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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

SACCHAROMYCES CEREVİSİAE’DA ÇEġĠTLĠ METAL ĠYONLARININ HXT2 

GENĠ TRANSKRĠPSĠYONUNA VE ÇOĞALMA ÖZELLĠKLERĠNE ETKĠLERĠNĠN 

ĠNCELENMESĠ 
 

 

Sinem ANGIN 

 

Uludağ Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

 

DanıĢman: Prof. Dr. Sezai TÜRKEL 

 

ÇeĢitli metal iyonları hücresel faaliyetlerin gerçekleĢtirilebilmesi için gereklidir. 

Bununla birlikte, metal iyonlarının hücrelere fazla alınması veya toksik metal 

iyonlarının hücreye taĢınması çok çeĢitli hücresel faaliyetleri engelleyebilir, sitotoksik 

ve genotoksik etkiler de gösterebilir. Hücrelere glukoz taĢınması glukoz taĢıyıcı 

membran proteinleri ile yapılır. Glukoz transportunun engellenmesi de hücreler için 

gerekli olan ATP, enerji ve çeĢitli metabolitlerin üretimini de azaltmakta veya tamamen 

engellemektedir. Bu araĢtırmada bakır, demir, nikel, çinko, magnezyum, lityum ve 

kadmiyumun S. cerevisiae hücrelerinde üreme özelliklerine ve HXT2 geni 

transkripsiyonuna etkileri incelendi. Metal iyonları çözünür bileĢikler olarak letal 

seviyenin çok altında olan konsantrasyonlarda, logaritmik aĢamadaki maya kültürlerinin 

üreme ortamına eklendi. Bu araĢtırmada elde edilen sonuçlar nikel ve lityum iyonlarının 

HXT2 geni transkripsiyonunu baskıladığını göstermektedir. Bu metal iyonlarının glukoz 

repres Ģartlarda HXT2 transkripsiyonunda yaklaĢık %30 kadar azalmaya neden olduğu 

tayin edildi. Buna karĢın, magnezyum ve demir iyonlarının ise HXT2 transkripsiyonunu 

düĢük seviyede aktive ettiği belirlendi. HXT2 geni transkripsiyonunun metal iyonları ile 

kontrolünde stres ile aktive edilen transkripsiyon faktörleri olan Msn2p ve Yap1p’nin 

herhangi bir iĢlevi olmadığı da gösterildi. Msn2p’nin HXT2 transkripsiyonu için normal 

Ģartlarda gerekli olduğu, stres yanıtı için ise gerekli olmadığı tayin edildi. HXT2’nin 

metal stresi ile kontrolü için çok fonksiyonlu ve genel bir protein kinaz olan Snf1p’nin 

gerekli olduğu belirlendi.  

 

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

Glukoz sinyali. 
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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 Yap1p 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 Snf1p 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. GĠRĠġ 

Bazı metal iyonları bütün organizmaların metabolizmaları için gereklidir. Canlılarda 

metal iyonları elektron taĢınımı, ko faktör, veya yapısal bileĢen olarak kullanılmaktadır. 

Metal iyonlarının belirli dozlardan fazlası hücreler için toksiktir. Normal seviyeden az 

alınmaları da hücrede ve organizmalarda önemli hasarlara neden olmaktadır. Demir, 

kalsiyum ve magnezyum gibi metal iyonlarının eksikliklerinin insan üzerine etkileri 

oldukça iyi bilinmektedir. Bu nedenle metal iyonlarının hücre içine taĢınımı da oldukça 

kontrollü olarak yapılmaktadır. Canlılar metal iyonlarının toksik dozlarına direnç için 

farklı mekanizmalar geliĢtirmiĢtir. Bu mekanizmalardan bazıları; metal iyonlarının 

transportunu kısıtlamak ve metal iyonlarını kimyasal olarak inaktif Ģekilde 

depolamaktır.  

 

ÇeĢitli metal iyonlarının sub-letal seviyede olduklarında S. cerevisiae’da üreme hızına 

önemli ölçüde etki ettikleri bilinmektedir. Farklı metal iyonlarının S. cerevisiae’da gen 

anlatımına etkileri oldukça kapsamlı olarak incelenmiĢtir. Metal iyonlarına karĢı S. 

cerevisiae’da enzimatik ve genetik düzeyde yanıt oluĢtuğu gösterilmiĢtir. Metal 

iyonlarının belirli dozlarında uygulanması ile S. cerevisiae’da enzimatik yanıt olarak 

süper oksit dismutaz, katalaz, glutation sentaz gibi enzimlerin aktive edildiği 

bilinmektedir. Metal iyonlarına yanıt olarak genel stres yanıt faktörü olarak da 

transkripsiyon faktörleri Msn2/4p ve Yap faktörleri ve bunlara bağlı olarak da çeĢitli 

genlerin transkripsiyon seviyelerinde önemli değiĢiklikler olduğu gösterilmiĢtir. S. 

cerevisiae’da üreme hızını kontrol eden önemli faktörlerden birisi de glukoz transportu 

ve metabolizmasıdır. Bazı iyonların, örneğin kalsiyumun, glukoz transportunu ve üreme 

hızını aktive ettiği Ģeklinde araĢtırma sonuçları bulunmaktadır. Bu nedenle bu 

araĢtırmada bazı metal iyonlarının glukoz transporter genlerinden HXT2’nin 

transkripsiyonuna ve S. cerevisiae hücrelerinin üreme özelliklerine etkileri 

incelenmiĢtir. Elde edilen sonuçlar nikel ve lityum iyonlarının HXT2 transkripsiyonunu 

baskıladığını magnezyum ve demir iyonlarının ise düĢük miktarda olmakla birlikte 

HXT2 transkripsiyonunu aktive ettiğini göstermektedir.  
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

 

2.1. Metal Stresinin Moleküler Etkileri  

 

Toksik metaller ekosisteme farklı kaynaklardan sürekli olarak salınmaktadır. 

Endüstriyel atıklar, çevresel kirleticiler, tarımsal faaliyetler sonucu farklı metal iyonları 

ekosistemde kontrolsüz olarak birikmektedir ve bu metaller bir süre sonra da besin 

zinciri aracılığı ile çeĢitli canlılara ve insana da taĢınmaktadır. Bazı metal iyonları, 

örneğin demir, çinko ve magnezyum biyolojik sistemlerde metabolik regülasyon ve 

canlılık faaliyetlerinin devamı için gereklidir. Bazı metal iyonları ise hücre faaliyetleri 

için inhibe edici özellikleri dolayısyla oldukça toksiktir. Bazı durumlarda ise biyolojik 

sistemler için gerekli olan metal iyonlarının ortamda ve hücrede fazla bulunması toksik 

etki meydana getirebilir (Eide 2001). Metal iyonlarına karĢı hücrede moleküler seviyede 

farklı yanıtlar meydana gelmektedir.  

 

Toksik metal iyonlarının detoksiyife edilmesi için farklı mikroorganizmalarda farklı 

mekanizmalar geliĢmiĢtir. Hücreler metal toksisitesini durdurmak ve yaĢamsal 

faaliyetlerine devam edebilmek için önce metallerin hücreye giriĢini engellemeye 

yönelik mekanizmalar kullanır. Bu mekanizmanın yeterli olmaması durumunda ise 

hücre zarından baĢlayıp genetik yanıta kadar ulaĢabilen tepki mekanizmaları 

geliĢtirmiĢlerdir. Metal stresine yanıt mekanizmaları hücrelerde meydana geliĢ sırasına 

göre aĢağıda özetlendiği Ģekildedir (Pocsi 2011).  

1- Metal Ģelatlayıcı bileĢenlerin biyosentezi ve hücre dıĢına salgılanması 

2- Hücre zarındaki metal transporterlarının inaktive edilmesi 

3- Metalleri hücre dıĢına ve vakuol dıĢına taĢıyan iyon/metal taĢıyıcılarının fazla sentezi 

4- Hücre içi metal Ģelatlayıcı bileĢiklerin fazla sentezi 

5- Hücre içi antioksidan savunma sisteminin aktivasyonu ve anti-oksidatif enzim 

sisteminin çalıĢması 

6- Stres yanıt transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonu ve metal stresine genetik yanıt 

olarak belirli genlerin aktive edilmesi ve belirli genlerde transkripsiyonun baskılanması 

7- Metal stresine bağlı olarak oluĢacak apoptozun ve apoptoz sinyalinin engellenmesi 

olarak sıralanabilir.  
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Metal Ģelatlayıcı bileĢikler olarak mikroorganizmalar tarafından ortama salgılanan 

maddeler oksalat ve glutatyon içeren bileĢiklerdir (Wysocki ve Tamas 2010). Ayrıca 

biyofilm oluĢumunda da kullanılan ve kompleks yapılı EPS (Extracellular Polimorphic 

Substances) benzeri polimorfik maddeler veya musilaj denilen kompleks bileĢikler de 

toksik metal iyonlarının hücre dıĢında tutulmasını sağlar (Paraszkiewicz ve Dlugonski 

2009). Metal stresinden korunma için ikinci savunma mekanizması da S. cerevisiae’da 

iyi Ģekilde tanımlanmıĢ olan metal transporterları biyosentezinin durdurulmasıdır 

(Wysocki ve Tamas 2010). Hücre içine alınan veya geçen metal iyonları ise 

detoksifikasyon veya vakuolde depolama Ģeklinde inaktive edilebilirler. 

Detoksifikasyon sistemi antioksidan savunma sistemi olarak da adlandırılır. Metal 

iyonlarının meydana getirdiği reaktif oksijen türleri glutatyon bağımlı ve glutatyon 

bağımsız antioksidan savunma sistemleri ile nötralize edilebilir. Metal iyon stresine 

genetik yanıt olarak da stres yanıt transkripsiyon faktörleri olan Msn2/4 ve Yap grubu 

transkripsiyon faktörleri aktive edilir.  

 

Metal iyonlarına ne tür hücresel yanıt oluĢacağı mikroorganizmanın türüne, metal 

iyonunun çeĢidine ve konsantrasyonuna bağlıdır (Wysocki ve Tamas 2010). Metal 

iyonlarının hücre içine taĢınımı da hücre zarında bulunan farklı membran transporterları 

ile yapılmaktadır (ġekil 2.1) (Wysocki ve Tamas 2010). Bazı metal ve metalloid 

iyonlarının hücre içine taĢınımında normal iĢlevleri glukoz transportu olan hekzos 

transpoter proteinlerinin (Hxtp) yer aldığı çeĢitli araĢtırmalarda gösterilmiĢtir. HXT9 ve 

HXT11’in ilaç dirençliliğinde yer aldığı, bu genlerin transkripsiyonlarının Pdr 

(Pleotropik Drug Resistance) grubu transkripsiyon faktörlerince kontrol edildiği tayin 

edilmiĢtir. HXT9 ve HXT11 genlerinin delesyonu ile S. cerevisiae hücrelerinin belirli 

ilaçlara karĢı daha dirençli olduğu tayin edilmiĢtir (Nourani ve ark. 1997). Oldukça 

toksik ve insan için aynı zamanda önemli bir kanserojen metalloid olan arsenik’in de 

arsenik trioksit [As(OH)3] olarak S. cerevisiae hücrelerine Hxt1p, Hxt3p, Hxt4p, Hxt5p, 

Hxt7p ve Hxt9p tarafından taĢındığı bulunmuĢtur (Liu ve ark. 2004). Bazı metal 

iyonları ise S. cerevisiae vakuolunde depolandığından farklı vakuol membranında 

bulunan farklı metal taĢıyıcıları ile sitozolden vakuole taĢınmaktadırlar (ġekil 2.1). 
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2.2. Metal Stresinin S. cerevisiae’da Etkileri  

 

S. cerevisiae moleküler araĢtırmalar için üstün bir ökaryotik model organizmadır. 

Sağladığı genetik ve biyokimyasal avantajlar dolayısyla metal stresine ökaryotlarda 

oluĢan biyokimyasal ve genetik yanıtın incelenmesinde de çok yaygın olarak 

kullanılmıĢtır. Metal stresine yanıt olarak S. cerevisiae’da genom düzeyinde yapılan 

çalıĢmada farklı metal iyonlarına karĢı genomdaki genlerin % 22’sinin en az bir metal 

iyonuna karĢı transkripsiyon seviyesinde artıĢ veya azalma olduğu yapılan çalıĢmada 

ortaya konulmuĢtur. Metal stresine yanıtın metal türüne ve metal konsantrasyonuna göre 

de farklılık gösterdiği belirlenmiĢtir (Jin ve ark. 2008). Bu çalıĢmadan elde edilen sonuç 

Çizelge 2.1’de özet olarak verilmiĢtir. 

 

 

 

 

ġekil 2.1. Farklı metal iyonlarının S. cerevisiae hücrelerine transportu (Wysocki ve 

Tamas 2010). 
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Çizelge 2.1. Farklı metal iyonlarının S. cerevisiae’da transkripsiyonel etkisi.
1
  

 

Metal Ġyonu Metal 

Konsantrasyonu 

(M) 

Transkript seviesi değiĢen 

genlerin sayısı 

Ag 10 232 

20 319 

Cu 5 000 247 

7 000  

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 

1 250 762 

                                                 
1
 Metal iyon konsantrasyonları %50 üreme inhibe edici konsantrasyonlar olarak uygulanmıĢtır (Jin ve ark. 

2008). Sayılar ilgili metal iyonu konsantrasyonunda transkripsiyonu değiĢen gen sayılarıdır. 
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S. cerevisiae’da toksik metal iyonlarına karĢı iki önemli yanıt meydana gelmektedir. 

Bunlar toksik metallerin hücreye giriĢinin engellenmesi ve hücre içine alınan toksik 

metallerin hücrede belirli kompartmanlarda veya sitoplazmada inaktif metal Ģelatları 

olarak biriktirilmesidir (Wysocki ve Tamas 2010).  

 

Demir iyonları belirli dozda bütün organizmalarda metabolizma için gerekli olmakla 

birlikte hücre içine fazla alındığında toksik özellik göstermektedir (Wysocki ve Tamas 

2010, Lin ve ark. 2011). Demir iyonlarının belirli konsantrasyonlarda uygulandığında S. 

cerevisiae’da üreme hızını arttırdığı da rapor edilmiĢtir (Du ve ark. 2012). Demir 

iyonları farklı hücrelerde heme proteinlerinin yapısında, sitokromlarda ve metallo 

enzimlerde yapısal bileĢen ve elektron alıcı/verici metal iyonu olarak yer alır (Du ve 

ark. 2012). Demir ve bakır iyonlarının toksik düzeyde bulunması insanda 

nörodejeneratif hastalıklara yol açtığıda binmektedir (Rivera-Mancini ve ark. 2010). 

Redoks aktif metal iyonları olarak bilinen demir, bakır, krom ve kobalt gibi metal 

iyonlarının oksidatif etkisi dolayısıyla membran lipidlerinde peroksidasyon ile 

bozulmaya yol açıp hücrede sinyal iletim yolaklarında bozulmaya ve insanda da bundan 

dolayı çeĢitli hastalıklara yol açtığı da bilinmektedir (Jomova ve Valko 2011).  

 

Çinko’nun canlılarda yaklaĢık 300 farklı proteinde yapısal bileĢen olarak yer aldığı, 

özellikle transkripsiyon faktörlerinde çinko parmak (Zinc Finger) yapısı olarak bilenen 

protein katlanmasını sağladığı uzun süredir bilinmektedir. Diğer taraftan, kadmiyum, 

civa ve kurĢun gibi metallerin ise canlılar için oldukça toksik olduğu ve hücre içinde 

bulunmamaları gerektiği de bilinmemktedir. Bu nedenle canlılarda metal iyon 

dengesinin çok iyi oluĢturulması, gerekli metal iyonlarından hücresel faaliyetleri için 

yeterince alınması toksik metal iyonlarının ise detoksifiye edici hücresel mekanizmalar 

ile hücresel iĢlevlerden uzak tutulması gereklidir.  

 

Bazı metal iyonlarının S. cerevisiae’da glukoz metabolizmasına etkileri daha önce 

yapılan bazı araĢtırmalar ile ortaya konulmuĢtur. Kalsiyum iyonlarının ortamı alkali 

yaparak Calcineurin tarafından aktive edilen transkripsiyon faktörü olan Crz1 

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



7 

 

adlandırılan 5’-GGGGCTG-3’ dizisine spesifik olarak bağlanıp HXT2 

transkripsiyonunu aktive ettiği belirlenmiĢtir (Ruiz ve ark. 2008). HXT2 geni 

transkripsiyonuna ek olarak HXT7’nin transkripsiyonunun da Crz1p’ye bağlı olarak 

kalsiyum tarafından aktive edildiği rapor edilmiĢtir. Bu aktivasyon ortam pH’sının 

metal iyonları ile arttırılması sonucu protein kinaz Snf1 aracılığı ile gerçekleĢtiği de 

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

 

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

 

S. cerevisiae’da glukoz kullanımı ve transportunun biyokimyasal özellikleri glukozun 

metabolik etkileri oldukça kapsamlı olarak incelenmiĢitir (Broach 2012). Glukoz 

glikolitik yolakta metabolize edilen bir monosakkarit olmasına ek olarak hormon 

molekülü gibi de davranarak S. cerevisiae’da glukoz sinyal iletim yolaklarını aktive 

eder (Broach 2012). Mikro-dizin analizleri ile yapılan çalıĢmada S. cerevisiae’da 

genlerin yaklaĢık %30’nun glukoz sinyali ile kontrol edildiği bulunmuĢtur (De Risi ve 

ark. 1997, Wang ve ark. 2004). Glukoz konsantrasyonuna bağlı olarak S. cerevisiae 

genlerinin %30’unun (yaklaĢık 1 800 gen) transkripsiyonunda en az iki kat kadar 

azalma veya artıĢ görülür. 

 

S. cerevisiae’da glukoz kolaylaĢtırılmıĢ difüzyon mekanizmasıyla hücre içine 

alınmaktadır (Reifenberger ve ark. 1997). Glukoz transportu için ATP kullanılmaz. 

Glukoz transportu Hexose Transporter (HXT) genleri olarak adlandırılan genlerden 

kodlanan membran proteinleri tarafından yapılmaktadır. Glukoz transportunun hücre 

döngüsü aĢamalarına, glikolitik yolağın iĢleyiĢine ve üreme aĢamalarına göre de kontrol 

edildiği rapor edilmiĢtir (Türkel ve Bisson 1999, Santangelo 2006).  

 

HXT genleri hem S. cerevisiae’da ve hem de diğer maya türlerinde çeĢitlilik gösterir. 

Gen duplikasyonları ile çoğalmıĢtır. S. cerevisiae’da Heksoz TaĢıyıcı Gen ailesi 

(Hexose Transporter Gene Family) olarak adlandırılan ve aralarında yüksek homoloji 

olduğu belirlenen 20 gen belirlenmiĢtir (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 iĢlevi olan transport 

proteinlerini kodlar. GAL2 galaktoz transport için gerekli membran proteinini kodlar. 
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SNF3 ve RGT2 ise ise HXT genlerine yüksek homoloji göstermekle birlikte S. 

cerevisiae hücre membranında bulunan glukoz sensörleridir (Boles ve Hollenberg 

1997). HXT genleri arasında çok yüksek homoloji olduğu da belirlenmiĢtir. HXT2 ve 

HXT10 arasında DNA sekansı olarak karĢılaĢtırıldığında homoloji %72, HXT1 ve HXT4 

arasında homoloji %84’dür. HXT6 ve HXT7 arasındaki homoloji ise %99’dan daha 

yüksektir. HXT6 ve HXT7 amino asit sekansı karĢılaĢtırıldığında sadece 2 amino asit’in 

farklı olduğu görülmektedir (Reifenberger ve ark. 1995).  

 

HXT genleri arasında DNA seviyesinde bu kadar yüksek homoloji olmasına rağmen 

transkripsiyonel kontrol mekanizmaları oldukça farklıdır (Özcan ve Johnston 1999). 

HXT genlerinin transkripsiyonunu kontrol eden en önemli faktör glukoz konsantrasyonu 

ve buna bağlı olarak iĢleyen glukoz sinyal iletim mekanizmasıdır (Özcan ve Johnston 

1999). Ortamdaki glukoz konsantrasyonuna göre HXT genleri high affinity ve low 

affinity transporterlar olarak sınıflandırılmaktadır. HXT1 ve HXT3 düĢük afiniteli 

glukoz transporterlarını kodlamaktadır. Bu transporterların Km değeri 100mM’dır. 

Yüksek afiniteli glukoz transporterları ise Km değerleri 1-1.5 olan HXT6, HXT7’dir. 

HXT2 ve HXT4 ise glukoz için Km değeri 10 mM olarak belirlendiğinden orta afiniteli 

transporterlar olarak adlandırılır (Boles ve Hollenberg 1997). Bazı kaynaklarda HXT2 

ve HXT4 yüksek afiniteli glukoz transporterları olarak da verilmektedir (Reifenberger 

ve ark. 1997, Özcan ve Johnston 1999). 

 

2.4. HXT2 Geninin Yapısal Özellikleri  

 

HXT2 geni tek kopya gen olarak S. cerevisiae genomunda 13. Kromozom üzerinde 

bulunur. Sistematik gen adı YMR011w olup gen kodu S000004613’dür. Kodlama 

bölgesi bu kromozomda 288 079 bç’den 289 704 bç’ne kadar olan bölgede yer alır. 

Kodlama bölgesi 1 626 bç’dir. HXT2 geni 541 amino asit uzunluğunda bir membran 

proteini kodlar. Hxt2 proteinin (Hxt2p) molekül ağırlığı (Da): 59847,2 ve isoelektrik 

noktası: 8,42’dir. Hxt2p’nin biyolojik iĢlevi glukoz taĢınmasıdır. Glukoz transporter 

proteini olarak Hxt2p, ökaryotlardaki transport proteinlerinden Major Facilitator 

Superfamily (MFS) grubunda bulunan transporter proteinlerine benzerlik gösteren 

yüksek veya orta afiniteli bir transporterdir (Kruckeberg ve Bisson 1990).  
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HXT2 geni transkripsyonu glukoz konsantrasyonuna bağlı olarak kontrol edilir. Üreme 

ortamında yüksek miktarda glukoz bulunduğunda (%1 veya daha fazla) HXT2 

transkripsiyonu baskılanmaktadır. Bu baskılamada S. cerevisiae’da glukoz 

baskılamasında yer alan Mig1p’nin yer aldığı daha önce yapılan çalıĢmalarda 

gösterilmiĢtir. Ortamda glukoz konsantrasyonu düĢük olduğunda (%0,1 veya daha az) 

ise transkripsiyonu Rgt1p ile aktive edilir (Özcan ve Johnston 1999, Özcan ve Johnston 

1995). Rgt1’in çok fonksiyonlu bir transkripsiyon faktörü olduğu, HXT2’nin 

aktivasyonu için de gerekli olduğu rapor edilmiĢtir (Özcan ve Johnston 1995). Rgt1p’ye 

ek olarak HXT2 geni transkripsiyonunun glikolitik genlerin transkripsiyonunu aktive 

eden Glycolysis Regulator-1 (GCR1) transkripsiyon faktörü tarafından da aktive 

edildiği gösterilmiĢtir (Türkel ve Bisson 1999). Gcr1p’nin kontrol ettiği genlerin 

promotor bölgelerinde 5′-CTTCC-3′ nükleotid dizisine spesifik olarak bağlandığı 

bilinmektedir (Baker 1991). HXT2 geni promotor ile yapılan çalıĢmalarda da Gcr1p’nin 

HXT2 promotorunda bulunan 5′-CTTCC-3′ dizisine bağlandığı jel mobility shift tekniği 

ile gösterilmiĢtir (Türkel ve Bisson 1999). Bu Ģekilde glukoz transportu ve glikolitik 

yolun iĢleyiĢi arasında transkripsiyon seviyesinde bir koordinasyon olduğu bulunmuĢtur 

(Türkel ve Bisson 1999). 

 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda HXT2 transkripsiyonunun çok sayıda transkripsiyon 

faktörü tarafından farklı fizyolojik sinyallere göre kontrol edildiği SGD ve 

YEASTRACT veri tabanlarında kayıtlıdır (URL1, URL2). YEASTRACT kayıtlarında 

listelenen ve HXT2 geninin çevresel stres Ģartlarında transkripsiyonel kontrolünde yer 

alan transkripsiyon faktörleri Çizelge 2.1’de listelenmiĢtir. HXT2 geni delesyonunun S. 

cerevisiae’da herhangi bir metabolik etkisi yoktur, esansiyel gen değildir. Bunun nedeni 

de S. cerevisiae’da bulunan çok sayıda HXT geni metabolizma için gerekli glukoz 

transportunu yapabilmektedir.   
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Çizelge 2.2. HXT2 geni transkripsiyonunu stres Ģartlarında kontrol ettiği rapor edilen 

transkripsiyon faktörleri.
2
 

 
Mig1p Mig2p Yap1p Arr1p 

Rap1p Aft1p Pdr1p Pdr3p 

Sko1p Gts1p Msn2p Msn4p 

Cin5p Yap6p Zap1p Crz1 

 

 

Stres Ģartlarında HXT2 transkripsiyonunu kontrol eden (aktive eden vaya baskılayan) 

transkripsiyon faktörleri YEASTRACT veri tabanından elde edilerek Çizelge 2.2’de 

verilmiĢtir (URL2). Bu transkripsiyon faktörlerinin iĢlevleri de kısaca SGD’den 

derlenerek özet olarak verilmiĢtir (URL1). Stres Ģartlarında HXT2 geni 

transkripsiyonunu kontrol eden faktörlerden Mig proteinleri genel represör olarak 

promotorlara bağlanır ve Ssn6-Tup1 ile etkileĢerek transkripsiyonu baskılar. Rap1p S. 

cerevisae’da bol bulunan çok fonksiyonle bir transkripsiyon faktörüdür, promotor 

yapısına göre aktivatör veya represör olarak etki eder. Sko1p ise ozmotik ve oksidatif 

stres Ģartlarında represör olarak hedef promotorları baskılar. Cin5p ve Yap1p aynı 

grupta yer alan transkripsiyon faktörleri olup özellikle oksidatif stres Ģartlarında aktif 

olarak represör iĢlevi görür. Aft1p demir iyonları ile aktive edilen transkripsiyonel 

aktivatördür. Gts1p’in ısı stresi ve sporulasyonla ilgili transkripsiyon faktörü olduğu 

bilinmektedir. Pdr grubu transkripsiyon faktörleri (Pleotropic Drug Resistance) ise 

çoklu ilaç dirençliliği ile ilgili genlerin aktivasyonu ve kontrolü ile ilgili faktördür. 

Arr1p, arsenik dirençliliği ile ilgili yanıt için gerekli genlerin aktivasyonunu sağlar. 

Zap1p çinko iyonlarına yanıt olarak transkripsiyonel kontrolde yer alan transkripsiyon 

faktörüdür. Msn2p ve Msn4p ise genel stres yanıt transkripsiyon faktörleridir, çeĢitli 

streslere karĢı bir çok genin transkripsiyonunu kontrol ederler. Msn2 ve Msn4p 

heterodimer olarak aktiftir.  

 

                                                 
2
 Kaynak: URL2 

 



11 

 

 

3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. AraĢtırmada Kullanılan S. cerevisiae SuĢları ve Üreme KoĢulları 

 

Bu tez araĢtırmasında kullanılan S. cerevisiae suĢları EUROSCARF koleksiyonundan 

sağlandı. Bu S. cerevisiae suĢlarının genotipleri ve stok merkezi kodları Çizelge 3.1’de 

verildi. Bu S. cerevisiae suĢlarının genomları tamamen sekanslanmıĢtır ve Çizelge 

3.1’de verilenlerin dıĢında mutasyon içermedikleri bilinmektedir (Brachmann ve ark. 

1998). YPD tüplerinde stok merkezinden sağlanan S. cerevisiae suĢları önce taze YPD 

petrilerine çizgi ekimi yapılarak 30 °C’de tekrar üretildi. Bu petrilerden 1,5 ml’lik 

mikrofüj tüplerine steril %20’lik gliserol tüplerine örnek alınarak uzun süreli depolamak 

için -80 °C derin dondurucuda saklandı. Rutin kullanımlar için S. cerevisiae stok 

petrileri +4 °C’de buzdolabında saklandı.  

 

Çizelge 3.1. AraĢtırmada kullanılan S. cerevisiae suĢları ve özellikleri 

 

Euroscarf 

Kodu 

ST Lab Kodu Genotipi ve ilgili mutasyonlar 

Y00000 YST124 
MAT a, his3 1, leu2 0, met15 0, ura3 0. 

(Haploid, Yaban tip) 

Y14311 YST159 
MAT a, his3 1; leu2 0; met15 0; ura3 0; 

YDR477w::kanMX4 (snf1 mutantı) 

Y00569 YST242 
MAT a, ura3 0; his3 1; leu2 0; met15 0; 

YML07w::kanMX4 (yap1 mutantı) 

Y007117 YST299 
MAT a, his3 1; leu2 0; met15 0; ura3 0; 

YMR037c::kanMX4 (msn2 mutantı) 

 

 

S. cerevisiae suĢlarının üretilmesi için kullanılan besiyerlerinin içerikleri ve 

hazırlanması EK.1’de verildi. S. cerevisiae suĢları rutin üreme için zengin besiyeri olan 

YPD (Yeast Extract, Peptone, Dextrose) besiyerinde üretildi. Transformantlar ise seçici 

besiyeri olarak kullanılan urasil içermeyen minimal tam besiyerinde (Sc-Ura+%2 

glukoz) üretildi (Rose ve ark. 1990). Sıvı besiyerlerinde üreme için standart üreme 

Ģartları olan 30 °C’de çalkalamalı inkübatorde 140 dönüĢ/dakika hızda istenilen hücre 
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yoğunluğuna (logaritmik faz veya durağan faz) kadar üretildi. Petrilerde üretim ise 30  

°C inkübatorde yapıldı.  

 

3.2. HXT2-LacZ Gen Füzyonunun Yapısı ve Transformasyonu 

 

HXT2-lacZ gen füzyonu daha önceki araĢtırmalarda hazırlanmıĢtır. Bu ekspresyon 

vektörünün klonlanması ve genetik yapısı da daha önce yayımlanmıĢtır (Kruckeberg ve 

Bisson 1990, Türkel ve Bisson 1999). Bu ekspresyon vektörü 2M-URA3 temelli çok 

kopyalı maya plazmiti olup, HXT2 geni promotor bölgesinin 1. ATG kodonundan 

baĢlanarak 900 bç uzunluğundaki promotor kısmı lacZ genine eklenmiĢ olarak bulunur. 

HXT2 promotorunun bu bölümü bu genin transkripsiyonel kontrolü için gerekli olan 

bölgeleri bulundurmaktadır (Kruckeberg ve Bisson 1990, Türkel ve Bisson 1999).  

 

HXT2-lacZ gen füzyonunu içeren plazmit araĢtırmada kullanılan maya suĢlarına lityum 

asetat-polietilen glikol yöntemi ile daha önce açıklandığı Ģekilde transformasyon ile 

aktarıldı. Transformasyon için önce maya suĢları 5 ml YPD ortamında 1 gece standart 

Ģartlarda üretilerek ön kültürler elde edildi. Bu ön kültürlerden 0,5 ml alınıp taze 20 ml 

YPD besiyerine ekim yapılarak maya hücrelerinin standart Ģartlarda çalkalamalı 

inkübatörede logaritmik aĢamaya kadar üremeleri sağlandı. Logaritmik aĢama kültürleri 

santrifüjde çöktürülerek maya pelletleri elde edildi. Maya hücreleri 20 ml steril saf su ile 

yıkandı ve tekrar çöktürüldü. Çöktürülen maya hücreleri 0,1 M lityum asetat ile 

süspanse edilerek transformasyonda kullanılacak stok mayalar elde edildi. Bu 

stoklardan 50 l alınarak daha önce açıklandığı Ģekilde 1-3 g plazmit DNA’sı, Herring 

sperm DNA’sı, lityum asetat ve polietilen glikol kullanılarak transformasyon iĢlemi 

gerçekleĢtirildi (Rose ve ark. 1990). Transformantlar Sc-Ura+%2 glukoz petrilerinde 30 

°C’de üç gün üretildi. Transformant kolonilerden 3-4 koloni seçilerek taze Sc-Ura +%2 

glukoz petrilerine pasaj yapılarak sıvı kültürlerde kullanılacak transformantlar elde 

edildi. Maya transformantlarını içeren petriler deneyler süresince +4 °C’de saklandı.  
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3.3. Metal Ġyon Stresinin Uygulanması 

 

HXT2-lacZ gen füzyonu transformantları ikiĢerli olarak 5 ml Sc-Ura+%2 glukoz 

besiyerinde standart Ģartlarda bir gece üretilerek (yaklaĢık 18 saat) ön kültürler elde 

edildi. Bu ön kültürler kullanılarak 5 ml’lik taze Sc-Ura+%2 glukoz besiyerine 

baĢlangıç OD600 değerleri 0,1 0lacak Ģekilde ekim yapıldı ve standart Ģartlarda 

çalkalamalı inkübatörde orta-logaritmik aĢamaya (OD600: 0,8-1) kadar üretildi. Bu 

aĢamada üreme ortamına Ek.3’de verilen konsantrasyonlarda metal iyonları eklenerek 

(Cu
2+

, Fe
3+

, Ni
2+

, Zn
2+

, Mg
2+

, Li
2+

, Co
2+

) maya kültürlerini 4 saat daha üremeleri 

beklendi. Üreme süreleri sonunda maya kültürleri masa üstü santrifüjde 1 600 rpm’de 4 

dk çöktürüldü. Maya peletleri 1 ml’lik steril saf suda süspanse edilerek mikrosantrifüj 

tüplerine aktarıldı ve bu kez 12 500 rpm’de 1 dk çöktürüldü. Çöken maya peletleri 200 

l lizis tampon çözeltisinde süspanse edilerek maya hücreleri -galaktozidaz aktiviteleri 

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

 

3.4. Beta-Galaktozidaz Aktivitelerinin Tayini 

 

Hem normal üreme ortamında hem de farklı metal iyonlarına maruz bırakılarak üretilip 

çöktürülen ve 200 l lizis tampon çözeltisinde süspanse edilen maya transformantlarına 

permeabilizasyon için stok çözeltilerden 20 μl saf kloroform ve %0,1’lik 20 μl SDS 

ilave edilip 30 sn kadar süre ile en üst hızda vorteks ile karıĢtırıldı ve hücre lizatları elde 

edildi. Hücre lizatlarındaki -galaktozidaz aktivitesini tayin etmek için deney tüplerine 

980 l Z-buffer ve 20 l hücre lizatı ilave edildi. KarıĢımı içeren deney tüpleri 2 dk ön 

inkübasyon için 30 °C’de su banyosuna bırakıldı. Daha sonra tüplere 200 l ONPG 

ilave edilip baĢlangıç zamanı kronometrede kayıt edildi. Reaksiyon sarı renk meydana 

gelinceye kadar beklendi. Açık sarı renk görüldüğünde reaksiyon 500 l 1 M sodyum 

karbonat ilave edilerek durduruldu ve geçen zaman kayıt edildi. Reaksiyon çözeltileri 2 

mL’lik spektrofotometre küvetlerine aktarılıp absorbansları 420 nm dalga boyunda 

ölçülerek kayıt edildi. (Rose ve ark. 1990).  

 

Maya transformantlarındaki -galaktozidaz aktivitelerin lizatlardaki toplam çözünür 

protein miktarına göre normalize edildi. Transformantların hücre lizatlarının toplam 

protein konsantrasyonları da Lowry metodu ile daha önce açıklandığı Ģekilde belirlendi 
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(Lowry ve ark. 1951). -galaktozidaz ve Lowry deneyleri için kullanılan çözeltilerin 

hazırlanması da Ek.1’de verildi. -galaktozidaz aktiviteleri dakikada mg çözünür 

protein baĢına hidroliz edilen nmol ONPG olarak verildi (nmol ONPG/dakika/mg 

protein). -galaktozidaz deneyleri üç tekrarlı olarak yapıldı. Maya transformantları da 

iki tekrarlı olarak üretildi. Bu nedenle sonuçlar bölümünde verilen aktivite değerleri en 

az altı bağımsız deneyin ortalamasıdır. Aktivite hesapları Ek.2’de verilen formüle göre 

Excell tabloları hazırlanarak yapıldı.  

 

3.5. S.cerevisiae’da Metal Ġyonlarının Üremeye Etkisi 

 

AraĢtırmada kullanılan metal iyonlarından lityum ve nikel iyonlarının HXT2 geni 

transkripsiyonuna negatif etkileri belirlendiğinden bu metal iyonlarının ayrıca maya 

suĢlarında üremeye etkileri kalitatif olarak petri testleri ile tayin edildi. Bunun için Ni
2+

, 

ve Li
2+

 metal iyonlarını verilen konsantrasyonlarda içeren YPD petrileri hazırlandı. Bu 

metal iyon petrilerine logaritmik aĢamada olan maya kültürlerinden 1 ml’lik steril saf su 

içeren mikrofüj tüplerine 10 kat seyreltme (10
-1

, 10
-2

, 10
-3

, 10
-4

 ve 10
-5

 seyreltme) ile 

seri dilüsyon tüpleri hazırlandı. Bu seyreltme serilerinden normal ve metal iyonu içeren 

YPD petrilerine sırasıyla 4 l damlatma ekimi yapıldı. Petri yüzeylerinin kuruması 

beklendi ve maya petrileri 30°C’de inkübatörede 24-48 saat üremeye bırakıldı. Bekleme 

süresi sonunda maya petrileri fotoğraflandı, sonuçlar bulgular bölümünde verildi.  
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4- BULGULAR 

 

4.1. Farklı Metal Ġyonlarının HXT2 Transkripsiyonuna Etkileri 

 

HXT2 geni hücreye glukoz taĢınmasında önemli iĢlevi olan Hxt2p glukoz taĢıyıcısı 

proteini kodlamaktadır. HXT2 geni transkripsiyonu, moleküler mekanizması bölüm 

2.’de açıklandığı Ģekilde glukoz sinyal iletimine bağlı olarak glukoz baskılaması 

(repress koĢullar) ve glukoz baskılamasının kaldırılması (derepress koĢullar) ile kontrol 

edilmektedir. Bundan dolayı araĢtırmada bu genin transkripsiyonu hem repres ve hem 

de derepres koĢullarda incelendi. Bu aĢamada logaritmik aĢamadaki S. cerevisiae 

transformantlarına Ni
+2

, Cu
+2

,Zn
+2

, Fe
+3

, Co
+2

, Mg
+2

 ve Li
+2

 iyonları Çizelgede verilen 

konsantrasyonlarda eklendi ve 4 saat inkübe edilerek bu koĢulların HXT2-LacZ 

transkripsiyonuna etkileri belirlendi (Çizelge 4.1).  

 

Çizelge 4.1. Repres Ģartlarda HXT2 geni transkripsiyonuna çeĢitli metal iyonlarının 

etkisi 

 

Metal Ġyonları ve uygulanan 

konsantrasyonları 

Ekspresyon Seviyeleri*± SD 

Normal ortam 1 752 ± 86 

100 M Cu
+2

 1 789 ± 4 

0,5 mM Fe
+3

 1 943 ± 49 

2,5 mM Ni
+2

 1 239 ± 3 

4,4 mM Zn
+2

 1 840 ± 79 

150 mM Mg
+2

 1 956 ± 6 

40 mM Li
+2

 1 152 ± 12 

1,2 mM Co
+2

 1 722 ± 169 

*Ekspresyon seviyesi yaban tip maya suĢunda (Y00000) nmol ONPG/dakika/mg 

protein olarak verilmiĢtir.  ± SD: Standart sapma değerlerini göstermektedir. 
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Normal, metal iyonu içermeyen ve %2 glukoz içeren üreme ortamında (repres Ģartlar) 

standart üreme Ģartlarında HXT2 gen ekspresyonunun 1 752 ünite olarak tayin edildi. 

Metal iyonlarının ise repres Ģartlarda HXT2 transkripsiyonuna metal iyon türüne bağlı 

olarak etki ettikleri görüldü. Normal ekspresyon seviyesi ile karĢılaĢtırıldığında Cu
+2

, 

Zn
+2

 ve Co
+2

 iyonlarının HXT2 transkripsiyona önemli bir etkilerinin olmadığı, Fe
+3

 ve 

Mg
+2

 iyonlarının ise düĢük seviyede (yaklaĢık %10 kadar) aktivasyona yol açtığı 

görüldü (Çizelge 4.1). Bu iyonlarının verilen konsantrasyonlarda üreme ortamında 

bulunması durumunda HXT2 geninden ortalama olarak 1 750-1 950 ünitelik 

transkripsiyon yapıldığı görüldü (Çizelge 4.1). Nikel ve lityum iyonlarının ise HXT2 

geni transkripsiyonunu yaklaĢık %35 kadar baskıladığı ve bu iyonların üreme ortamında 

varlığında HXT2 geni transkripsiyonunun 1 150-1 200 ünite seviyelerinde yapılabildiği 

bulundu (Çizelge 4.1).  

 

HXT2 geni transkripsiyonu glukoz baskılaması ile kontrol edilmektedir. Metal 

iyonlarının HXT2 geni transkripsiyonuna derepres koĢullardaki etkileri de incelendi. Bu 

durumda metal stresinin etkilerini incelemek için repres koĢularda etkisi görülen nikel 

ve lityum iyonları kullanıldı. Logaritmik aĢamada derepres üreme koĢullara aktarılan S. 

cerevisiae transformantlarına nikel ve lityum iyonları verilen konsantrasyonlarda ilave 

edilerek standart koĢullarda 4 saat üretildi. Derepres Ģartlarda nikel iyonlarının HXT2 

transkripsiyonuna önemli etkileri olmadığı görüldü. Lityum iyonlarının ise HXT2 

transkripsiyonuna düĢük seviyede baskılayıcı etkisi olduğu bulundu. 

 

Çizelge 4.2. Derepres Ģartlarda HXT2 geni transkripsiyonuna nikel ve lityum iyonlarının 

etkileri 

 

Metal Ġyonları Ekspresyon Seviyeleri*± SD 

Normal ortam 8 105 ± 24 

2,5 mM Ni
+2

 8 172 ± 254 

40 mM Li
+2

 6 989± 556 

*Ekspresyon seviyesi nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmiĢtir. ± SD: Standart 

sapma değerlerini göstermektedir. 
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4.2. Metal Ġyon Stresinde Msn2p, Yap1p ve Snf1p’in Etkileri 

 

AraĢtırmamızda etkileri incelenen metal iyonlarından nikel ve lityum iyonlarının HXT2 

transkripsiyonuna repres Ģartlarda etki ettiği bulundu. S. cerevisiae’da stres ile aktive 

edilen transkripsiyon faktörleri Msn2p, Yap1p ve Snf1p’dir. Snf1p glukoz 

baskılamasının olmadığı Ģartlarda (Derepres Ģartlar) aktive olan bir protein kinazdır. 

Glukoz sinyaline ek olarak Snf1’in çeĢitli stres faktörleri tarafından da aktive edildiği 

rapor edilmiĢtir (Hong ve Carlson, 2007). Bu nedenle nikel ve lityum iyonu tarafından 

HXT2 geni transkripsiyonunun kısmen baskılanmasında Msn2p, Yap1p ve Snf1p’in 

etkileri olup olmadığı araĢtırıldı. Bunun için bu genlerin delesyonla yok edildiği msn2, 

yap1 ve snf1 mutant suĢlarına HXT2-lacZ gen füzyonunu içeren ekspresyon vektörü 

transform edildi.  

 

Transformantlar glukoz baskılamasının uygulandığı üreme ortamında üretilerek 

logaritmik aĢamada nikel ve lityum iyonu stresinin HXT2 geni ekspresyonuna etkileri 

incelendi (Çizelge 4.3). Sonuçlar yaban tip maya suĢu ile karĢılaĢtırıldı.  

 

Çizelge 4.3. Repres Ģartlarda Msn2p, Yap1p ve Snf1p’in HXT2 geni transkripsiyonuna 

etkileri 

 

S. cerevisiae suĢları 

(ilgili mutasyonlar) 

Ekspresyon Seviyeleri*± SD 

Normal ortam 2,5 mM Ni
+2

 40 mM Li
+2

 

YST124 (Yaban tip) 1 752 ± 86 1 239 ± 3 1 152 ± 12 

YST159 (snf1) 1 260 ± 8 1 032± 30 715± 38 

YST242 (yap1) 1 714 ± 148 1 234± 63 1 047 ± 95 

YST299 (msn2) 1 161 ± 20 1 051± 72 979 ± 14 

*Ekspresyon seviyesi nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmiĢtir. ± SD: Standart 

sapma değerlerini göstermektedir. 
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Mutant maya suĢları ile yapılan çalıĢmadan elde edilen sonuçlar Yap1 transkripsiyon 

faktörünün Ni
+2

 veya Li
+2

 iyonlarına bağlı olarak meydana gelen baskılamada yer 

almadığını gösterdi. yap1 mutant suĢunda metal iyonlarının varlığında HXT2 gen 

füzyonundan yapılan transkripsiyonun büyük oranda yaban tip maya suĢunda gözlenen 

değerlerde gerçekleĢtiği bulundu (Çizelge 4.3). yap1 mutant suĢunda normal Ģartlarda 

1 714 ünite olan HXT2 transkripsiyonunun, Ni
+2

 veya Li
+2

 iyonları uygulanan ortamda  

1 234 ve 1 047 birime azaldığı görüldü.  

 

snf1 mutant suĢunda ise metal iyonlarının etkisi ile HXT2 transkripsiyonunda önemli 

miktarda baskılama olduğu bulundu. Yaban tip maya suĢu ile karĢılaĢtırıldığında snf1 

mutant suĢunda Ni
+2

 veya Li
+2

 iyonları etkisiyle HXT2 transkripsiyonunun 1 260 

üniteden sırasıyla, 1 032 ve 715 üniteye düĢtüğü bulundu. Bu sonuç snf1 mutant 

suĢunda HXT2 transkripsiyonunun Li
+2

 iyonları etkisiyle yaban tip suĢ ile 

karĢılaĢtırıldığında yaklaĢık % 38 kadar azaldığını göstermektedir. Elde edilen bu sonuç 

yaban tip maya suĢunda Li
+2

 iyonları varlığında gerçekleĢen 1 152 ünitelik aktivitenin 

önemli bir bölümünün Snf1 kinaz kompleksi tarafından gerçekleĢtiğini de 

göstermektedir. Ayrıca, Snf1 kinazın HXT2 transkripsiyonunun bazal seviyede 

gerçekleĢmesi içinde gerekli olduğu tayin edildi. Yaban tip maya suĢunda normal 

Ģartlarda 1 752 ünite olarak gerçekleĢen HXT2 transkripsiyonun snf1 mutantında 

normal Ģartlarda 500 ünitelik azalma ile 1 260 ünite olarak ölçülmesi normal Ģartlarda 

Snf1 protein kinazının HXT2 transkripsiyonu için gerekli olduğunu göstermektedir 

(Çizelge 4.3).  

 

Msn2p stres ile aktive edilen bir protein kinazdır (Morano ve ark. 2012). Bu çalıĢmada 

HXT2 geni transkripsiyonunun normal Ģartlarda transkripsiyonu için de Msn2’nin 

gerekli olduğu görülmektedir. Yaban tip maya suĢunda normal Ģartlarda (metal iyon 

stresi olmayan Ģartlar) 1 752 ünite olarak ölçülen HXT2 transkripsiyonunun msn2 

mutant suĢunda %34 azalma ile 1 161 ünite olarak gerçekleĢmektedir (Çizelge 4.3). 

msn2 mutant suĢunda üreme ortamına Ni
+2

 veya Li
+2

 stresinin uygulanması ile HXT2 

geni transkripsiyonunda önemli bir değiĢiklik olmadığı da görülmektedir ve HXT2 

transkripsiyonunun Ni
+2

 veya Li
+2

 iyonlarının varlığında da yaklaĢık olarak aynı 

miktarda (yaklaĢık 1 000 ünite) gerçekleĢtiği bulunmuĢtur (Çizelge 4.3). 
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4.3. Metal Ġyonlarının Üremeye Etkisi 

 

Yukarıdaki bölümlerde açıklandığı Ģekilde yapılan araĢtırmamızda lityum ve nikel 

iyonlarının HXT2 transkripsiyonuna negatif yönde etki ettikleri gösterildi. Bu aĢamada 

bu metal iyonlarının araĢtırmada kullanılan yaban tip ve mutant S. cerevisiae suĢlarının 

üremesine etkileri kalitatif olarak petri testleri ile incelendi. Bunun için maya suĢları sıvı 

YPD ortamında logaritmik aĢamaya kadar standart Ģartlarda üretildi. Maya hücrelerinin 

steril distile suda 10
-1

-10
-5

 kat seyreltmeleri yapıldı. Seri seyreltmeler ile hazırlanan 

maya hücreleri süspansiyonlarından zengin besiyeri ortamı olan normal YPD petrilerine 

ve nikel veya lityum iyonları içeren YPD petrilerine 4 l damla ekimi yapıldı. Ekim 

yapılan petriler 30 °C’de 2 gün bekletilerek sonuçlar fotoğraflandı. Normal üreme 

ortamında yaban tip ve mutant S. cerevisiae hücreleri arasında üreme hızları açısından 

herhangi bir fark olmadığı, araĢtırmada kullanılan maya suĢlarının yaklaĢık olarak aynı 

hızda ürediği, bu nedenle aynı sürede aynı büyüklükte maya kolonileri oluĢturdukları 

görüldü (ġekil 4.1).  

 

Nikel iyonlarının ise normal ortamda üremeye göre bütün maya suĢlarında üremeye 

olumsuz etkisi olduğu görüldü. Özellikle snf1 (YST159) mutant suĢunun nikel iyonları 

içeren üreme ortamında üremesinin çok yavaĢladığı, görüldü (ġekil 4.2). Yaban tip suĢ 

ile snf1 (YST159) suĢunun normal ortamdaki üreme durumu karĢılaĢtırıldığında nikel 

iyonlarının snf1 mutantında üremeyi inhibe ettiği tayin edildi. Nikel iyonlarının msn2 

(YST299) mutant suĢunda da üremeye etki ettiği ve bu suĢun üremesini yaban tip suĢ ile 

karĢılaĢtırıldığında yavaĢlattığı belirlendi (ġekil 4.2). 
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ġekil 4.1. AraĢtırmada kullanılan S. cerevisiae suĢlarının normal ortamda üreme 

durumları. (YST124 yaban tip; YST159 snf1; YST242 yap1, YST299 msn2 mutant 

suĢlarını göstermektedir). Seyreltmeler logaritmik aĢamadaki külterlerden 10
-1

, 10
-2

, 10
-

3
, 10

-4
 ve 10

-5
 olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır.  

 

 

 
ġekil 4.2. AraĢtırmada kullanılan S. cerevisiae suĢlarının nikel iyonları içeren ortamda 

üreme durumları. Seyreltmeler logaritmik aĢamadaki külterlerden 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

, 10
-4

 ve 

10
-5

 olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır.  
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HXT2 transkripsiyonuna negatif yönde etki eden diğer bir metal iyonu ise lityumdur. Bu 

nedenle lityum iyonunun da araĢtırmada kullanılan maya suĢlarında üreme durumuna 

etkileri kalitatif olarak petri testi ile incelendi. Lityum iyonu içeren petrilerde 

araĢtırmada kullanılan maya suĢlarının üreme durumlarının normal ortama göre daha 

yavaĢ gerçekleĢtiği belirlendi (ġekil 4.3). Seri seyreltmeler incelendiğinde 10
-5

 

seyreltmede üreyen kolonilerin normal ortama göre daha yavaĢ geliĢtiği görülmektedir 

(ġekil 4.3). Ayrıca, lityum iyonunun etkilerinin maya suĢları arasında farklılık 

göstermediği de açıkça görülmektedir.  

 

 

 

 

ġekil 4.3. AraĢtırmada kullanılan S. cerevisiae suĢlarının lityum iyonları içeren ortamda 

üreme durumları. Seyreltmeler logaritmik aĢamadaki külterlerden 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

, 10
-4

 ve 

10
-5

 olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

 

Biyosferde bulunan metal iyonları hücresel faaliyetler için gerekli olduğu kadar belirli 

dozlarda hücreye alındığında sitotoksik ve genotoksik etki de göstermektedirler. 

Metallerin toksik etkilerine karĢı hücreler çeĢitli detoksifikasyon mekanizmaları 

geliĢtirmiĢtir (Pocsi 2011). Metal stresine karĢı oluĢan önemli hücresel yanıtlardan birisi 

de transkriptom düzeyinde olan yanıttır. ÇeĢitli metal iyonları ile yapılan çalıĢmada S. 

cerevisiae’da çok sayıda genin metal stres adaptasyonu ve metal detoksifikasyonu için 

gerekli olduğu bulunmuĢtur (Jin ve ark. 2008).  

 

S. cerevisiae’da glukozun üreme ortamından hücre içine taĢınması HXT genleri 

tarafından kodlanan ve kolaylaĢtırılmıĢ difüzyon mekanizması ile çalıĢan Hxtp’ler 

tarafından gerçekleĢtirilmektedir. S. cerevisiae‘da yirmi çeĢit HXT geni genetik olarak 

tanımlanmıĢtır ve her bir HXT geninin kontrol mekanizmaları da ayrıntılı olarak 

incelenmiĢtir (Boles ve Hollenberg 1997, Özcan ve Jonhston 1999). 

 

HXT genleri tarafından kodlanan bazı Hxt transporterlarının normal iĢlevleri olan 

glukoz transportuna ek olarak bazı metal iyonlarının transportu için de iĢlev gördüğü 

bulunmuĢtur. HXT1, HXT3, HXT4, HXT5 ve HXT7’nin arsenik transportu için 

kullanıldığı bilinmektedir (Liu ve ark. 2004). Farklı metal iyonlarına karĢı (gümüĢ, 

arsenik, kadmium, krom, bakır, civa ve çinko) S. cerevisiae genomu iĢleyiĢinde 

meydana gelen değiĢikliklerin incelendiği araĢtırmada HXT2, HXT4, HXT6 ve HXT7 

genleri transkripsiyonunda önemli miktarda azalma olduğu (en az iki kat) mikro dizi 

analizi ile belirlenmiĢtir (Jin ve ark. 2008). Bu araĢtırmada lityum ve nikel iyonları 

kullanılmamıĢtır. Bu tez araĢtırmasında HXT2 promotor füzyonu ile yapılan çalıĢmada 

nikel ve lityum iyonlarının HXT2 geni transkripsiyponunu yaklaĢık olarak %30 kadar 

baskıladığı bulunmuĢtur. ÇalıĢmamızda metal stresi etkisinin daha önce çeĢitli metal 

iyonları için rapor edilen seviyeden daha düĢük olması iki araĢtırmada transkript ölçümü 

için farklı metodların kullanılmıĢ olmasından kaynaklanabilir. Jin ve ark. (2008) 

yayımladıkları çalıĢmada metal iyonlarının S. cerevisiae transkriptomuna etkilerini 

mikro-dizin (micro array) tekniği ile analizi etmiĢlerdir. Bizim çalıĢmamızda ise HXT2-

lacZ gen füzyonu kullanılmıĢtır. HXT2-lacZ gen füzyonunun çok kopyalı plazmitten 
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transkribe edilmiĢ olması ve/veya Hxt2-lacZ hibrid mRNA’sının sitoplazmik yarı 

ömrünün normal, kromozomal HXT2 geni mRNA’sına göre faklı olması bizim 

yaptığımız ölçümlerde daha düĢük seviyede etki görülmesine yol açmıĢ olabilir. 

Bununla birlikte mikro-dizin analizi ile yapılan çalıĢma bizim HXT2-lacZ gen füzyonu 

ile yaptığımız çalıĢmayı destekler niteliktedir. Ayrıca, Jin ve ark. (2008) tarafından 

yapılan araĢtırmada üreme ortamı olarak zengin ortam (YPD) ve S. cerevisiae BY4743 

diploid maya suĢu kullanılmıĢtır. Bu araĢtırmada metal iyonlarının diploid S. cerevisiae 

suĢu üreme hızına etkileri ise incelenmemiĢtir. Bu tez araĢtırmasında yapılan çalıĢmalar 

ise sentetik tam üreme ortamı ve haploid S. cerevisiae suĢu kullanılmıĢtır. Magnezyum 

ve demir iyonları ise araĢtırmamızda uygulanan Ģartlarda HXT2 geni transkripsiyonunda 

yaklaĢık %10 kadar aktivasyona yol açmıĢtır. Kalsiyum iyonlarının HXT2 geni 

transkripsiyonunu önemli derecede aktive ettiği daha önce rapor edilmiĢtir (Ruiz ve ark. 

2008). Kalsiyuma benzer özellikler göstermesine rağmen magnezyum iyonlarının HXT2 

geni transkripsiyonunu beklenen seviyede aktive etmediği de görülmüĢtür. Kalsiyum 

iyonlarının HXT2 geni transkripsiyonunu yaklaĢık on kat aktive ettiği bilinmektedir 

(Ruiz ve ark. 2008). 

 

Metal iyonlarının S. cerevisiae’da oksidatif stres oluĢturduğu, bu strese yanıt olarak da 

S. cerevisie’da stres yanıt transkripsiyon faktörleri olan Msn2p, Msn4p ve Yap1p’nin 

aktive edilerek oksidatif stres ile kontrol edilen hedef genlerin transkripsiyonlarını 

kontrol ettiği rapor edilmektedir (Morano ve ark. 2012). Ayrıca, çok fonksiyonlu bir 

çeĢit protein kinaz olan Snf1p’nin de stres ile aktive edildiği daha önce yapılan 

çalıĢmalar ile açıklanmıĢtır (Hong ve Carlson 2007). Bu araĢtırmada metal stresinde 

HXT2 transkripsiyonunun bu faktörlere bağlı olarak kontrol edilip edilmediği de mutant 

S. cerevisiae suĢları kullanılarak incelendi. Nikel ve lityum stresi uygulandığında YAP1 

geni delesyonu olan S. cerevisiae suĢunda HXT2 geni transkripsiyonunun normal, yaban 

tip suĢta görülen Ģekilde yanıt oluĢtuğu bulundu. Bu sonuç Yap1p’nin araĢtırmamızda 

uygulanan deneysel Ģartlarda HXT2 geni transkripsiyonunda yer almadığını 

göstermektedir. Msn2p ve Snf1p’nin ise bazal seviyede HXT2 transkripsiyonu için 

gerekli olduğu görülmüĢtür.  
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Lityum ve nikel iyonlarının ve araĢtırmada kullanılan S. cerevisiae BY4741 suĢu, snf1, 

msn2 ve yap1 mutant suĢlarının üreme özelliklerine etkileri petri testi ile 

incelenmiĢtir. Lityum iyonlarının araĢtırmamızda uygulanan konsantrasyonu ile genel 

olarak yaban tip ve mutant S. cerevisiae suĢlarında üremeyi yavaĢlattığı görülmüĢtür. 

Lityum iyonları polietilen glikol ile birlikte S. cerevisiae suĢlarına plazmit 

transformasyonu için kullanılmaktadır. Lityum iyonlarının hücre duvarı ve hücre 

zarında porlar oluĢturduğu, pozitif yüklü olması dolayısıyla negatif yüklü DNA’ya 

bağlanarak transformasyon için gerekli olduğu bilinmektedir. Üremeyi yavaĢlatıcı etkisi 

dolayısıyla lityum iyonlarının transformasyon ortamından uzaklaĢtırılmıĢ olması 

gerekir. Nikel iyonlarının ise araĢtırmada uygulanan dozda yaban tip, msn2 ve yap1 

mutant suĢlarında üreme hızında azalmaya yol açtığı, snf1 mutant suĢunda ise önemli 

derecede üremeyi engellediği görülmektedir. Bu sonuç nikel stresine yanıt için protein 

kinaz Snf1p’nin gerekli olduğunu göstermektedir.  
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EKLER 

EK 1: Besiyeri ve çözeltilerin hazırlanması 

 

1:YPD (Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz) 

S. cerevisiae için üreme ortamı olarak kullanılan zengin, tam besiyeridir.  

Önce 10 gram/litre Yeast Ekstrakt, 20 gram/litre Pepton saf suda çözülerek hazırlandı. 

YPD petrilerini hazırlamak için sıvı besiyerine 20 gram/litre olacak Ģekilde agar agar 

eklendi ve 121°C’de 25 dakika otoklavda steril edildi.  

Üreme ortamına ilave etmek için glukoz %20’lik stok çözelti halinde hazırlandı, 

121°C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. Glukoz otoklav iĢleminden sonra üreme 

ortamına son konsantrasyonu %2 olacak Ģekilde ilave edildi. 

 

2: Sentetik tam –Urasil Üreme Ortamı (Sc-Ura) 

Maya transformantlarını petrilerde veya sıvı besiyerinde üretebilmek için seçici besiyeri 

olarak kullanıldı  

1.7 gram/litre Yeast Nitrogen Base (YNB), 5 gram/litre Amonyum sülfat saf suda 

çözülerek otoklavda steril edildi. Otoklav iĢlemi sonrası 1.92 gram/litre urasil 

içermeyen amino asit karıĢımı (SC-Ura) (Sigma Y-1501) filtre ile steril edilerek ortama 

ilave edildi. Katı besiyerleri için son konsantrasyonu 20 gram/litre olacak Ģekilde agar 

agar ilave edildi, 121°C’de 25 dakika süreyle olarak otoklavda sterilize edildi. Glukoz 

%20’lik steril stok çözeltiden deneylerde açıklanan konsantrasyonlarda kullanımdan 

hemen önce ilave edildi. 

 

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

Bu çözelti HXT2-lacZ gen füzyonu plazmitini S. cerevisiae hücrelerine transformasyon 

yapmak için kullanıldı. Lityum asetat (FW: 102,02) son konsantrasyonu 1M olacak 

Ģekilde 0,45 μm por çaplı disk filtre ile steril edilerek hazırlandı, oda sıcaklığında depo 

edildi. 0,1M lityum asetat ise transformasyon iĢleminden hemen önce stok çözeltiden 

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

S. cerevisiae hücrelerinin transformasyonu için kullanıldı.  Polietilen Glikol (PEG) 

(FW: 3,350) saf suda %50’lik stok çözelti olarak hazırlandı, 121°C’de 25 dakika 

otoklavda steril edildi. 

 

5: SDS (%0,1) ve Kloroform çözeltileri 

SDS ve kloroform S. cerevisiae transformantlarını çöktürme iĢleminden sonra 

permeabilize edip hücre lizatlarını elde etmek için kullanıldı. SDS steril saf suda 

%0,1’lik stok çözelti olarak hazırlandı. Kloroform ise direk olarak stok çözeltiden 

herhangi bir seyreltme yapılmadan kullanıldı.  

 

6: Lizis tampon çözeltisi 

S. cerevisiae transformantlarını süspanse etmek ve lizat elde etmek için kullanıldı.  

Lizis Tampon Çözeltisi (Break Buffer) Ġçeriği:  

100 mM Tris.HCl (pH: 8)  

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

%20 Gliserol 

4 mM Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF). 

Çözelti verilen maddeler son konsantrasyonları yukarıda olacak Ģekilde steril distile su 

ile hazırlandı ve +4°C’de saklandı. 

 

7: -Galaktozidaz tampon çözeltisi (Z Buffer) 

Maya transformantlarında β-galaktosidaz enzimatik aktivitesini tayin etmek için tampon 

çözelti olarak kullanıldı.  

Çözelti içeriği aĢağıdaki gibidir:  

60 mM Na2HPO4.7H20,  

40 mM NaH2PO4.H2O,  

10 mM KCl,  

1 mM MgSO4.7H20 

50 mM β-Merkepto-etanol çözeltisi  

Çözelti steril saf su ile hazırlandı ve +4°C’de saklandı. 
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8: Lowry Çözeltileri 

S. cerevisiae hücre lizatlarındaki protein konsantrasyonlarını tayin etmek için kullanıldı.  

Çözeltilerin bileĢimi ve hazırlanması:  

I: Lowry A çözeltisi: 20g Na2CO3 ve 4g NaOH toplam hacim 1 litre olacak Ģekilde 

distile suda çözüldü, stok çözelti olarak oda sıcaklığında depo edildi.  

II: Lowry-B1 çözeltisi: 1 gram CuSO4 toplam hacim 100 ml olacak Ģekilde distile suda 

çözüldü, stok çözelti olarak +4 °C de depo edildi.  

III: Lowry-B2 çözeltisi: 2 gram Sodyum potasyum tartarat toplam hacim 100 ml olacak 

Ģekilde distile suda çözüldü, stok çözelti olarak +4 °Cde depo edildi. 

IV: Lowry-C çözeltisi: Her deneyde taze olarak yukarıda verilen Lowry-A, Lowry-B1 

ve Lowry-B2 stok çözeltilerden hazırlandı:  

 Lowry-C çözeltisinin hazırlanması:  

 24,5 ml Lowry A,  

 250 μl Lowry B1,  

 250 μl Lowry B2,  karıĢtırıldı ve taze olarak kullanıldı.  

 

9: ONPG (O-Nitrofenil β-D-Galaktopiranozid) 

ONPG (Sigma N1127) son konsantrasyonu 4 mg/ml olacak Ģekilde Z-tampon çözeltisi 

içinde hazırlandı. +4°C’de saklandı.  
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EK 2: β- Galaktozidaz aktivitesi hesaplanması 

 

HXT2-lacZ gen füzyonlarını içeren S. cerevisiae transformantlarından elde edilen hücre 

lizatlarından ölçülen -galaktozidaz aktivitesi aĢağıda verilen formüle göre hesaplandı.   

 

Aktivite: (OD420x 1.7/0.0045)/(txVxP) 

OD420:  Sarı rengin absorbansı 

1.7: Sarı rengin bulunduğu tüpün hacmi (980µl Z buffer, 20µl lizat, 200µl ONPG, 500 

µl NaCO3) 

0,0045: ONPG’nin molar absorbsiyon katsayısı 

t: β-galaktozidaz reaksiyon süresi (dakika) 

V: B-Galaktozidaz ölçümünde kullanılan hücre lizatı hacmi (ml) 

P: Hücre lizatlarının protein konsantrasyonları (mg/ml) 

β-Galaktozidaz aktivitesi biririmi: Dakikada 1 mg protein tarafından hidroliz 

edilen nmol ONPG (nmol ONPG/dk/ mg protein) cinsinden verilmiĢtir 
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EK 3: AraĢtırmada Kullanılan Metal Ġyonlarının Hazırlanması  

 

AraĢtırmada metal iyon stresi uygulamak için aĢağıda verilen metal iyonları kullanıldı. 

Metal iyonlarının stok çözeltileri 0,45 M çaplı disk filtre ile steril edilerek steril stok 

çözeltileri hazırlandı. S. cerevisiae üreme ortamına daha önce Schmidt ve ark. (2009) 

tarafından açıklanan konsantrasyonlarda ilave edildi.  

 

a-) Cu
2+

 (CuSO4.5H2O, FW: 249,69) 

Son konsantrasyonu 100 M olacak Ģekilde kullanıldı. Stok: 20 mM’dır. 0,125 gr 

CuSO4.5H2O, 25 ml dH2O’da çözüldü. Bu 20 mM’lık stoktan 5 ml’lik kültürler için 25 

l eklendi ve 4 saat inkübe edildi.  

 

b-) Fe
3+ 

(Fe2(SO4)3.H2O, Fw: 399,88) 

Son konsantrasyonu 0,5 mM olacak Ģekilde kullanıldı. Stok: 50 mM’dır. 0.5 gr 

Fe2(SO4)3, 25 ml dH2O’da çözüldü. Bu 50 mM stoktan 5 ml’lık kültürlere 50 l 

eklendi.  

 

c-) Ni
+2

 (NiSO4.6H2O, FW: 262,86) 

Son konsantrasyonu 2,5 mM olarak kullanıldı. Stok: 100 mM’dır. Stok hazırlanması 

için 0,66g NiSO4.6H2O, 25 ml dH2O’da çözüldü. Bu 100 mM’lık stoktan 5 ml’lik 

kültürlere 125 l eklendi ve standart Ģartlarda 4 saat beklendi.  

 

d-) Zn
+2

 (ZnCl2, FW: 136,3) 

Son konsantrasyonu 4,4 mM olacak Ģekilde kullanıldı. Stok: 100 mM’dır. Stok Zn 

çözeltisi hazırlamak için 0,34 gr ZnCl2 25 ml dH2O’da çözüldü. Bu 100 mM’lık stoktan 

5 ml’lik kültürlere 220 l eklendi ve standart Ģartlarda 4 saat beklendi. 

e-) Mg
+2

 (MgCl2.6H2O, FW: 203,31) 

Son konsantrasyonu 150 mM olarak kullanıldı. Stok: 1,5 M’dır. 1,5 M stok hazırlamak 

için 7,6 gr MgCl2, 25 ml dH2O’da çözüldü. Bu 1,5 M stoktan 5 ml’lik kültürlere 500 l 

eklendi ve 4 saat beklendi. 
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f-) Li
+2

 (CH3COO.Li.2H2O, FW: 101,01) 

Lityum asetat 2,55 gr alınıp 25 ml dH2O’da çözüldü ve 1 M stok çözelti hazırlandı. Son 

konsantrasyonu 40 mM olarak kullanıldı. 1 M lityum asetat stoktan 5 ml’lik kültürler 

için 200 l kullanıldı ve 4 saat beklendi.  

 

g-) Co
+2

 (CoSO4.H2O, FW: 281,1) 

Kobalt sülfat son konsantrasyonu 1,2 mM olarak kullanıldı. Stok: 100 mM’dır. 100 mM 

stok hazırlamak için 0,7 gr CoSO4 25ml dH2O’da çözüldü. Bu stoktan 5 ml’lik kültürler 

için 60 l eklendi.  
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