalize edildi. Transformantlarin hiicre lizatlarinin toplam

protein konsantrasyonlar1 da Lowry metodu ile daha 6nce aciklandigi sekilde belirlendi
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(Lowry ve ark. 1951). B-galaktozidaz ve Lowry deneyleri i¢in kullanilan ¢ozeltilerin
hazirlanmas: da Ek.1’de verildi. B-galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg c¢oziniir
protein basina hidroliz edilen nmol ONPG olarak verildi (nmol ONPG/dakika/mg
protein). B-galaktozidaz deneyleri ii¢ tekrarli olarak yapildi. Maya transformantlari da
iki tekrarli olarak tiretildi. Bu nedenle sonuglar boliimiinde verilen aktivite degerleri en
az alt1 bagimsiz deneyin ortalamasidir. Aktivite hesaplari Ek.2’de verilen formiile gore

Excell tablolar1 hazirlanarak yapildi.
3.5. S.cerevisiae’da Metal Iyonlarinin Uremeye Etkisi

Arastirmada kullanilan metal iyonlarindan lityum ve nikel iyonlarinin HXT2 geni
transkripsiyonuna negatif etkileri belirlendiginden bu metal iyonlarinin ayrica maya
suslarinda iiremeye etkileri kalitatif olarak petri testleri ile tayin edildi. Bunun i¢in Ni*,
ve Li*" metal iyonlarini verilen konsantrasyonlarda igeren YPD petrileri hazirlandi. Bu
metal iyon petrilerine logaritmik agamada olan maya kiiltiirlerinden 1 ml’lik steril saf su
iceren mikrofiij tiiplerine 10 kat seyreltme (107, 102, 107, 10 ve 10™ seyreltme) ile
seri dillisyon tiipleri hazirlandi. Bu seyreltme serilerinden normal ve metal iyonu igeren
YPD petrilerine sirasiyla 4 pl damlatma ekimi yapildi. Petri yiizeylerinin kurumasi
beklendi ve maya petrileri 30°C’de inkiibatérede 24-48 saat iiremeye birakildi. Bekleme

siiresi sonunda maya petrileri fotograflandi, sonuglar bulgular béliimiinde verildi.
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4- BULGULAR
4.1. Farkh Metal Iyonlarii HXT2 Transkripsiyonuna Etkileri

HXT2 geni hiicreye glukoz tasinmasinda 6nemli islevi olan Hxt2p glukoz tasiyicisi
proteini kodlamaktadir. HXT2 geni transkripsiyonu, molekiiler mekanizmasi bolim
2.’de aciklandig1 sekilde glukoz sinyal iletimine bagli olarak glukoz baskilamasi
(repress kosullar) ve glukoz baskilamasinin kaldirilmasi (derepress kosullar) ile kontrol
edilmektedir. Bundan dolay1 arastirmada bu genin transkripsiyonu hem repres ve hem
de derepres kosullarda incelendi. Bu asamada logaritmik asamadaki S. cerevisiae
transformantlarina Ni*?, Cu*?,Zn*?, Fe*, Co™, MgJ'2 ve Li* iyonlar1 Cizelgede verilen
konsantrasyonlarda eklendi ve 4 saat inkiibe edilerek bu kosullarin HXT2-LacZ

transkripsiyonuna etkileri belirlendi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Repres sartlarda HXT2 geni transkripsiyonuna cesitli metal iyonlarinin
etkisi

Metal iyonlar ve uygulanan Ekspresyon Seviyeleri*+ SD
konsantrasyonlari

Normal ortam 1752 +86
100 pM Cu*? 1789 +4

0,5 mM Fe™ 1943 + 49
2,5 mM Ni*2 123943

4,4 mM Zn*? 1840+ 79
150 mM Mg*? 1 956 +6

40 mM Li*2 1152 +12
1,2 mM Co* 1722 +169

*Ekspresyon seviyesi yaban tip maya susunda (Y00000) nmol ONPG/dakika/mg
protein olarak verilmistir. + SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir.
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Normal, metal iyonu icermeyen ve %2 glukoz igeren lireme ortaminda (repres sartlar)
standart tireme sartlarinda HXT2 gen ekspresyonunun 1 752 iinite olarak tayin edildi.
Metal iyonlarin ise repres sartlarda HXT2 transkripsiyonuna metal iyon tiiriine bagl
olarak etki ettikleri goriildii. Normal ekspresyon seviyesi ile karsilastirildiginda cu*?,
Zn*? ve Co™ iyonlarinin HXT2 transkripsiyona énemli bir etkilerinin olmadigi, Fe*® ve
Mg*? iyonlarimin ise diisiik seviyede (yaklasik %10 kadar) aktivasyona yol agtigi
gorildii (Cizelge 4.1). Bu iyonlariin verilen konsantrasyonlarda iireme ortaminda
bulunmasi durumunda HXT2 geninden ortalama olarak 1 750-1 950 initelik
transkripsiyon yapildig1 goriildi (Cizelge 4.1). Nikel ve lityum iyonlarinin ise HXT2
geni transkripsiyonunu yaklasik %35 kadar baskiladigi ve bu iyonlarin iireme ortaminda
varhiginda HXT2 geni transkripsiyonunun 1 150-1 200 iinite seviyelerinde yapilabildigi
bulundu (Cizelge 4.1).

HXT2 geni transkripsiyonu glukoz baskilamasi ile kontrol edilmektedir. Metal
iyonlarinin HXT2 geni transkripsiyonuna derepres kosullardaki etkileri de incelendi. Bu
durumda metal stresinin etkilerini incelemek igin repres kosularda etkisi goriilen nikel
ve lityum iyonlar1 kullanildi. Logaritmik asamada derepres lireme kosullara aktarilan S.
cerevisiae transformantlarina nikel ve lityum iyonlari verilen konsantrasyonlarda ilave
edilerek standart kosullarda 4 saat iretildi. Derepres sartlarda nikel iyonlarmin HXT2
transkripsiyonuna onemli etkileri olmadigi goriildii. Lityum iyonlarinin ise HXT2

transkripsiyonuna diisiik seviyede baskilayici etkisi oldugu bulundu.

Cizelge 4.2. Derepres sartlarda HXT2 geni transkripsiyonuna nikel ve lityum iyonlarinin
etkileri

Metal iyonlar Ekspresyon Seviyeleri*+ SD
Normal ortam 8105+24

2,5 mM Ni*? 8172+ 254

40 mM Li* 6 989+ 556

*Ekspresyon seviyesi nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir. + SD: Standart
sapma degerlerini gostermektedir.
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4.2. Metal Iyon Stresinde Msn2p, Yaplp ve Snflp’in Etkileri

Arastirmamizda etkileri incelenen metal iyonlarindan nikel ve lityum iyonlarinin HXT2
transkripsiyonuna repres sartlarda etki ettigi bulundu. S. cerevisiae’da stres ile aktive
edilen transkripsiyon faktorleri Msn2p, Yaplp ve Snflp’dir. Snflp glukoz
baskilamasinin olmadig1 sartlarda (Derepres sartlar) aktive olan bir protein kinazdir.
Glukoz sinyaline ek olarak Snfl’in gesitli stres faktorleri tarafindan da aktive edildigi
rapor edilmistir (Hong ve Carlson, 2007). Bu nedenle nikel ve lityum iyonu tarafindan
HXT2 geni transkripsiyonunun kismen baskilanmasinda Msn2p, Yaplp ve Snflp’in
etkileri olup olmadig arastirildi. Bunun i¢in bu genlerin delesyonla yok edildigi Amsn2,
Ayapl ve Asnfl mutant suslarina HXT2-lacZ gen flizyonunu igeren ekspresyon vektorii

transform edildi.

Transformantlar glukoz baskilamasinin uygulandigr iireme ortaminda iretilerek
logaritmik agamada nikel ve lityum iyonu stresinin HXT2 geni ekspresyonuna etkileri

incelendi (Cizelge 4.3). Sonuglar yaban tip maya susu ile karsilastirildi.

Cizelge 4.3. Repres sartlarda Msn2p, Yaplp ve Snflp’in HXT2 geni transkripsiyonuna
etkileri

S. cerevisiae suslari Ekspresyon Seviyeleri*+ SD
(ilgili mutasyonlar)
Normal ortam 2,5 mM Ni*? 40 mM Li*?
YST124 (Yaban tip) 1752 + 86 1239+3 1152 +12
YST159 (Asnfl) 1260+8 1032+ 30 715+ 38
YST242 (Ayapl) 1714 +148 1234+ 63 1047 £95
YST299 (Amsn2) 1161 +20 1051+ 72 979+ 14

*Ekspresyon seviyesi nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir. + SD: Standart
sapma degerlerini gostermektedir.

17



Mutant maya suslari ile yapilan ¢alismadan elde edilen sonuglar Yapl transkripsiyon
faktoriiniin Ni*? veya Li*? iyonlarina bagli olarak meydana gelen baskilamada yer
almadigimi gosterdi. Ayapl mutant susunda metal iyonlarinin varliginda HXT2 gen
flizyonundan yapilan transkripsiyonun biiyiik oranda yaban tip maya susunda gozlenen
degerlerde gergeklestigi bulundu (Cizelge 4.3). Ayapl mutant susunda normal sartlarda
1 714 iinite olan HXT2 transkripsiyonunun, Ni*? veya Li*? iyonlari uygulanan ortamda
1 234 ve 1 047 birime azaldig1 goriildii.

Asnfl mutant susunda ise metal iyonlarinin etkisi ile HXT2 transkripsiyonunda 6nemli
miktarda baskilama oldugu bulundu. Yaban tip maya susu ile karsilastirildiginda Asnfl
mutant susunda Ni*? veya Li*? iyonlan etkisiyle HXT2 transkripsiyonunun 1 260
initeden sirasiyla, 1 032 ve 715 {initeye diistiigii bulundu. Bu sonug Asnfl mutant
susunda HXT2 transkripsiyonunun Li*? iyonlar1 etkisiyle yaban tip sus ile
karsilastirildiginda yaklasik % 38 kadar azaldigini gostermektedir. Elde edilen bu sonug
yaban tip maya susunda Li*2 iyonlar1 varliginda gergeklesen 1 152 iinitelik aktivitenin
onemli bir bolimiiniin Snfl kinaz kompleksi tarafindan gergeklestigini de
gostermektedir. Ayrica, Snfl kinazin HXT2 transkripsiyonunun bazal seviyede
gerceklesmesi iginde gerekli oldugu tayin edildi. Yaban tip maya susunda normal
sartlarda 1 752 {inite olarak gerc¢eklesen HXT2 transkripsiyonun Asnfl mutantinda
normal sartlarda 500 tnitelik azalma ile 1 260 {inite olarak Gl¢iilmesi normal sartlarda
Snfl protein kinazinin HXTZ2 transkripsiyonu i¢in gerekli oldugunu gostermektedir

(Cizelge 4.3).

Msn2p stres ile aktive edilen bir protein kinazdir (Morano ve ark. 2012). Bu ¢alismada
HXT2 geni transkripsiyonunun normal sartlarda transkripsiyonu i¢in de Msn2’nin
gerekli oldugu goriilmektedir. Yaban tip maya susunda normal sartlarda (metal iyon
stresi olmayan sartlar) 1 752 iinite olarak olgiilen HXT2 transkripsiyonunun Amsn2
mutant susunda %34 azalma ile 1 161 inite olarak gerceklesmektedir (Cizelge 4.3).
Amsn2 mutant susunda iireme ortamina Ni*? veya Li*? stresinin uygulanmasi ile HXT2
geni transkripsiyonunda onemli bir degisiklik olmadigi da goriilmektedir ve HXT2
transkripsiyonunun Ni*? veya Li*? iyonlarinin varliginda da yaklasik olarak ayni

miktarda (yaklasik 1 000 iinite) gerceklestigi bulunmustur (Cizelge 4.3).
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4.3. Metal Iyonlarinin Uremeye Etkisi

Yukaridaki boliimlerde agiklandigi sekilde yapilan arastirmamizda lityum ve nikel
iyonlarinin HXT2 transkripsiyonuna negatif yonde etki ettikleri gosterildi. Bu asamada
bu metal iyonlarinin aragtirmada kullanilan yaban tip ve mutant S. cerevisiae suslarinin
tiremesine etkileri Kalitatif olarak petri testleri ile incelendi. Bunun igin maya suslar1 sivi
YPD ortaminda logaritmik asamaya kadar standart sartlarda iiretildi. Maya hiicrelerinin
steril distile suda 107-10® kat seyreltmeleri yapildi. Seri seyreltmeler ile hazirlanan
maya hiicreleri slispansiyonlarindan zengin besiyeri ortam1 olan normal YPD petrilerine
ve nikel veya lityum iyonlart iceren YPD petrilerine 4 pl damla ekimi yapildi. Ekim
yapilan petriler 30 °C’de 2 giin bekletilerek sonuglar fotograflandi. Normal {ireme
ortaminda yaban tip ve mutant S. cerevisiae hiicreleri arasinda tireme hizlar agisindan
herhangi bir fark olmadigi, arastirmada kullanilan maya suslarinin yaklasik olarak ayni
hizda tiredigi, bu nedenle ayni siirede ayni biiyliklikkte maya kolonileri olusturduklari

ooriildii (Sekil 4.1).

Nikel iyonlarmin ise normal ortamda liremeye gore biitlin maya suslarinda iiremeye
olumsuz etkisi oldugu gériildii. Ozellikle Asnfl (YST159) mutant susunun nikel iyonlari
iceren lireme ortaminda iiremesinin ¢ok yavasladigi, goriildi (Sekil 4.2). Yaban tip sus
ile Asnfl (YST159) susunun normal ortamdaki tireme durumu karsilastirildiginda nikel
iyonlarmin Asnfl mutantinda tiremeyi inhibe ettigi tayin edildi. Nikel iyonlarmin Amsn2
(YST299) mutant susunda da liremeye etki ettigi ve bu susun iiremesini yaban tip sus ile

karsilastirildiginda yavaslattigi belirlendi (Sekil 4.2).
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YST124

YST159

YST242

YST299

Sekil 4.1. Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslarinin normal ortamda iireme
durumlari. (YST124 yaban tip; YST159 Asnfl; YST242 Ayapl, YST299 Amsn2 mutant
suslarini gostermektedir). Seyreltmeler logaritmik asamadaki kiilterlerden 107, 102, 10°
3 10" ve 107 olacak sekilde hazirlanmistir.

YSTI124

YST159

YST242

YST299

Sekil 4.2. Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslarinin nikel iyonlar1 igeren ortamda
tireme durumlari. Seyreltmeler logaritmik asamadaki kiilterlerden 10'1, 10“2, 10'3, 10 ve
107 olacak sekilde hazirlanmustir.



HXT2 transkripsiyonuna negatif yonde etki eden diger bir metal iyonu ise lityumdur. Bu
nedenle lityum iyonunun da arastirmada kullanilan maya suslarinda iireme durumuna
etkileri Kkalitatif olarak petri testi ile incelendi. Lityum iyonu igeren petrilerde
arastirmada kullanilan maya suslarinin tireme durumlarinin normal ortama gore daha
yavas gerceklestigi belirlendi (Sekil 4.3). Seri seyreltmeler incelendiginde 107
seyreltmede iireyen kolonilerin normal ortama gore daha yavas gelistigi goriilmektedir
(Sekil 4.3). Ayrica, lityum iyonunun etkilerinin maya suslart arasinda farklilik

gostermedigi de acikca goriilmektedir.

YST124

YST159

YST242

YST299

Sekil 4.3. Aragtirmada kullanilan S. cerevisiae suslarinin lityum iyonlar1 iceren ortamda
tireme durumlar1. Seyreltmeler logaritmik asamadaki kiilterlerden 10'1, 10'2, 10'3, 10 ve
107 olacak sekilde hazirlanmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Biyosferde bulunan metal iyonlar1 hiicresel faaliyetler i¢in gerekli oldugu kadar belirli
dozlarda hiicreye alindiginda sitotoksik ve genotoksik etki de gostermektedirler.
Metallerin toksik etkilerine karsi hiicreler c¢esitli detoksifikasyon mekanizmalari
gelistirmistir (Pocsi 2011). Metal stresine karsi olusan 6nemli hiicresel yanitlardan birisi
de transkriptom diizeyinde olan yanittir. Cesitli metal iyonlar ile yapilan ¢alismada S.
cerevisiae’da ¢ok sayida genin metal stres adaptasyonu ve metal detoksifikasyonu igin

gerekli oldugu bulunmustur (Jin ve ark. 2008).

S. cerevisiae’da glukozun tireme ortamindan hiicre i¢ine taginmast HXT genleri
tarafindan kodlanan ve kolaylastirilmis diflizyon mekanizmasi ile c¢alisan Hxtp’ler
tarafindan gerceklestirilmektedir. S. cerevisiae‘da yirmi c¢esit HXT geni genetik olarak
tanimlanmistir ve her bir HXT geninin kontrol mekanizmalar1 da ayrintili olarak

incelenmistir (Boles ve Hollenberg 1997, Ozcan ve Jonhston 1999).

HXT genleri tarafindan kodlanan bazi Hxt transporterlarinin normal islevleri olan
glukoz transportuna ek olarak bazi metal iyonlarinin transportu i¢in de islev gordiigi
bulunmustur. HXT1, HXT3, HXT4, HXT5 ve HXT7’nin arsenik transportu igin
kullanildigr bilinmektedir (Liu ve ark. 2004). Farkli metal iyonlarina karsi (giimiis,
arsenik, kadmium, krom, bakir, civa ve ¢inko) S. cerevisiae genomu isleyisinde
meydana gelen degisikliklerin incelendigi aragtirmada HXT2, HXT4, HXT6 ve HXT7
genleri transkripsiyonunda 6nemli miktarda azalma oldugu (en az iki kat) mikro dizi
analizi ile belirlenmistir (Jin ve ark. 2008). Bu arastirmada lityum ve nikel iyonlar
kullanilmamustir. Bu tez arastirmasinda HXT2 promotor fiizyonu ile yapilan ¢alismada
nikel ve lityum iyonlarinin HXT2 geni transkripsiyponunu yaklasik olarak %30 kadar
baskiladigi bulunmustur. Calismamizda metal stresi etkisinin daha 6nce gesitli metal
iyonlart i¢in rapor edilen seviyeden daha diisiik olmasi iki arastirmada transkript 6l¢iimii
icin farkli metodlarin kullanilmis olmasindan kaynaklanabilir. Jin ve ark. (2008)
yayimladiklar1 ¢alismada metal iyonlarmin S. cerevisiae transkriptomuna etkilerini
mikro-dizin (micro array) teknigi ile analizi etmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise HXT2-

lacZ gen flizyonu kullanilmistir. HXT2-lacZ gen flizyonunun ¢ok kopyali plazmitten
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transkribe edilmis olmasi ve/veya Hxt2-lacZ hibrid mRNA’sinin sitoplazmik yari
Omriiniin normal, kromozomal HXT2 geni mRNA’simna goére fakli olmasi bizim
yaptigimiz Olglimlerde daha diisiik seviyede etki goriilmesine yol a¢gmis olabilir.
Bununla birlikte mikro-dizin analizi ile yapilan ¢alisma bizim HXT2-lacZ gen flizyonu
ile yaptigimiz ¢aligmay1 destekler niteliktedir. Ayrica, Jin ve ark. (2008) tarafindan
yapilan arastirmada tireme ortami olarak zengin ortam (YPD) ve S. cerevisiae BY4743
diploid maya susu kullanilmistir. Bu arastirmada metal iyonlarinin diploid S. cerevisiae
susu iireme hizina etkileri ise incelenmemistir. Bu tez arastirmasinda yapilan ¢aligsmalar
ise sentetik tam {ireme ortam1 ve haploid S. cerevisiae susu kullanilmigtir. Magnezyum
ve demir iyonlari ise arastirmamizda uygulanan sartlarda HXT2 geni transkripsiyonunda
yaklasik %10 kadar aktivasyona yol agmustir. Kalsiyum iyonlarmim HXT2 geni
transkripsiyonunu 6nemli derecede aktive ettigi daha once rapor edilmistir (Ruiz ve ark.
2008). Kalsiyuma benzer 6zellikler gdstermesine ragmen magnezyum iyonlarinin HXT2
geni transkripsiyonunu beklenen seviyede aktive etmedigi de goriilmiistiir. Kalsiyum
iyonlariin HXT2 geni transkripsiyonunu yaklasik on kat aktive ettigi bilinmektedir
(Ruiz ve ark. 2008).

Metal iyonlarmin S. cerevisiae’da oksidatif stres olusturdugu, bu strese yanit olarak da
S. cerevisie’da stres yanit transkripsiyon faktorleri olan Msn2p, Msndp ve Yaplp’nin
aktive edilerek oksidatif stres ile kontrol edilen hedef genlerin transkripsiyonlarini
kontrol ettigi rapor edilmektedir (Morano ve ark. 2012). Ayrica, ¢ok fonksiyonlu bir
cesit protein kinaz olan Snflp’nin de stres ile aktive edildigi daha once yapilan
caligmalar ile agiklanmistir (Hong ve Carlson 2007). Bu arastirmada metal stresinde
HXT2 transkripsiyonunun bu faktorlere bagl olarak kontrol edilip edilmedigi de mutant
S. cerevisiae suslart kullanilarak incelendi. Nikel ve lityum stresi uygulandiginda YAP1
geni delesyonu olan S. cerevisiae susunda HXT2 geni transkripsiyonunun normal, yaban
tip susta goriilen sekilde yanit olustugu bulundu. Bu sonug¢ Yaplp’nin aragtirmamizda
uygulanan deneysel sartlarda HXT2 geni transkripsiyonunda yer almadigim
gostermektedir. Msn2p ve Snflp’nin ise bazal seviyede HXT2 transkripsiyonu igin

gerekli oldugu goriilmiistiir.
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Lityum ve nikel iyonlarinin ve arastirmada kullanilan S. cerevisiae BY4741 susu, Asnfl,
Amsn2 ve Ayapl mutant suslarinin treme Ozelliklerine etkileri petri testi ile
incelenmistir. Lityum iyonlarinin arastirmamizda uygulanan konsantrasyonu ile genel
olarak yaban tip ve mutant S. cerevisiae suslarinda liremeyi yavaslattigi goriilmiistiir.
Lityum iyonlar1 polietilen glikol ile birlikte S. cerevisiae suslarmma plazmit
transformasyonu i¢in kullanilmaktadir. Lityum iyonlarnin hiicre duvar1 ve hiicre
zarinda porlar olusturdugu, pozitif yiiklii olmas1 dolayisiyla negatif yiikli DNA’ya
baglanarak transformasyon igin gerekli oldugu bilinmektedir. Uremeyi yavaslatic1 etkisi
dolayisiyla lityum iyonlarinin transformasyon ortamindan uzaklastirilmis olmasi
gerekir. Nikel iyonlarinin ise arastirmada uygulanan dozda yaban tip, Amsn2 ve Ayapl
mutant suslarinda tireme hizinda azalmaya yol actigi, Asnfl mutant susunda ise 6nemli
derecede tiremeyi engelledigi goriilmektedir. Bu sonug nikel stresine yanit i¢in protein

kinaz Snflp’nin gerekli oldugunu gostermektedir.
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EKLER

EK 1: Besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1:YPD (Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz)

S. cerevisiae i¢in iireme ortami olarak kullanilan zengin, tam besiyeridir.

Once 10 gram/litre Yeast Ekstrakt, 20 gram/litre Pepton saf suda ¢oziilerek hazirlandi.
YPD petrilerini hazirlamak icin sivi besiyerine 20 gram/litre olacak sekilde agar agar
eklendi ve 121°C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.

Ureme ortamma ilave etmek igin glukoz %20’lik stok ¢ozelti halinde hazirlandi,
121°C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. Glukoz otoklav isleminden sonra iireme

ortamina son konsantrasyonu %2 olacak sekilde ilave edildi.

2: Sentetik tam —Urasil Ureme Ortam (Sc-Ura)

Maya transformantlarini petrilerde veya sivi besiyerinde iiretebilmek igin segici besiyeri
olarak kullanildi

1.7 gram/litre Yeast Nitrogen Base (YNB), 5 gram/litre Amonyum siilfat saf suda
coziilerek otoklavda steril edildi. Otoklav islemi sonrast 1.92 gram/litre urasil
icermeyen amino asit karisimi (SC-Ura) (Sigma Y-1501) filtre ile steril edilerek ortama
ilave edildi. Kat1 besiyerleri i¢in son konsantrasyonu 20 gram/litre olacak sekilde agar
agar ilave edildi, 121°C’de 25 dakika siireyle olarak otoklavda sterilize edildi. Glukoz
%20’1ik steril stok ¢ozeltiden deneylerde agiklanan konsantrasyonlarda kullanimdan

hemen oOnce ilave edildi.

3: Lityum Asetat Cozeltileri (1M ve 0,1M)

Bu ¢ozelti HXT2-lacZ gen fiizyonu plazmitini S. cerevisiae hiicrelerine transformasyon
yapmak i¢in kullanildi. Lityum asetat (FW: 102,02) son konsantrasyonu 1M olacak
sekilde 0,45 pum por ¢apl disk filtre ile steril edilerek hazirlandi, oda sicakliginda depo
edildi. 0,1M lityum asetat ise transformasyon isleminden hemen 6nce stok ¢ozeltiden

seyreltilerek taze olarak hazirlandi.
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4: Polietilen Gilikol (%50 PEG)

S. cerevisiae hiicrelerinin transformasyonu i¢in kullanildi.  Polietilen Glikol (PEG)
(FW: 3,350) saf suda %50’lik stok ¢ozelti olarak hazirlandi, 121°C’de 25 dakika
otoklavda steril edildi.

5: SDS (%0,1) ve Kloroform ¢ozeltileri

SDS ve kloroform S. cerevisiae transformantlarini ¢Oktiirme isleminden sonra
permeabilize edip hiicre lizatlarin1 elde etmek ic¢in kullanildi. SDS steril saf suda
%0,1’lik stok ¢oOzelti olarak hazirlandi. Kloroform ise direk olarak stok ¢ozeltiden

herhangi bir seyreltme yapilmadan kullanildi.

6: Lizis tampon c¢ozeltisi

S. cerevisiae transformantlarini siispanse etmek ve lizat elde etmek igin kullanildu.

Lizis Tampon Cozeltisi (Break Buffer) Icerigi:

100 mM Tris.HCI (pH: 8)

1 mM 1,4-Dithio-DL-threitol (DTT)

%20 Gliserol

4 mM Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF).

Cozelti verilen maddeler son konsantrasyonlar1 yukarida olacak sekilde steril distile su

ile hazirland1 ve +4°C’de sakland:.

7: B-Galaktozidaz tampon ¢ozeltisi (Z Buffer)

Maya transformantlarinda [3-galaktosidaz enzimatik aktivitesini tayin etmek i¢in tampon
¢Ozelti olarak kullanildi.

Cozelti icerigi asagidaki gibidir:

60 mM Na,HPO,.7H,0,

40 mM NaH,PO4.H,0,

10 mM KCl,

1 mM MgSO,.7H,0

50 mM B-Merkepto-etanol ¢ozeltisi

Cozelti steril saf su ile hazirlandi ve +4°C’de saklandi.
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8: Lowry Cozeltileri
S. cerevisiae hiicre lizatlarindaki protein konsantrasyonlarini tayin etmek igin kullanildu.

Cozeltilerin bilesimi ve hazirlanmast:

I: Lowry A c¢ozeltisi: 20g Na,CO3 ve 4g NaOH toplam hacim 1 litre olacak sekilde

distile suda ¢oziildii, stok ¢ozelti olarak oda sicakliginda depo edildi.

I: Lowry-Bl ¢ozeltisi: 1 gram CuSQ, toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile suda
¢ozildi, stok ¢ozelti olarak +4 °C de depo edildi.

I11: Lowry-B2 ¢ézeltisi: 2 gram Sodyum potasyum tartarat toplam hacim 100 ml olacak
sekilde distile suda ¢6ziildii, stok ¢6zelti olarak +4 °Cde depo edildi.

IV: Lowry-C c¢ozeltisi: Her deneyde taze olarak yukarida verilen Lowry-A, Lowry-Bl

ve Lowry-B2 stok ¢ozeltilerden hazirlandi:
Lowry-C ¢6zeltisinin hazirlanmasi:
24,5 ml Lowry A,
250 pl Lowry B1,

250 ul Lowry B2, karistirildi ve taze olarak kullanildu.
9: ONPG (O-Nitrofenil p-D-Galaktopiranozid)

ONPG (Sigma N1127) son konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde Z-tampon ¢ozeltisi

iginde hazirlandi. +4°C’de saklandi.
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EK 2: B- Galaktozidaz aktivitesi hesaplanmasi

HXT2-lacZ gen flizyonlarini igeren S. cerevisiae transformantlarindan elde edilen hiicre

lizatlarindan Slgiilen -galaktozidaz aktivitesi asagida verilen formiile gore hesaplandi.

Aktivite: (ODgz0x 1.7/0.0045)/(txVxP)
ODyy0: Sar1 rengin absorbansi
1.7: Sar1 rengin bulundugu tiipiin hacmi (980ul Z buffer, 20pl lizat, 200pul ONPG, 500
ul NaCOs;)
0,0045: ONPG’nin molar absorbsiyon katsayisi
t: B-galaktozidaz reaksiyon siiresi (dakika)
V: B-Galaktozidaz 6l¢iimiinde kullanilan hiicre lizat1 hacmi (ml)
P: Hiicre lizatlarinin protein konsantrasyonlari (mg/ml)
B-Galaktozidaz aktivitesi biririmi: Dakikada 1 mg protein tarafindan hidroliz

edilen nmol ONPG (nmol ONPG/dk/ mg protein) cinsinden verilmistir
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EK 3: Arastirmada Kullanilan Metal iyonlarimin Hazirlanmasi

Aragtirmada metal iyon stresi uygulamak i¢in asagida verilen metal iyonlar1 kullanildi.
Metal iyonlarinin stok ¢ozeltileri 0,45 uM c¢aph disk filtre ile steril edilerek steril stok
¢ozeltileri hazirlandi. S. cerevisiae iireme ortamina daha 6nce Schmidt ve ark. (2009)

tarafindan aciklanan konsantrasyonlarda ilave edildi.

a-) Cu®* (CuS04.5H,0, FW: 249,69)

Son konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde kullanildi. Stok: 20 mM’dir. 0,125 gr
CuS04.5H,0, 25 ml dH,0’da ¢oziildii. Bu 20 mM’lik stoktan 5 mI’lik kiiltiirler i¢in 25
ul eklendi ve 4 saat inkiibe edildi.

b-) Fe** (Fex(S04)s.H,0, Fw: 399,88)
Son konsantrasyonu 0,5 mM olacak sekilde kullanildi. Stok: 50 mM’dir. 0.5 gr
Fe,(SO4)3, 25 ml dH,O’da ¢oziilldi. Bu 50 mM stoktan 5 ml’lik kiiltiirlere 50 pl

eklendi.

c-) Ni*? (NiSO4.6H,0, FW: 262,86)

Son konsantrasyonu 2,5 mM olarak kullanildi. Stok: 100 mM’dir. Stok hazirlanmasi
icin 0,669 NiSO4.6H,0, 25 ml dH,O’da ¢oziildii. Bu 100 mM’lik stoktan 5 ml’lik
kiiltirlere 125 pl eklendi ve standart sartlarda 4 saat beklendi.

d-) Zn*? (ZnCl,, FW: 136,3)

Son konsantrasyonu 4,4 mM olacak sekilde kullanildi. Stok: 100 mM’dir. Stok Zn
¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0,34 gr ZnCl, 25 ml dH,0’da ¢6ziildii. Bu 100 mM’lik stoktan
5 ml’lik kiiltiirlere 220 pl eklendi ve standart sartlarda 4 saat beklendi.

e-) Mg*? (MgCl,.6H,0, FW: 203,31)

Son konsantrasyonu 150 mM olarak kullanildi. Stok: 1,5 M’dir. 1,5 M stok hazirlamak
igin 7,6 gr MgCl,, 25 ml dH,0O’da ¢o6ziildii. Bu 1,5 M stoktan 5 ml’lik kiiltiirlere 500 pl

eklendi ve 4 saat beklendi.
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f-) Li*? (CH3COO.Li.2H,0, FW: 101,01)
Lityum asetat 2,55 gr alinip 25 ml dH,O’da ¢6ziildii ve 1 M stok ¢ozelti hazirlandi. Son
konsantrasyonu 40 mM olarak kullanildi. 1 M lityum asetat stoktan 5 ml’lik kiiltiirler

i¢in 200 pl kullanildi ve 4 saat beklendi.

g-) Co*? (CoS04.H,0, FW: 281,1)

Kobalt siilfat son konsantrasyonu 1,2 mM olarak kullanildi. Stok: 100 mM’dir. 100 mM
stok hazirlamak i¢in 0,7 gr CoSO,4 25ml dH,0’da ¢6ziildii. Bu stoktan 5 ml’lik kiiltiirler
icin 60 ul eklendi.
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