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ONSOz

Bor toksisitesinin molekiiler mekanizmalarinin arastirimasi projesi izmir Yilksek Teknoloji
Enstitist Molekuler Biyoloji ve Genetik BOIUmU tarafindan ydrGtulen bir 1001 projesidir.
Proje, TUBITAK Temel Bilimler Arastirma Grubu tarafindan desteklenmis ve Prof. Dr. Ahmet
Kog ylraticuliginde tamamlanmigtir.

Proje kapsaminda; bor fazlahdinda ortaya c¢ikan toksisitenin sebepleri, hicrelerin bu
toksisiteye verdikleri cevaplar ve eksikliginde bor direncliligi saglayan ya da bor duyarlhgina
neden olan genlerin etki mekanizmalar arastinimigtir. Saccharomyces cerevisiae model
organizmasi kullanilarak klonlama, beta-galaktozidaz denemeleri, real time PCR, western ve
northern blot, kitle spektrometresi analizleri sonucu bor toksisitesinde aktive olarak yol
oynayabilecek yolaklara isaret edilmigtir.
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OZET

Bor dogada cogunlukla borik asit formunda bulunmakta olup esansiyel bir bitki besinidir.
Sadece bitkiler degil pek ¢ok organizma metabolik faaliyetleri i¢in bora ihtiya¢ duymaktadir.
Bor, az miktarlarda gerekli iken fazlaligi toksisite olusturmaktadir ve bu toksisitenin
mekanizmasi bilinmemektedir. Bor toksisitesinin molekiler mekanizmalarinin arastiriimasi
kapsaminda kullanilan model sistem, bir maya olan Saccharomyces cerevisiae’dir. Maya tek
hucreli 6karyotik bir canlidir. Ayni zamanda pek cok hicresel sistem, maya ve diger
Okaryotlar arasinda evolusyonel olarak belirgin bir sekilde korunmustur. Dolayisiyla toksisite
ve tolerans mekanizmalarinin maya model organizmasi kullanilarak agiga cikartiimasi,
benzer mekanizmalarin insanlarda ve bitkilerde tanimlanmasina da yol gdésterici olmasi
bakimindan édneme sahiptir. Bor direngliligi ve bor duyarlihgi sagladigi tespit edilen genlerle
yapilan calismalar ile direnglilik ve duyarlihk mekanizmalari aydinlatiimaya calisiimigtir.
Borun Gcn4 transkripsiyon faktériin nasil aktif hale getirdigini anlamak icin GCN4 promotor
bdlgesine baglanabilen transkripsiyon faktér mutantlari Gend4 ve ATR71 ifadelenmeleri
yéninden incelenmistir ve sonuglar hlcre ici birtakim yolaklara isaret etmektedir. Hlcre igi
sinyal yolaklarindan incelenen TOR, PKA ve SNF1 yolaklarinin bor stresine yanit
mekanizmasinda rol oynamalari muhtemeldir. Mevcut veriler ile borun yikstz tRNA sinyali
olusturma mekanizmasi hentiz anlasilamamistir. Ancak yiksiz tRNA’larin taginiminda rol
oynayan GCNT1 geninin, Gcn2 kinaz aktivitesi i¢in gerekli oldugu bulunmustur. Ayni zamanda
bor toksisitesinin memeli hiicrelerinde de maya hicrelerindekine benzer bir tepki yarattigi
elF2a fosfatlanmasi ile gésterilmistir. Replikatif ve kronolojik yaglanma deneylerine gére bor
1mM dan yUksek konsantrayonlarda yasam stresini kisaltmakla birlikte mikromolar seviyede
yasam suresini uzatma yoninde etkileri bulunmustur. Bor stresinde hiicrede otofajinin
induklendigi de Atg8-GFP flizyon proteininin konfokal mikroskopta takip edilmesiyle ortaya
cikariimigtir.

Anahtar Kelimeler
Borik asit, bor toksisitesi, ATR1, Saccharomyces cerevisiae, GCN4, translasyonel
regUlasyon, transkripsiyonel regilasyon



ABSTRACT

Boron is found mostly as boric acid in nature. It is an essential micronutrient for plants. Not
only plants but also many organisms need boron for their metabolism. The excess boron
causes toxicity to these organisms, however the mechanisms of this toxicity is not known.
The yeast Saccharomyces cerevisiae has been used as a model system in investigating the
molecular mechanisms of boron toxicity. Yeast is a single-celled eukaryotic organism. Many
cellular systems are evolutionary conserved between yeast and other eukaryotes. Thus
unveiling toxicity and tolerance mechanisms by using yeast as a model is important, since
these mechanisms might lead to identify similar mechanisms in humans and plants. It has
been aimed to understand the mechanisms of resistance and sensitivity provided by the
genes. To reveal how boron activates Gcn4 transcription factor, the mutants of transcription
factors which can bind to the promoter region of GCN4 were investigated in terms of Gcn4
and ATRT expressions. The results indicated certain intracellular pathways. TOR, PKA, and
SNF1 pathways were found to be likely to play roles in boron stress response mechanism.
With the available data the induction of uncharged tRNA signalling by boron has not been
understood yet. However it was revealed that GCN1 which play a role in transferring
uncharged tRNAs is necessary for the kinase activity of Gcn2. Additionally, boron toxicity
creates a response which was shown by the phosphorylation of elF2a in mammalian cells
similar to that of yeast cells. According to the replicative and chronological lifespan analyses,
boron decreased the lifespan in cells treated with 1 mM boric acid or above concentrations,
but it increased the life span in very low concentrations . By following Atg8-GFP fusion protein
under the confocal microscope, it is also revealed that boron induces autophagy in cells.

Key Words
Boric acid, boron toxicity, ATR1, Saccharomyces cerevisiae, GCN4, translational regulation,
transcriptional regulation



1. GIRiS

Bor metalloid grubu bir elementtir. Dogada tek basina elementel formda bulunmamaktadir,
bunun yerine sodyum ve oksijen ile kompleksler olusturarak organobor bilesiklerini ortaya
cikarmaktadir. Borik asit ve borun sodyum tuzlar (boraks, disodyum tetraborat) bircok
endistriyel amagla kullanim alani bulmustur. Bunlar; cam imali, fiberglas izolasyonu,
porselen emaylanmasi, seramik sirlama, metal alasimlari, glbreleme, camasir, ilac ve
kozmetik endustrilerini icermektedir (Environmental Protection Agency, 2004). Bu bilesikler
ayni zamanda ge¢ alev alici malzeme olarak, herbisit, insektisit, katalist olarak
kullaniimaktadir (Woods, 1994).

Bor canli sistemlerde ise borik asit olarak bulunmaktadir ve bu sistemlerde pek ¢ok olayda
rol oynayabilecedi hatta bitkiler icin esansiyel oldugu bilinmektedir (Tanaka ve Fujiwara,
2008). Ayni zamanda gunlik yasamda insanlarin tukettigi bir mikromineral olarak dikkat
cekmektedir.

Metalloidlerin hlcre igerisinde farkli mekanizmalar etkileyerek toksisiteye sebep olduklar
bilinmektedir. Bu toksisite; oksidatif stresin artmasi, DNA hasarlarinin ortaya ¢ikmasi, DNA
hasar tamir mekanizmalarinin ve membran fonksiyonlarinin  bozulmasi, protein
katlanmasinin, protein fonksiyon ve aktivitelerinin engellenmesi sonucu ortaya
¢ikabilmektedir. Metalloidlerin yarattigi bu toksisiteden kurtulmak icin hlcreler bir takim
mekanizmalar olusturmuslardir. Bunlarin arasinda ilgili metalloidin hiicre digina atilmasi,
hiicre i¢i organellerde depo edilmesi, metalloid baglayan proteinler ve peptidler tarafindan
selatlama ve metalloidin hiicre i¢ine aliniminin azaltiimasi yer almaktadir (Verbruggen vd.,
2009; Lemire vd., 2013; Tamas vd., 2014).

Projenin ana konusu bor toksisitesi ve tolerans mekanizmalarinin anlasilmasi (zerine
¢alismalar yapmaktir. Bu ¢alismalardan elde edilecek verilerle bu konuda sahip olunan
bilgilerin Gstlne yenilerinin eklenerek gelistiriimesi amaglanmigtir.

2. LITERATUR OZETIi

Bor, periyodik tabloda B sembolu ile gosterilen ve metal ile ametal arasi 6zelliklere sahip
olan bir elementtir. Bor dogal olarak olugsmakta ve gevrede pek ¢ok ortamda bulunmaktadir.
Hayvanlarda, bitkilerde ve insanlarda en yaygin olarak bulunan formu borik asittir (H;BO3), az
bir miktarda ise borat anyonu (B (OH),) seklinde bulunmaktadir (Devirian ve Volpe, 2003;
Hunt, 2003).



In vivo ve in vitro sistemlerde, borik asit cis-hidroksil gruplarina karsi afinite géstermektedir.
Cis-hidroksil grubu igeren biyomolekillere 6rnek olarak riboflavin, adenozin-5-fosfat,
piridoksin, pirimidin nukleotitleri ve riboz gibi seker molekilleri verilebilir (Hunt, 2007). Borik
asitin sahip oldugu bdyle bir afinite, borik asit tarafindan olusturulan bazi biyolojik etkilerin
mekanizmalarindan sorumlu olabilir (Bolanos vd., 2004).

Bor igerdigi bulunan ilk dogdal bilesik; gram pozitif bakterilere etki eden bir antibiyotik olan
boromisindir (Hitter vd., 1967). Bunun yani sira tartrolon, borofisin, aplazmommisin gibi
bakteriyel antibiyotiklerde (Rezanka ve Sigler, 2008); bakteriyel quorum sensing molekili
autoinducer Al-2’'de (Chen, 2002); bir denizel bakteri tarafindan Uretilen ve bor iceren
siderofor vibrioferrinde (Amin vd., 2007), Jurassic dénemi kirmizi alglerinden Solenopora
jurassicadaki ayirt edici pembe renkten sorumlu olan borolitokromlarda (Wolkenstein vd.,
2010) bulunmaktadir.

Bu dogal bilesiklerin disinda, borun hayvanlarda ve mikrobiyal sistemlerde birgok fizyolojik ve
metabolik islemde yer aldigi gdsterilmistir (Tanaka ve Fujiwara, 2008). Ornegin
Azotobacterde bakteriyal azot fiksasyonu igin gereklidir (Anderson ve Jordan, 1961). Bacillus
boroniphilus olarak bilinen bir bagka bakteri tGrinin blyimesi igin ise yUksek miktarda bora
ihtiyaci vardir (Ahmed vd., 2007). Heterosistéz cyanobakteriler ve aktinomisetlerden Frankia
cinsi, buyimeleri ve azot fiksasyonu igin bora ihtiyag duymaktadir. Cyanobakteriler ilkel
¢aglardaki baskin organizmalardir. Dolayisiyla bu organizmalardaki bor gereksinimi, borun,
evrimsel sirecte esansiyel bir element olmasi fikri agisindan énem arz etmektedir (Bolanos
vd., 2004).

Borun esansiyel bir bitki besini oldugu 1923 yilindan beri bilinmektedir (Warington, 1923).
Borun mikrobiyolojik sistemlerde, bitkilerde ve hayvanlarda pek c¢ok fizyolojik ve metabolik
olayda rol oynadidi disintlmektedir. Ancak ylksek konsantrasyonlarda bulundugunda, tim
bu organizmalara toksik etki géstermektedir (Nielsen, 1997).

Bitkilerdeki fonksiyonel rolleri ile ilgili yapilan ¢aligmalar, borun bitkilerde seker transportuna,
hicre duvari sentezi ve yapisina, karbonhidrat, RNA, indol asetik asit ve fenol
metabolizmalarina, membran transportuna katildigini ortaya c¢ikarmistir (Blevins ve
Lukaszewski, 1994; Camacho-Cristobal vd. 2008). Ancak borun bu sireclerdeki etki
mekanizmasi hala bilinmemektedir. Borun fonksiyonlarindan buglne kadar agikca
tanimlanmis bir tanesi bitki calismalarindan gelmistir (Nielsen, 1996; O’Neill vd., 2004).
Bitkilerde, hiicre duvarinin stabilitesi RG-Il (ramnogalakturonan 1l) kompleksin olusumuna
baglidir. RG-1l ise apiyozil yapilarin borat esterlerine cis-diol baglari ile kovalent olarak bagh
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bir pektik polisakkarittir. Bu pektik sistemdeki borat ¢capraz baglarinin hiicre duvarini fiziksel
olarak giclendirdigi ve hicre adezyonunda pay! oldugu distnilmektedir (York vd., 1985;
Ishii ve Matsunaga, 1996; Scorei, 2012).

Bor insan ve hayvanlarin ginlik beslenmesinde gerekli bir bilesendir. Sebze, meyve, kuru
meyve gibi yiyeceklerde bolca bulunmaktadir ve gunlik 3-7 mg bor gUnlik besin
dlzenimizde tuketilmektedir (Baker vd., 2011). Insanlar yiyeceklerin yani sira, icme
sularindan ve tukettikleri bazi Grtnlerden (kozmetik, deterjan, sabun vs) bora maruz
kalmaktadirlar. Bor insanlarda hicre membranlarini etkilemekte, steroid hormon
metabolizmasinda rol oynamakta ve saglkli kemik gelisimi igin gerekmektedir. Ayrica yapilan
klinik deneylerle, besinler ile bor alindidi zaman erkeklerde prostat kanserine yakalanma
olasiiginin 6énemli dlcide azaldigi goérulmastir (Cui vd., 2004). Ancak yapilan bu
calismalardaki borun s6zu edilen fonksiyonlarinin ayrintilari bilinmemektedir. Bu anlamda
ilgili  molekiler mekanizmalarin ortaya c¢ikariimasi ve anlasiimasi gerekmektedir.
Hayvanlarda ise embriyolojik gelisme esnasinda borun gerekli oldugu ilk olarak zebra bahgi
(Danio rerio) ve alabalik (Oncorhynchus mykiss) embriyolarinda gézlemlenmistir (Rowe vd.,
1998, Rowe, 1999). Ayni zamanda diatomlar cyanobakteriler, deniz algleri ve kurbagdalar
(Xenopus laevis) igcin de esansiyeldir. Bor hayvanlarda da g¢esitli mekanizmalar
etkilemektedir. Bunlar arasinda; karbonhidrat metabolizmasi, mineral metabolizmasi, cesitli
enzimlerin aktivitelerinin dizenlenmesi, embriyonik gelisme sayilabilir. Ancak borun
hayvanlardaki fonksiyonunun molekiler mekanizmalari henliz anlagilamamistir (Tanaka ve
Fujiwara, 2008). Bor bitkiler ve hayvanlar i¢in dnemli bir besindir. Bu canlilarin blyimesi ve
gelismesi icin gerekli oldugu halde, yiksek konsantrasyonlarda bulunmasi da toksik etki
yaratmaktadir. Bor yetersizligi de fazlaligi da organizmalar igin olumsuz sonuglar
dogurabilmektedir (Juan vd., 2008; Yazbeck vd., 2005). Dolayisiyla hicre igerisine alinan ve
disina atilan bor miktarinin kontrol mekanizmalari tarafindan dizenlenmesi gerekmektedir.
Bu baglamda borun taginimini saglayan transporter genlerin gerektigi zamanda ve yerde

ifadelenmeleri 6nem kazanmaktadir.

Borun bitkiler i¢in zorunlu bir besin olmasi, topraktan direkt olarak borik asite maruz kalmalari
nedeniyle ve etkilerinin birincil derecede goérildigl organizmalar olmalari sebebiyle bor ile
ilgili cogu calismada model organizma olarak bitkiler kullaniimistir. Bor transportu ve
toleransiyla alakali pek g¢ok bitki geni bulunmustur. Yapilan ¢alismalarla borun membran
transportuyla ilgili ¢ mekanizma ortaya ¢ikarilmigtir. Bunlar; pasif difGzyon (Hu ve Brown,
1997), borik asit kanali iglevi géren NIP proteinleri (nodulin-26-benzeri intrinsik proteinler)
(Takano vd., 2006), BOR1 geni tarafindan kodlanan ve borun aktif taginimla hiicre disina
atilmasini saglayan proteinlerdir (Takano, 2002). Yapilan daha ileri ¢alhismalarla BOR1
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homolog ve paraloglari pek ¢ok organizmada karakterize edilmistir (Miwa vd., 2007;
Nagakawa vd., 2007; Takano, 2002; Park vd., 2004). Ancak bor transporterlarin nasil
calistigi, bor transport mekanizmalari ve bu mekanizmalarin nasil kontrol edildigi yeterince
acik degildir.

Tek hicreli bir 6karyotik canli olan mayanin (Saccharomyces cerevisiae) blylimesi igin bora
ihtiyac duydugu ancak c¢evredeki bor miktari arttiginda ise blylyemedikleri daha énceden
gosterilmistir (Bennett vd., 1999). Daha sonra yapilan g¢alismalarla mayanin bora toleransli
bir organizma oldugu ve 80 mM borik asit varliginda yasabildigi gésterilmistir (Kaya vd.,
2009). Maya ayni zamanda bakir, demir, ¢inko gibi ¢esitli metallerin tasinimi ve hicrelerin bu
metal streslerine yanitlarinin arastiriimasi icin kullaniimis bir organizmadir. Ayni zamanda
bitki bor tolerans genlerinin karakterizasyonunda da yine maya model organizma olarak
kullaniimistir. Bunlara ek olarak genetik manipilasyonlarin kolaylikla uygulanabilmesi, maya
icin uygun olabilecek genomik metotlarin bulunmasi, deneysel yaklasimlar icin 6nemli
olabilecek hizli jenerasyon siresine sahip olmasi bakimindan avantajli bir organizmadir.
Ayni zamanda pek ¢ok hicresel sistem, maya ve diger 6karyotlar arasinda evolusyonel
olarak belirgin bir sekilde korunmustur.

Maya model organizmas! kullanilarak bor biyolojisi ile ilgili son yillarda ortaya konmus
calismalar incelenecek olursa; maya genomik DNA kitliphanesi taramalari ile ATR1 geni bir
bor tolerans geni olarak bulunmustur. Atr1, borun disari atiimasinda ana roli Ustlenmekte ve
bu sekilde hicrelerde, elemente karsi gUcli bir direnglilik saglamaktadir. Ayni zamanda
ATR1 ifadelenmesinin de bor muamelesiyle kontrol edildigi ortaya cikariimistir (Kaya vd.,
2009). Yapilan biyoinformatik analizler ile YMR279c ve YOR378w, ATR1 geninin iki paralogu
olarak bulunmus ve iglerinden 6zellikle YMR279c¢'nin ifadelenmesi hiicre i¢i bor seviyelerini
azaltarak dikkate deger bir bor direngliligi saglamistir (Bozdag vd., 2011). Bor
metabolizmasinda rol oynayabilecek diger genleri bulmak i¢in haploid maya delesyon setinin
tim mutantlan bor direngliligi saglayan ve bor duyarliligina sebep olan genler bakimindan
taranmigtir. Borun toksik seviyelerine direng saglayan 6 mutant, hassasiyet gésteren ise 21
mutant bulunmustur. Ayni zamanda bor muamelesi ile 6nemli derecede artan baska
proteinleri ortaya ¢ikarmak amaciyla proteomik yéntemlere basvurulmustur. Bulunan genler
ve proteinler bor stresine yanitta yer alabilecek gesitli yolaklara dikkat cekmektedir (Uluisik
vd., 2011a). Yapilan daha ileri ¢alismalarla, bor stresinde ATR17 geninin ifadelenmesinin
aminoasit biyosentez genlerinin ifadelenmeleriyle iligkili oldugu ve bu mekanizmanin da Gcn4
transkripsiyon faktort tarafindan siki bir sekilde kontrol edildigi gdésterilmistir. Borun ayni
zamanda Gcn2 protein kinazi bagimh elF2a’nin fosfatlanmasina sebep olarak protein
sentezini baskiladidi da elde edilen veriler arasindadir (Uluisik vd., 2011Db).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan maya suslari ve besiyerleri

Bu calismada haploid yabani tip (wild type) Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa his3
leu2, met15 ura3), homozigot diploid yabani tip BY4743 (MATa/a his3A1/his3A1 leu2A0
/leu2A0 lys2A0/LYS2 MET15/met15A0 ura3A0 /ura3A0) ve maya delesyon setinden temin
edilen izogenik delesyon mutantlari kullanilmistir (Invitrogen). Hiicre blyUimeleri igin zengin
bir besiyeri olan YPD (%2 glukoz, %2 pepton, %1 maya ekstraktl ve kati besiyeri i¢cin %2
agar) ve segici bir besiyeri olan gerekli aminoasit ve bazlarin ilave edildigi YNB (yeast
nitrogen base) medyalari kullaniimistir.

3.2. Genlerin klonlanmasi

Klonlamalar i¢cin Gateway klonlama sistemi kullaniimistir. Bu sistem, lambda bakteriyofajinin
bdlge-spesifik rekombinasyon 6zelligine dayanmaktadir ve diger klonlama yéntemlerine gére
ilgili DNA bdlgelerinin daha kisa stirede ve daha etkin klonlanmasi saglanmaktadir. Yabani
tip hucrelerin genomik DNA’lar1 kullanilarak ilgili genlere ait bdlgeler High Fidelity enzim
karisimi (Fermentas) ile cogaltiimigtir. Bu islem icin kullanilan pirimerler Tablo 1’de

gOrilmektedir.

Tablo 1. Klonlama denemelerinde kullanilan primerlerin listesi.

Cogaltilan
Gen Bélgenin
Boélgeleri Primer Sekanslar Uzunlugu
(baz cifti-
base pair)

Forward: 5-

HOM6 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCGTAGATAGTATCATCAATCGAAT-3 1071 b
Reverse: 5’GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTCTGTTTACTGATCTA- P
3
Forward: 5-

THR1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAGATATACGGACTACAGAAAATGG-3 1074 bp
Reverse: 5-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATTTCATTGCTGTTCGACGCTAG-3’

Forward: 5-

ERG4 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCGTAGTGTACATAGATTAGCATCGC- 1422 bp
3
Reverse: 5-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACATAAGGAATAAAGACGTAAGGGC-

3
Forward: 5-

RPE1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAAGAGCGAGGTAAACACACAAGAAA- 717 bp
3
Reverse: 5-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGCCGCATATGTACAACTAATC-3
Forward: 5-

OCH]1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGAAAGCAAGTAAAAGAAAGAAGAG-3 1443 bp
Reverse: 5-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGCCTCGTTATTTATGACCTGC-3
Forward: 5-

UBP3 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTACCGCTTTCCTTTCCATCATCA-3’ 2739 bp
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Reverse: 5-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCACCCCCCGTCTTAATTTCTCTT-3

Forward: 5-

SLA1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGTATGACTGTGTTTCTGGGCA-3’ 3735 bp
Reverse: 5-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAATCTAGAATCCAAACGGATTTGA-3
Forward: 5-

YGR283C GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGTGTAGCATAATAGGGGAAGA-3’ 1026 bp
Reverse: 5-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTTATTTCAACTTGCCCAACGCTG-

3
Forward: 5-

CCSH GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCACAAAAATGACCACGAACGATAC- 750 bp
3
Reverse: 5-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGGATGTTCTATTTGATGTTGTTGGC-

3
Forward: 5-

YMR310C GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCACTTAGTTTGATGAGCAGCACG-3 954 bp
Reverse: 5-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCGTACTTATCCATTGCATGAAGG-3’

Forward: 5-
SNF1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCACTCCCTTAATAAAGTCAACATGAG- 1900 bp

3
Reverse: 5-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTCTTTTACGTTCCACCATCAA-3

Gogaltilan fragmanlar BP klonaz enzimi (Invitrogen) ile, &dncelikle, pDONR vektériine
(Invitrogen) ve daha sonra da, LR klonaz enzimi (Invitrogen) ile hedef vektorlere (Addgene)
aktanimistir. Bu calismada; pDONR221 (Sekil 1A) dondr vektdr olarak, pAG426GPD (Sekil
1B) ise hedef vektor olarak kullanilmistir. Daha sonra izole edilen vektdrlerin ilgili genleri
icerip icermedikleri, Bsp1407I (BsrGl- Fermentas) restiriksiyon enzim kesimleri ve enstitimiiz
blnyesinde bulunan Biyoteknoloji ve Biyomuhendislik Uygulama ve Arastirma Merkezi’'ndeki

(BIYOMER) ABI 3130XL DNA sekans cihazi kullanilarak dogrulanmistir.

Sekil 1. Klonlama denemelerinde kullanilan Gateway sistemine ait vektérler. A) pDONR221

PAG426GPD-codB
8325 bp

dondr vektdr haritasi B) pAG426GPD hedef vektdr haritasi.
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3.3. Li-Ac metoduyla maya transformasyonu

Maya transformasyonlari igin hizli ve yiksek transformasyon verimi saglayan standart lityum
asetat metodu kullaniimistir (Gietz ve Schiestl, 1995). Maya hucreleri logaritmik faza ulasana
kadar YPD ya da YNB besiyerlerinde buyuttlmis ve ardindan distile su ile yikandi. Hicre
pelleti 0,1 M Li-Ac ile sispansiyon haline getirildi. Ardindan santrifligasyon ile yeniden pellet
haline getirilen hlcrelere 240 yl PEG (50 % w/v), 36 pl (1 M) LiAc, 5 pyl ssDNA (2 mg/ml), 10
pl DTT (0,3 mM), 20 pl plazmit DNA (0,1-10 pg), 10 pul dH20 eklenir ve 1 dakika vortekslendi.
30°C calkalamal inkibatdérde 30 dakika inkibe edildi. Arkasindan 20-25 dakika 42°C sicak
su banyosunda 1si gsokuna ugratildi. Boylelikle transforme edilmis hicreler ilgili segici
besiyerlerine ekilerek 30°C’de inkibe edildiler ve 3-4 giin sonrasinda biyumeleri gdzlendiler.

3.4. Maya hiicrelerinin bor toleranslarinin belirlenmesi

Denemelerde bor kaynag: olarak borik asit kullaniimigtir. Kati besiyeri ortaminda yabani tip
ve secilen maya mutantlari bor toleransi géstermeleri bakimindan analiz edilmiglerdir. Bir
gece boyunca biyimus hlcreler optik yogunluklari (ODe00) 0,2 olacak sekilde seyreltilmistir.
Ardindan 2.107', 2.1072, 2.107° ve 2.107™ seri diliisyonlari yapilmistir. Her diliisyondan 5yl
alinarak farkli konsantrasyonlarda borik asit iceren YPD ya da YNB besiyerlerine
damlatiimigtir. 30°C’de en az 3 glin inklibe edildikten sonra hiicrelerin koloni olusturup
olusturmadigi gézlenmis ve petriler fotograflanmigtir. Boylelikle yabani tip hiicre ile mutantlar
arasindaki bor sensitivite farklar gézlenebilmistir.

3.5. Huicre ici bor konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Logaritmik fazdaki maya mutantlari bir saat 50mM borik asit ile muamele edilmigtir. Borik asit
muamelesi gérmeyen hicreler ise kontrol grubu olarak kullaniimistir. Santrifiigasyon ile
toplanan hdcreler distile su ile yikanarak ortamdaki borun uzaklagtiriimasi saglanmigtir.
Toplanan hicreler; lizis tamponu (%2 Triton X-100, %1 SDS, 100mM NaCl, 10mM Tris-Cl,
imM EDTA) ve cam boncuk kullanilarak vorteks yardimiyla pargalanmis ve ortaya ¢ikan
sUpernatantlar deneme igin kullaniimigtir. Hlicre-i¢i bor miktarlari Boron Cell Test Kit (Merck)
ile belirlenmigtir. Kit; renk degisimine dayali bir metot kullanarak ortamdaki bor miktarini
ylksek hassasiyetle dlcebilmektedir. Denemeler ¢ kez tekrarlanmis ve her denemede her
hiicre tipi icin G¢ replika kullanmimigtir. Farkli denemeler kendi aralarinda ve yabani tip

hiicrelere gére normalize edilmistir.

3.6. RNA izolasyonu ve Real-Time PCR analizleri
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Zengin bir besiyeri olan YPD (%2 glikoz, %2 maya ekisresi, %1 pepton) ortaminda
blydtdlen; bor muamelesi gbren ve gbérmeyen maya hicreleri logaritmik buylime
evrelerindeyken toplanmis ve santrif(j ile ¢okturtlerek hicre pelletleri elde edilmistir. Daha
sonra bu hiicre pelletleri steril distile su ile yikanmis ve besiyerinin hlicrelerden tamamen
uzaklastiriimasi saglanmistir. RNA izolasyon kiti (Invitrogen) kullanilarak ilgili hiicrelere ait
toplam RNA’lar elde edilmistir. Elde edilen bu RNA’lardaki genomik DNA kontaminasyonunu
engellemek icin DNaz enzimi ile muamele edilmistir. Ardindan Real Time PCR analizlerinde
kullaniimak Gzere cDNA sentez kiti (Fermentas) yardimiyla komplementer DNA’lar elde
edilmigtir. Kantitatif ifadelenme seviyelerini belirlemek icin sybr green boyasi iceren
MaximaTM SYBR Green gPCR Master Mix (2X) (Fermentas) ile ATR1 genine ait 186 baz
ciftlik bir bdlge ve kontrol olarak 103 baz ciftik maya aktin geni (ACT17) cogaltiimistir.
Gogdaltilan  bdlgeler  igin  kullanilan  pirimerler:  ATR1  igin; ATR1F  (5"-

ACGCGTATAGCATAGCCGCTTTCA-3") ve ATR1B (5-
TGTAAGCCTGGTTCCAACCCGATA-3') ile ACT1 icin; ACT1F (5-
ACGTTCCAGCCTTCTACGTTTCCA-3") ve ACT1B (5-

ACGTGAGTAACACCATCACCGGAA-3’). Denemelerde 1Q5 Real-Time PCR System (Bio-
Rad) kullaniimistir. PCR kosullari ise 94°C’de 30 saniye, 58°C’de 30 saniye, 72°C’de 30
saniye ve 40 déngliden olusmaktadir.

3.7. RNA izolasyonu ve Northern Blot analizleri

Northern blot analizlerinde kullaniimak Gizere mayadan sicak fenol yéntemi ile total RNA elde
edilmigtir. Yaklasik olarak 10ug total RNA %12,5’lik, 8M Ure igeren poliakrilamid jele
yUklenmig ve yUratimastdr. Pozitif yOkli naylon membrana (Amersham); Thermo Pierce G2
Fast Blotter sistemi ile transfer (25V, 0,5A, 25dk) yapildiktan sonra, RNA’lar, UV crosslinker
(UVP HL-2000 Hybrilinker) kullanilarak (40.000 pjoule/cm?) membrana tutturulmustur.
Ardindan biyotin ile isaretlenmis RNA problarini iceren hibridizasyon tamponu ile 37°C’deki
hibridizasyon firininda (UVP HL-2000 Hybrilinker) bir gece inkibe edilmigtir. Membran;
ylkama ve bloklama islemlerinin ardindan (membran bloklama islemi %2 BSA ile yapilmistir),
1yl HRP bagh Streptavidin (0,5 pg/ml) (Pierce) ile inkiibe edilmistir. RNA problarina ait
sinyaller, SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate sollsyonlari (Pierce)
kullanilarak VersaDoc Imaging System (Bio-Rad) ile gérintilenmistir. Denemelerde
kullanilmak Uzere ticari olarak sentezlettirilien ve satin alinan biyotin igaretli metiyonin,
histidin, treyonin tRNA prob sekanslari asagida gosterildigi gibidir.
5-CTCCTAGAATCGAACCAGGG-3’ (3'-tRNA™ 1) ~tRNA/Histidin

5'- GCGCCGCTCGGTTTCGATCC-3' (3-tRNAY:,r) tRNA/Metiyonin
5-CCTGTCAGAAATGAACTAAC-3’ (3-tRNA™ cu) —tRNA/Treyonin
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3.8. Western blot analizleri

Yabani tip ve izogenik gcn1A ve gen20A maya mutantlari logaritmik faza ulagsincaya kadar
bor iceren ve icermeyen YPD besiyerlerinde blyutllmuUslerdir. Her bir sus icin santrifligasyon
ile esit sayida hlcre toplanmistir. Elde edilen hiicre ekstraktlari 6rnek hazirlama tamponunda
¢ozlldiikten sonra 95°C’de 5dk kaynatilmistir. Ornekler %5-15 SDS-PAGE’de yiiriitildiikten
sonra PVDF membrana (Sigma) transfer edilmistir. Memeli hiicre kdiltiri deneyleri icin HeLa
hiicreleri kullaniimigtir. Denemeye 5000 htcre ile 6 kuyulu petrilerde baslanmistir. Hiicreler
0, 50, 100, 250, 500 ve 1000 uM borik asit iceren DMEM medyada 5 gin buyuttldikten
sonra lizis tamponu kullanilarak ( 10mM Tris pH:7,5, 1ImM EDTA, %0,1 Triton X-100, 1X
proteaz inhibitér, 1mM DTT, 1mM NazVO,, 50mM NaF) parcalanmistir. Elde edilen
sUpernatanlar ile Bradford denemesi yapilarak protein miktarlari taiyn edilmis ve her bir
ornekten 26 pg Ornek kullanilarak Western blot analizlerine devam edilmigtir. elF2a’ya
spesifik fosfoserin 51 antikoru (US Biological) primer antikor olarak kullaniimistir. HRP bagh
sekonder antikorlar ile muameleden sonra SuperSignal West Pico chemiluminescent
substrate solUsyonlari (Pierce) kullanilarak gérintilenen membranlar daha sonra bu bagl
antikorlardan ayrilarak, maya ornekleri icin kontrol olarak maya fosfogliserat kinazina
(Invitrogen) spesifik antikorlar ile; HelLa Ornekleri igin ise y-tubulin (Sigma) ile yeniden
isaretlenmigtir. Kullanilan sekonder antikorlar HRP bagl anti-rabbit IgG (Sigma) ve HRP
bagh goat anti-mouse IgG’dir (Sigma). Membranlar, gelismis kimyasal liminesans sistemi
(Pierce) ile muamele edilmis ve VersaDoc goérintileme sistemi (Bio-Rad) kullanilarak

gOrintilenmistir.

3.9. B-galaktozidaz aktivite denemeleri

Yabani tip ile maya mutant htcreleri YPD zengin besiyeri icerisinde buyuttlmis ve logaritmik
faza ulagsmis hulcrelere standart lityum asetat yontemi kullanilarak p180 plazmidleri
transforme edilmistir. p180 plazmidi GCN4-lacZ gen flizyonundan olugmaktadir. Plazmid
ayni zamanda GCN4'(in regilasyonundan sorumlu olan genin yukari kismindaki dort kigik
dizenleyici sekansi ve segiciligi saglayacak URA3 markerini icermektedir (Sekil 2)
(Hinnebusch, 1985).
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Sekil 2. GCN4-lacZ plazmidi

Secici bir besiyeri olan ve urasil amino asiti icermeyen YNB-URA’da blylyebilen
transformantlar secilmis ve daha yiksek miktarlarda blyUtelerek beta galaktosidaz analizleri
yapilmistir. Bazi denemeler icin, hlcreler, farkli konsantrasyonlarda borik asit iceren segici
besiyerlerinde U¢ saat blyutlldikten sonra toplanmis ve analizler yapilmistir. Bu deneme
icin 600 nm’deki optik yogunluklari (OD) 0.2-0.6 olan hucreler alinmis ve 400 pl Z tamponu
(60 mM Na,HPO,4, 40 mM NaH,PO,, 10 mM KCI, 1 mM MgSQO,, 50 mM B-merkaptoetanol ve
%0.2 N-lauryl sarcosine) ile homojenize edilmigstir. 30°C’de 30 dakika inkiibasyondan sonra
bu solisyona 4 mg/ml ONPG (o-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside) (Sigma) igeren Z
tamponu eklenmis ve 30°C’de 30dk inklbasyona birakilmistir. Reaksiyon 400 ul 1.5M
Na,COs; eklenmesiyle ortamin pH’si degistiriimek suretiyle durdurulmustur. Ornekler daha
sonra santrifljlenmig ve stpernatantlar alinarak 420 nm’deki absorbanslari élgiimustir. Elde
edilen absorbans degerleri 6rneklerin OD degerleri ile normalize edilmistir.

3.10. Kitle spektrometresi analizleri

Denemelerde ilk olarak ticari olarak satin alinan NADH (Sigma) saf suda ¢ozilerek 200 yM
stok solusyon hazirlanmistir. Su-asetonitril-trietilamin  (WAT) karisimi denemede solvent
olarak kullanilmistir. NADH, 1 ml WAT ile karistirilarak hemen analize alinmistir. Bunun yani
sira NADH ve borik asit WAT igerisinde karistirlarak hemen ya da bir saat inkibasyon
sonras! analiz edilmistir. Borik asit ve NADH icin solventteki final konsantrasyonlari sirasiyla
500 uM ve 100 pM’dir. Analizler, Applied Biosystems/MDS SCIEX — 4000 QTRAP LC-
MS/MS kullanilarak gergeklestirilmistir. Ayni zamanda ticari olarak satin alinan ATP (Sigma)
saf suda ¢oézllerek 200 uM stok solusyon hazirlanmigtir. Su-asetonitril-trietilamin (WAT)
karisimi denemede solvent olarak kullaniimistir. ATP, 1 ml WAT ile karistirilarak hemen
analize alinmigtir. Bunun yani sira ATP ve borik asit WAT igerisinde karigtirilarak hemen ya
da bir saat inkilbasyon sonrasi analiz edilmigtir. Borik asit ve ATP’nin solventteki final
konsantrasyonlari sirasiyla 500 yM ve 100 uM’dir. Analizler, Applied Biosystems/MDS
SCIEX — 4000 Q-TRAP LC-MS/MS kullanilarak gergeklestirilmigtir. Bunlara ek olarak ticari
olarak satin alinan maya tRNA’larinin karisimini iceren érnek ESI kitle spektrometresi ile
analiz edilmistir. Analizler igin kullanilan solvent, izopropanol ve depc ile muamele edilmis
suyun 1:1 oraninda karistiriimasiyla elde edilmistir. tRNA karisimi depc muamelesi gérmus
saf su ile 300 uM konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanmistir. Analizde kullanilan tRNA
karisiminin son konsantrasyonu solvent icerisinde 15 pmol/ul olacak sekilde ayarlandiktan
sonra negatif iyon ESI kitle spektrumunda incelenmistir. tRNA karisimina ait kitle spektrumu
elde etmek icin amonyum asetat ile ¢oktlirme metodu da kullaniimigtir. Bu metoda gére 40-
70 pl stok RNA solusyonu 1/3 hacimde steril 10 M amonyum asetat ile karigtiriimistir.
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RNA’lari ¢oktirmek igin 2,5 hacim soguk saf etanol eklenmistir. Bu solusyon -20°C’de 3 saat
inkibe edilmis ve daha sonra 15 dakika 12,500 rpm’de santrifij yapilmistir. Stpernatanlar
uzaklastirildiktan sonra amonyum asetat icerigini azaltmak igin pellet yeniden 400 pl %70’lik
soguk etanol ile yikanmistir. Bu solusyon da -20°C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra 12,500
rpm’de santriflj yapilmistir. SGpernatan uzaklastiriimig ve pellet 20 dakika vakumlu santrif(j
kullanilarak kurutulmustur. Pellet daha sonra depc ile muamele edilmis steril saf suyun
icerisinde ¢6zulmUs ve analiz igin kullanilmistir. Goktlirmelerden sonraki RNA solUsyonlarinin
suyun icerisindeki final konsantrasyonlari 300 pmol/pl'dir. Ayni yéntem tekrarlanarak ikinci ve
dclncl coktirmeler de yapilabilmektedir (Limbach vd., 1994). 10-mer’lik tRNA oligomerinin
kltle spektrometrisi analizleri icin; stok oligomer ¢bézeltisi, izopropanol-DEPC’li su (1:1) ile
konsantrasyonu 10pmol/ul olacak sekilde ile seyreltiimis ve Applied Biosystems 4000 Q-trap
kitle spektrometresi ile negatif modda analiz edilmistir. 10-mer tRNA oligomerinin LC-MS
analizleri igin, Dionex Ultimate 3000 HPLC sistemi ve Thermo LTQ XL ion trap kuitle
spektrometresi kullaniimistir. Oligomeri safsizliklardan arindirmak igin Kromasil Cig kolonu
(2,1x10 mm) kullaniimigtir. Kolona ylklenen 1,5 pg 6érnegin, 200 pl/min akis hizinda, A
kanalindaki (8 mM amonyum asetat ¢6zeltisi-suda) ve B kanalindaki (8 mM amonyum asetat
¢Ozeltisi-metanolde) solventlerin gradienti ile elisyonu gergeklestirilmistir. Absorbans dlgimu
dedektor yardimi ile 260nm’de yapilmistir. Kolon ¢ikigindaki akig, kltle spektrometresine
gOnderilerek, &6rnege ait kromatogram ve Kkutle spektrumlarinin es zamanl olarak
kaydedilmesi saglanmistir. Analiz sonucunda oligomere ait oldugu belirlenen fraksiyon
toplanip, bu fraksiyona borik asit eklenerek ion trap kitle spektrometresi ile analiz edilmistir.
Ek olarak, kolona ylUklenmeden 6nce stok oligomer ¢bzeltisine borik asit eklenerek LC-MS
analizi de gerceklestirilmistir.

3.11. Konfokal mikroskop goriintiilemesi

Atg8 proteininin lokasyonunu belirlemek amaciyla Oncelikle yabani tip maya hucreleri
pRS316 GFP-ATGS8 plazmidi ile standart LiAc metodu kullanilarak transforme edilmislerdir.
Plazmidi tasiyan transformant hicreler YNB-URA segici besiyerlerinde optik yogunluklari
yaklasik 0,4 olana kadar buytilmis ve farkli borik asit konsantrasyonlariyla bir saat 30°C’de
muamele edilmiglerdir. Santrifigasyon ile toplanan hcreler ile lam-lamel arasi preparat
hazirlanip Andor Revolution Spin-Disc konfokal mikroskopunda FITC filtresi kullanilarak

gOrintilenmistir.

3.12. Hayat suresi analizleri

Maya hcreleri, hayat siresi analizlerinden iki giin 6nce YPD besiyerlerinde buydttlmustar.
Replikatif hayat sdresi her bir anne hicrenin olusturdugu toplam yavru hicreler olarak
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belirlenmistir. Her bir maya hlcresi igin bireysel yavru hiicreler toplanmig ve baslangi¢ anne
hicresi olarak secilmistir. Bu anne hiicrelerden yeni olusan yavru hucreler ayrilmistir. Petriler
periyodik olarak kontrol edilmis ve hiicreler bélinmeyi durdurana kadar yeni olusan hicreler
sayllmis ve ayrilmistir. Her bir borik asit konsantrasyonu icin 20 hiicre analiz edilmistir ve
deneyler en az iki tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmigtir.

Maya hucrelerinin kronolojik yaslanma modeli, koloni olusturma birimi (cfu) analizi
kullanilarak tanimlanabilir (Parrella ve Longo, 2008). Maya hicreleri 30°C’de bir gece 5 ml
YPD besiyerinde buydtildikien sonra santrifigasyon ile toplanmig ve distile su ile
yikanmistir. Ardindan htcreler daha blylik hacimde YPD besiyerlerine ekilerek 30°C’de 180
rom’de 18 giin inkilbe edilmistir. ilk giin, sifirnci giin olarak kabul edilmistir ve sifirinci
glinden baglayarak 10 pl hicre 6rnedi alinip Thoma laminda sayilmistir. Thoma lami
sayimlarina goére yaklasik olarak 500 htcre farkh konsantrasyonlarda borik asit iceren YPD
petrilere ekilmig ve 30°C’de 2 giin inkilbe edilmistir. inkilbasyon sonrasi bliyiiyen koloniler
sayllmis ve hicrelerin koloni olusturma yetenekleri %CFU = (100 X sayilan koloni sayisi) /
(ekilen hucre sayisi) formuliine gére hesaplanmistir. Bu islem, baglangi¢ kultir( 18. gliinine
gelene kadar her 72 saatte bir tekrarlanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Bor direncli mutantlarda Gen4-LacZ aktivitesinin tespiti

Daha 6nce yapilan haploid maya delesyon seti taramalari ile, yoklugunda, mutantlari bora
karsi direncli hale getiren alti tane gen tespit edilmistir. ncs2A, ncs6A, kti12A, elp1A, elp3A,
elp6A mutantlari, yabani tip maya hudcrelerinin blyldyemedigi 80 mM borik asit'in yaklasik
olarak iki kati daha yiksek bir konsantrasyon olan 150 mM borik asit varliginda
blylUyebilmiglerdir. Bu mutantlarin bor direnglilikleri homozigot diploid mutant hlcreler
kullanilarak da dogrulanmigtir (Uluisik vd., 2011a). ATR1 ise hucre igerisindeki borik asiti
digsari atmak suretiyle maya hulcrelerine borik asit varliginda asiri diren¢ kazandiran ve
mayadaki bor transportundan sorumlu énemli bir gen olarak bulunmustur (Kaya vd., 2009).
Ayni zamanda Gcn4’Gn bor varhginda ATRTin regulasyonundan sorumlu transkripsiyon
faktérlerinden biri oldugu ortaya gikariimistir.

ilgili mutantlarda eksik olan genler, translasyon esnasinda tRNA’larin wobble baz
modifikasyonlarinda rol oynayan genlerdir (Tablo 2). Bu genlerin yoklugunda tRNA baz
modifikasyonu ile ilgili aksakliklar ortaya cikacak ve bu da translasyonu etkileyecektir.
Translasyonun etkilenmesi sonucu ise pek ¢ok stres ve amino asit biyosentez genleri aktive
olacaktir. Bunun yani sira bu genlerin aktivasyonunun Kkontrolinden sorumlu olan
transkripsiyon faktérleri de aktif hale gelecektir. Dolayisiyla ylksek konsantrasyonlardaki
boru tolere edebilen alti mutanttaki Gen4 seviyelerinin yabani tip maya hiicrelerine gére daha
fazla olabilecegi, bunun ATR7 ifadelenmesini arttirabilecegini ve bdylelikle de bor
direncliligini saglayabilecedi digtintlmugtar.

Tablo 2. Bor direngliligi gésteren mutantlar (Kaynak: Maya Genom Veritabani- Yeast
Genome Database).

Ortak Sistematik

- . g Fonksiyon
isim isim
tRNA’'daki wobble nukleozidlerin modifikasyonu igin gerekli olan Elongatér
ELP1 YLR384C | kompleksinin alt birimi. Elongatortin yapisal batinlGgina korur.
tRNA’'daki wobble nukleozidlerin modifikasyonu igin gerekli olan Elongatér
ELP3 YPLOseC | kompleksinin alt birimi. Histon asetiltransferaz aktivitesi géstermektedir.

tRNA’'daki wobble nikleozidlerin modifikasyonu igin gerekli olan Elongatér
ELP6 YMR312w | kompleksinin alt birimi. Elongatortn yapisal butinlGgina icin gereklidir.

Lys(UUU) ve Glu(UUC) tRNA’larinin wobble pozisyonundaki Gridin
tiyolasyonu igin gereken bir protein. Urmilasyonda, invazif ve psédohifsel

NCS2 YNL119W bilytimede rol alir.
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Gin, Lys ve Glu tRNA’larinin wobble pozisyonundaki Uridin tiyolasyonu igin
NCS6 YGL211W gereken bir protein. Urmilasyonda, invazif ve psddohifsel blyimede rol alir.

Elongator kompleks ile birlikte tRNA’daki wobble niikleozidlerin
KTI12 YKL110C ﬂ;oggzﬁ:;)r/onunda rol alan protein. Genom boyunca kromatin ile ve Cdc19p

Bora Kkarsi direnglilik gdsteren mutantlarin  direnglilik mekanizmasinin  aydinlatiimasi
kapsaminda 6ncelikle bu mutantlardaki Gcn4 protein seviyeleri incelenmistir. Bunun igin
ncs2A, ncsbA, kti12A, elp1A, elp34A, elp6A mutant hicreleri ile yabani tip hicrelere p180
plazmidleri transforme edilmistir. Elde edilen transformantlar ile beta galaktosidaz analizleri
yapimisgtir.

Coklu tekrarlardan olugsan beta-galaktozidaz denemeleri sonucunda mutantlardaki Gen4-lacZ
seviyeleri beklenilenin aksine yabani tip hicrelere (WT) kiyasla ya benzer ya da daha az
bulunmustur. Yalnizca ncs6A mutantinda bir miktar artis gézlemlenmigtir (Sekil 3). Bu
durumda bor direng¢li maya mutantlarinin gogunda Gcn4 transkripsiyon faktérinin direnglilik
mekanizmasi ile alakasinin olmadigi distnulebilir. Bor direncliliginin saglanmasinda ATR7’in

aktivasyonunu saglayan baska faktérler de rol oynuyor olabilir.

1,2 1

—t
HH

H
|

Hi

__ |BGCN4-LACZ

Gcn4-lacZ ekspresyonu
o
K-

WT elp1A elp3A elp6A ncs2A ncs6A  kti12A
mutantlar

Sekil 3. Yabani tip ve bor direncliligi gésteren mutant maya hicrelerindeki Gcné4-lacZ
aktivitesi.

4.2. Bor direncli mutantlarda ATR1 ifadelenme profillerinin belirlenmesi

Bora karsi direnglilik g0sterdigi bulunan ncs2A, ncs6A, kti124A, elp1A, elp34, elpb6A
mutantlarinda Gcn4 aktivitesinin fazla olabilecegi, bu aktivite sonucunda ATR7 geninin de
ifadelenmesi saglanarak bora karsi bir direng gelistirilebilecegi distntlmustir. ATR1 geni,
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mayada bor direngliliginin saglanmasinda 6nemli katkilari olan bir bor pompasini
kodlamaktadir. Dolayisiyla ncs2A, ncs6A, kti124, elp14, elp34, elp6A mutantlarinda ATR7’in
aktif olmasi beklenilmektedir. Bor stresinde ATR7 ifadelenmesinin dizenlenmesinden
sorumlu ana transkripsiyon faktért olarak GCN4 goésterilmistir (Uluisik vd., 2011b). Ancak
s6z0 edilen mutantlarda Gcn4 ifadelenme seviyelerinin yabani tip hicrelere gére disik
clkmigtir.

Real-time PCR denemeleri farkli zamanlarda, farkli cDNA’lar kullanilarak ve her denemede
en az Ug¢ tekrarli olmak Uzere gerceklestiriimistir. Sonug olarak; ncs2A, ncs6A, kti124, elp1A,
elp34, elp6A mutantlarindaki ATR7 mRNA ifadelenme seviyelerinin yabani tip (WT)
hiicrelere gbére oldukga arttigi gortlmustir (Sekil 4). Bu da ilgili mutantlardaki bor
direncliliginin kaynag: olabilir.

Yoklugunda hcreleri bora karsi direngli hale getiren bu genlerden ELP1, ELP3 ve ELP6
mayadaki alti tane alt Uniteye sahip elongatér kompleksinin Gyeleridir. Elongatér
kompleksinin ylksek yapili organizmalarda korunmus oldugu dusiiniimektedir. Okaryotik
hucrelerin  sitoplazmalarinda  belirli  tRNA’larin  wobble  pozisyonundaki  Uridine,
metoksikarbonilmetil (mcm) ve karbomoyilmetil (ncm) gruplari eklenmektedir. Bu tRNA’lar ise
adenin ve guanin ile biten kodonlarin kodlamasini dogru bir sekilde gergeklestirebilmektedir.
tRNA’lardaki bu modifikasyonlarla gen ifadelenmelerinin translasyonel dizeyde kontroli
saglanmaktadir (Johansson vd., 2008). ELP kompleksindeki genler tRNA’lardaki bu
modifikasyonlarin olusmasinda rol oynamaktadir (Huang vd., 2005). Ayni zamanda ELP
kompleksinin, ekzositoz ve tubulin asetilasyonu ile iligkili oldugu gdésterilmistir (Rahl vd.,
2005; Creppe vd., 2009). Kti12, elongatér kompleks ile etkilesime girerek wobble bazlarinin
modifikasyonunda rol oynamaktadir (Huang vd., 2005). Ncs2 ve Ncs6 ise yine tRNA’larda 5-
metoksikarbonilmetil-2-tiyoliridin -~ (mcm®s?)  ve  2-tiyolridin  (s?)  modifikasyonlarini
olusturmaktadir (Huang vd., 2008). Goéruldigu gibi bu genlerin yoklugunda tRNA’larda
meydana gelen modifikasyonlar gerceklesemeyecektir ve ilging bir gsekilde ilgili
modifikasyonlarin gergceklesmemesi hicre icerisinde bir takim sinyal yolaklarini aktive
etmekte, Atr1 fonksiyonel hale gelmekte ve hicrelerin bor stresine dayanmalarini
saglamaktadir.
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Sekil 4. Yabani tip ve bor direngliligi gésteren maya mutantlarinda ATR7 mRNA ifadelenme
seviyeleri. ACT1 ve ATR1 mRNA’larina ait Ct degerleri esas alinarak normalizasyon

yapilmistir.

4.3. Yoklugunda bor duyarhligina sebep olan genlerin klonlanmasi,
komplementasyonu ve yabani tip hicrelerde ifadelenmeleri

Daha 6nce tamamlanan TUbitak projemiz kapsaminda bor metabolizmasindaki genlerin
bulunmasi amaciyla yapilan maya delesyon seti taramalari sonucunda, yoklugunda hticreleri
bora karsi asiri duyarl hale getiren 21 tane gen tespit edilmisti (Uluisik vd., 2011a). Bu
genler literatirde ayrintili olarak incelendiginde hicre igerisinde farkli metabolizmalara
katildiklar1 (amino asit metabolizmasi, vezikiler transport, hicre ddngusi, karbonhidrat
metabolizmasi gibi) ve farkli go6revler Ustlendikleri gérllmuUstir. Bor duyarlilik
mekanizmalarinin aydinlatiimasi igin bu genlerin arasindan bora asiri duyarli olan on tanesi
secilmisgtir (ymr310cA, slalA, erg4A, ygr283cA, rpelA, thr1iA, hom6A, ubp3A, ccsi1A ve
och1A). Tablo 3’de segilen genlerin olasi fonksiyonlari géralmektedir. Bu mutasyonlarin
karakterizasyonu, mekanizmanin anlagiimasina katkida bulunacaktir.

Tablo 3. Yoklugunda asiri bor hassasiyetine sebep olan genlerin listesi (Kaynak: Maya
Genom Veritabani- SGD ve Uluisik vd., 2011a’ dan uyarlanmistir).

Ortak Sistematik Fonksivon
isim isim y
SLA1 YBL007C Aktin sitoiskeletinin kurulmasi igin gereken sitoiskelet proteini
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YMR310C | - Ribozom biyogenezinde rol aldigi ve S-adenozilmetiyonin-bagimli bir
metiltransferaz oldugu dusinilmektedir

ERG4 YGLO12W Ergosterol biyosentezinin son adimini katalizleyen C-24(28) sterol
rediiktaz

YGR283C | - S-adenozilmetiyonin-bagimli bir metiltransferaz oldugu
distnUlmektedir

RPE1 YJL121C D-ribuloz-5-fosfat 3-epimeraz

THR1 YHR025W Treyonin biyosentezi i¢in gerekli olan korunmus bir homoserin kinaz

HOM®6 YJR139C Homoserin dihidrogenaz

UBP3 YER151C Ubikutin-spesifik proteaz

CCS1 YMRO038C SUperoksit dismutazin bakir saperonu

OCH1 YGLO038C Cis-Golgi icin mannoziltransferaz

ilgili mutantlarin bor duyarliik mekanizmalarini anlamak ve sdz konusu mutasyonlarin

karakterizasyonu icin ilk etapta bu mutantlarda eksik olan genler Gateway klonlama sistemi
ile klonlanmistir. Destinasyon vektéri olarak pAG426GPD plazmitinde bulunan genlerin

yabani tip maya hdcrelerine transformasyonu yapilarak, ilgili genlerin asiri ifadelenmeleri

saglanmistir. Ayni zamanda s6zU edilen gen mutantlarina, ilgili genler plazmit i¢erisinde geri

kazandirilmistir. Bu genleri agiri ifade eden yabani tip hicrelerin ve komplementasyonu
gerceklestirilen mutant hicrelerin bor direnclilikleri spotlama deneyleriyle gdsterilmigstir (Sekil
5 ve Sekil 6).

WT-pRPE1
WTpOCHI1
WTpUBP3
WTpSLAIL
WT-pYGR2IE3C
WTpCCS1
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Sekil 5. Yoklugunda bor duyarliigina sebep olan genlerin yabani tip hicrelerde asiri

ifadelenmesinin bor toleransina etkisi.

Yabani tip maya hicrelerinin 75 mM borik asiti tolere edebildikleri daha 06nceden
gosterilmistir (Kaya vd., 2010). Sekil 5'de goruldigu gibi, bos plazmit iceren yabani tip maya
hiicreleri de bu sonucu dogrular niteliktedir ve denememizde kontrol olarak kullaniimistir.
Yoklugu asiri bor hassasiyetine sebep olan genlerin yabani tip maya hucrelerinde
ifadelenmeleri ise bu hicrelere ek bir direnclilik ya da duyarlihk saglamamistir. Yalnizca
UBP3 geninin asiri ifadelendigi yabani tip maya hucreleri 25 mM borik asit varliginda dahi
blylyememistir. Ubp3, bir ubikltin proteazdir ve Bre5 ile birlikte calisip COPII alt nitesinin
dedbikltinlenmesini saglayarak endoplazmik retikulum ve golgi cisimcigi arasindaki trafigin
dizenlenmesine yardimci olmaktadir (Cohen vd., 2003). bre5A mutanti da daha 6nce
yapillan maya delesyon seti taramalarinda bora hassasiyet gdsteren bir mutant olarak
bulunmustur (Uluisik vd., 2011a). Dolayisiyla BRE1 ve UBP3 genleri ya da bu genlerin
etkiledigi diger genler ve bor stresi arasinda bir iligki olabilir. Bu, ilgin¢ bir sonuctur ve daha

ayrintili incelenmesi gerekmektedir.
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Sekil 6. Yoklugunda maya hicrelerinin bora kargi asiri duyarli olmasina neden olan genlerin

ilgili maya mutantlarinda komplementasyonunun bor toleransina etkisi.

Bora duyarlilik gosteren maya huacrelerine, ilgili genler plazmit ile yeniden kazandirildiginda,
bazi mutant hicrelerin bor toleranslarinin degistigi géralmuastur (Sekil 6). Buna gbre; hom6A-
pHOMS6, sla1A-pSLA1, ygr283cA-pYGR283C, ccs1A-pCCS1, och1A-pOCH1, ymr310cA-
pYMR310C transformantlari yabani tip maya hicrelerinin gdsterdigi toleransa benzer bir
tolerans ile 75mM borik asit varliginda buylyebilmislerdir. Dolayisi ile bu mutantlarda
komplemantasyon testleri bagarili olmustur. Bunun yani sira; erg4A-pERG4, rpe1A-pRPET1,
thr1A-pTHR1 transformantlari ise 50 mM borik asiti tolere edebilmiglerdir ve transformasyon
sonucu ilave direnglilik kazanmamiglardir. ubp3A-pUBP3 transformanti ise 25 mM borik
asite hala hassastir. ilgili genlerin mutantlara geri verilmesi sonucu bor tolerans seviyesin
yabani tip seviyesine ¢ikmasi bor direngliliginin/duyarliiginin test edilen genler ile alakali
oldugunu gdstermektedir. Komplemantasyon saglanamayan durumlarda ise hdcrelerin

genetik altyapisi ile ilgili bazi farkliliklarin/mutasyonlarin varhigi olasidir.

4.4. Borik asite karsi duyarliik gésteren mutantlarda hicre ici bor miktarlarinin
belirlenmesi

Duyarli mutantlardaki htcre-i¢i bor miktarlari 6lgulmustir. Ayni zamanda; yoklugunda
hiicrelerin bora asiri duyarli olmasina sebep olan genlerin, yabani tip hiicrelerde ekstradan

ifadelenmesinin hiicre-igi bor miktar deg@isimi Gzerindeki etkileri incelenmisgtir.

Bu deneme igin éncelikle logaritmik fazdaki bor-duyarli mutantlar bir saat 50mM borik asit ile
muamele edilmigtir. Borik asit muamelesi gérmeyen hicreler ise kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Hicre-igi bor miktarlari Boron Cell Test Kit (Merck) ile belirlenmistir. Kit; renk
degisimine dayali bir metot kullanarak ortamdaki bor miktarini yiUksek hassasiyetle
6lgebilmektedir. Denemeler U¢ kez tekrarlanmis ve her denemede her hicre tipi icin U¢
replika kullanilmistir. Farkhh denemeler kendi aralarinda ve yabani tip hicrelere goére
normalize edilmigtir (Sekil 7).
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Sekil 7. Borik asit ile muamele edilen yabani tip ve bor-duyarli mutantlardaki htcre-igi bor

miktarlari

Daha sonra yoklugunda hticreleri borik asite kargi duyarli hale getiren genlerin yiksek kopya
sayili bir plazmit ile yabani tip hicrelerde ekstradan ifadelenmeleri saglanmistir. Kontrol
olarak ise yabani tip hicreler bos pAG426GPD plazmiti ile transforme edilmislerdir.
Transformasyonlar igin standart LiAc metodu kullaniimistir (Gietz ve Schiestl, 1995). ilgili
transformantlar urasil aminoasiti icermeyen besiyerlerinde segildikten sonra deneme igin
kullanilmak Gzere borlu ve borsuz ortamlarda blyGtilmustir. Hlcre-i¢i bor élcim sonuglari

Sekil 8'de goraldigu gibidir.
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Sekil 8. Yoklugunda bor duyarliigina sebep olan genlerin yabani tip hicrelerde asiri

ifadelenmesinin hiicre-igi bor miktarina etkisi

Sekil 7°’de gérildagu gibi kontrol grubu hiicrelerdeki hiicre-igi bor miktarlar birbirine oldukca
yakinken; borik asit muamelesiyle bazi mutantlar yabani tipe gére hlcre icerisinde fazlaca
bor biriktirmistir. Bu mutantlar rpe1A, och1A, ubp34, slailA, ygr283cA olarak siralanabilir.
Rpe1, pentoz fosfat yolaginda rol oynamaktadir ve genin delesyonunun oksidatif stres
duyarhhgi yarattigi bilinmektedir (Juhnke vd., 1996). Och1, golgi cisimciginde bulunmaktadir
ve proteinlere mannoz gruplarinin eklenmesinden sorumlu bir mannoziltransferazdir
(Nakayama vd., 1992). Ubp3, endoplazmik retikulum ve golgi arasindaki trafigin
dizenlenmesinde rol alan bir Gbikltin proteazidir. Ayni zamanda ozmotik strese yanitta rol
oynadidi da bilinmektedir (Baker vd., 1992; Sole vd., 2011). Slal, nikleus ve hiicre
korteksinde bulunmaktadir. Aktin sitoiskeletinin ve endositozun dizenlenmesinde rol alan
proteinlerle etkilesmektedir (Warren vd., 2002). Ygr283c'nin ise gbrevi tam olarak bilinemese
de bir metiltransferaz olarak varsayilmaktadir (Wlodarski vd., 2011). Géraldigu gibi bu genler
hicredeki énemli biyokimyasal olaylar ve hicresel trafikte rol almaktadirlar. Borik asitin
yUksek miktarlarda bulunmasinin hiicreye toksik etkileri oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla bu
mutantlarin borik asite karsi agiri duyarli olmalari hiicre igerisinde biriken yiksek miktardaki
bordan kaynaklanabilir. Bu beklenen bir sonugtur. Ozellikle borik asit ile muamele edilmis
ubp3A mutantindaki hiicre igi bor miktarinin yine borik asit ile muamele edilmis yabani tip
hucrelere gbre neredeyse iki katl fazla olmasi ilgingtir. Gegtigimiz yil yayinlanan bir
makalede, Ubp3 aktivitesinin mayadaki Ras/cCAMP-bagimli protein kinaz (PKA) yolaginin
dlzenlenmesi i¢in gerekli oldugu bulunmustur ve Ubp3, Ras/PKA sinyal yolaginin yeni bir
regulatérd olarak nitelenmigstir (Li ve Wang, 2013). Dolayisiyla Ras/PKA yolagdinin bor stres

yanit mekanizmasinda roli olabilir.

Borik asit muamelesiyle hiicre-i¢i bor miktarlari yabani tip hiicrelere gbére daha az bulunan
mutantlar ise thr1A, erg4A seklinde siralanabilir. hom6A, ccs1A ve ymr310cA mutantlar ise
borik asit muamelesinden sonra yabani tip hlcrelere benzer bir sonug vermiglerdir. Aslinda
bu sonug ilgingtir. Glnk( borik asit uygulamasindan sonra ilgili mutantlardaki hlcre-igi bor
miktarlari, borik asit ile muamele edilmis yabani tip hicrelerdeki hicre-i¢i bor miktarina
benzer ya da daha az bulunmasina ragmen bu mutantlar borik asite karsi olduk¢a duyarhdir.
Halbuki yabani tip maya hicreleri 75mM borik asit varliginda blyUyebilmektedir. Thr1;
treyonin, serin, metiyonin gibi amino asitlerin sentezinden sorumludur ve ekspresyonu Gcn4
tarafindan kontrol edilmektedir. Bor stresinde Gcn4’lin aktiflestigi ve amino asit biyosentez
genlerinin ekspresyonununda artis oldugu goézlenmistir (Uluisik vd., 2011b). Dolayisiyla
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thr1A mutantinin hiicre igi bor seviyeleri disik olsa dahi amino asit metabolizmasindaki bir
bozukluktan 6tlri mutantin bora asiri hassas hale gelmesi muhtemeldir. Erg4 ise maya ve
fungus hiicre membranlarinda bulunan ergosterol biyosentezinden sorumludur. Ergosteroliin
gbrevlerinden bir tanesi de membran butinliginin korunmasidir. Dolayisiyla bu genden
yoksun bir mutantta hlicre membran bitanliginin bozulabilecegi bdylelikle borik asit gibi
molekdllerin hiicre icine ve digina tasiniminin kolaylasabilecedi varsayilabilir ve ilgili
mutanttaki digik hlcre-ici bor seviyeleri bu durumla iligkilendirilebilir.

Eksikliginde hucreleri bora karsi duyarli hale getiren genlerin agsiri ifadelenmelerinin bu
duyarhh@r ortadan kaldirabilecegi distinliimustir. Fakat borik asit muamelesinin ardindan
Sekil 8'de de goruldigu gibi, bu genleri ifade eden plazmitleri iceren yabani tip hicrelerdeki
hiicre-igi bor miktarlari, bog plazmit igceren yabani tip hiicrelerdeki bor miktarlarindan fazladir.
Ancak Sekil 5°’de spot denemeleriyle gdsterildigi gibi ilgili genlerin agiri ifadelendigi yabani tip
hiicreler 75mM borik asiti tolere edebilmislerdir. Dolayisiyla genlerin yoklugunda hicreler
bora karg! asiri hassas hale gelirken, bu genlerin agiri ifadelenmesi borik asit hassasiyetini
ortadan kaldirmakta ancak hicre-igi bor seviyelerinde belirgin bir azalmaya sebep
olmamaktadir. Bu durumda devreye farkli sinyal yolaklarinin girdigi dastnulebilir.

4.5. Gcn4 transkripsiyon faktoriinin regilasyonundan sorumlu transkripsiyon

faktorlerinin bor direngliliklerinin belirlenmesi

Gcend’in bor ile iliskili ana transkripsiyonel regullatérlerden biri oldugu daha &énceki
calismalarimizla g6sterilmistir  (Uluisik vd., 2011b). Ancak bor stresinin GCN4'Un
transkripsiyonunu nasil indUkledigi tam olarak bilinmemektedir. Ayni zamanda farkli stres
kosullari karsisinda aktiflesen cesitli sinyal yolaklari Gcn4 transkripsiyon faktoriine
yonelmektedir. Dolayisiyla GCN4'lin promotor bdlgesine baglanabilen ve GCN4'l aktive
etmek ya da inhibe etmek seklinde gérev yapan pek c¢ok transkripsiyon faktért vardir. Bor
stresine yanitta bu transkripsiyon faktorlerinden hangisinin ya da hangilerinin rol oynadigini
bulmak amaciyla YEASTRACT veri tabanindan GCN4'iin promotor bdlgesine baglanabilen
12 tane transkripsiyon faktérl belirlenmistir. Yeastract veritabani, deneysel verilerden yola
cikarak Saccharomyces cerevisiae’deki transkripsiyon faktorleri ve onlarin hedef genleri
arasindaki dizenleyici iligkileri kapsayan bir kaynaktir (Teixeira vd., 2006). Bor stresinde
Gcen4 transkripsiyon faktérliini aktive eden transkripsiyon faktérini bulmak icin éncelikle
belirlenen fhl1A, flo8A, gIn3A, hap2A, hap4A, mgaiA, rap1A, sok2A, ste12A, stp1A, teciA,
yap1A mutantlari farkli konsantrasyonlarda borik asit iceren besiyerlerinde blyatilmas ve bor
toleranslari élctimuigtir. Sekil 9'da goérildigu gibi; tec1A, mga1A ve sok2A mutantlari borik

30



asit varhginda yabani tip maya hicreleri ile benzer blylime gdsterirken diger mutantlar borik
asit muamelesine kargl hassastir.

(NOT. Yeastract veritabanindan GCN4 promotoruna baglandigi bulunan FHL1 ve RAP1 gen
mutanti laboratuvarimizda bulunan maya delesyon seti icerisinde mevcut degildir. Bu ylzden

denemelerden ¢ikariimistir.)

0 50 75 100 125

mM, Borik Asit

Sekil 9. GCN4'iin promotoruna baglanan transkripsiyon faktér mutantlarinin bor toleranslari

4.6. Gcn4’Un reglilasyonundan sorumlu transkripsiyon faktér mutantlarinda Gen4-
lacZ ifadelenmesi

mgall, stp1A, gIin3A, hap2A, hap4A, gcn2A, yapiA, sok2A, flo8A, gcndA, teclA
mutantlarina standart LiAc yéntemi kullanilarak GCN4-lacZ (p180) plazmit transformasyonu
yapiimigtir. Transformantlarla yapilan B-galatozidaz denemesi en az doért kez tekrarlanmigtir
ve her denemede en az ¢ replikali 6rnekler ile galisiimistir.

Sekil 10°’da géruldigi gibi mgaiA, stp14, gin34, yap1A ve flo8A mutantlarindaki Gen4-lacZ
seviyeleri dusiktir. ilgili genlerin yoklugunda Gcn4-lacZ seviyelerindeki diisiis, bu genlerin
GCN4U aktiflestirmek suretiyle fonksiyon g0Osterdigi anlamina gelebilir. hap4A, gcn2A,
sok24, gcn4A ve tec1A mutantlarinda ise Gen4-lacZ ifadelenmesi yabani tip hiicrelere gére
daha fazladir. Bu durumda ilgili genlerin de GCN4ln ifadelenmesinde inhibitdér rol
oynayabilecekleri sdylenebilir. Ozellikle GCN2 geninin amino asit kithgi gibi pek cok stres
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kosullarinda aktive olarak genel translasyon mekanizmasini yavaslattigi ve GCN4(n
ifadelenmesini arttirdigi bilinmektedir. Ancak stres kosullari ortadan kalktiginda GCN4'(in
ifadelenmesi de yine GCNZ2 aktivitesine bagl olarak azalmaktadir (Ljungdahl ve Daignan-
Fornier, 2012). Bunun vyani sira Gcn4 ayni zamanda kendi ifadelenmesini
dizenleyebilmektedir. GCN4'Un asiri ifadelenmesinin hiicre buyimesine olumsuz etkileri de
bilinmektedir. gcn4A mutantinda GCN4 geninin sadece plazmit Uzerinden ifade edilmesi,
asiri ifadelenme profilini ortadan kaldirarak Gcn4’Gn  kendi Uzerindeki inhibisyonunu
engellemis olabilir. Bu ylzden de daha yiksek Gcn4-lacZ ifadelenmesi gdzlenmis olabilir.
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Sekil 10. GCN4Gn promotoruna baglanan transkripsiyon faktér mutantlarinda Gcn4-lacZ

ifadelenmeleri

4.7. Gcn4’un regulasyonundan sorumlu transkripsiyon faktér mutantlarinda ATR1
mRNA ifadelenmesi

B-galakiozidaz denemeleri ile elde edilen sonucglara gbére transkripsiyon faktér
mutantlarindan mgaiA, stp14, gin34A, yap1A ve flo8A 'de Gcn4-lacZ seviyeleri dusiktir. S6z
konusu mutantlardaki eksik transkripsiyon faktérleri GCN4'Gin ve dolayli olarak da ATR?in
aktivasyonunda rol oynuyor olabilecedi disiincesinden yola ¢ikarak ilgili transkripsiyon faktor
mutantlarinda ATR7 mRNA seviyeleri real time PCR denemeleri ile tespit edilmistir. Real-
time PCR denemeleri farkli zamanlarda, farkli cDNA’lar kullanilarak ve her denemede en az
Uc replikalh olmak Uzere tekrarlanmistir. Sonug¢ olarak, Sekil 11’de gértldiga gibi ilgili
genlerin eksikliginde ATR1 ifadelenmelerinde beklenildigi gibi bir azalis gdzlenmemistir. S6z
konusu transkripsiyon faktérleri GCN4'Gin promotor bdlgesine baglanarak transkripsiyonunu
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aktiflestirmek ya da baskilamak suretiyle islev géstermektedir. MGA1, STP1, GLN3, YAP1,
FLO8 genlerinin delesyon mutantlarinda Gcn4 seviyelerinin azalmasi, bu transkripsiyon
faktorlerinin Gen4’l aktive edebileceklerini distndirmektedir. Ancak bu genler Gen4’lin
regllasyonunda rol almanin yani sira hicre icerisinde farkli yolaklarda da rol almaktadirlar.
Ornegin STP1 geninin delesyonunda meydana gelen amino asit alinimindaki azalis
GCN4'den bagimsiz olarak gergeklesmektedir (Jorgensen vd., 1997). Dolayisiyla ilgili
genlerin delesyonu htcre icerisindeki farkli mekanizmalari da etkileyebileceginden ATRT
ifadelenme seviyelerinde beklenildigi gibi dogrudan ve GCN4 badimli bir azahs gérilmemis
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Sekil 11. Yabani tip, GCN4-transkripsiyon faktér mutantlarinda ATR7 mRNA ifadelenme
seviyeleri. ACT1 ve ATR1 mRNA’larina ait Ct degerleri esas alinarak normalizasyon

yapilmistir.

4.8. TOR kinaz yolaginin bor stresi ile iligkisinin arastiriimasi

Bor stresinin hlcre i¢i sinyal iletimi Gzerindeki etkilerini agida ¢ikarmak icin muhtemel sinyal
yolaklarindan éncelikle Tor1 kinaz yolagina yogunlasiimistir. TOR’un; rapamisin adli ilacin
etkiledigi bir hedef molekll oldugu bilinmektedir. Rapamisin ise organ transplantasyonu ve
bazi kanser tirlerinde kullanilan immunosupresif bir ilagtir. TOR, esansiyel bir serin/treyonin
kinazdir. Yapisi ve fonksiyonu ¢karyotlar arasinda korunmustur, Tor1 ve Tor2 olmak Gzere iki
kompleksten meydana gelmektedir. Tor1 rapamisin tarafindan inhibe olmaktadir ve hicre
blyimesi ve metabolizmasi igin 6nemli dlzenleyici rolleri vardir. Tor2 ise rapamisin

tarafindan inhibe olmamaktadir ve hiicre polaritesinin regilasyonundan sorumludur (Virgilio
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ve Loewith, 2006; Loewith ve Hall, 2011). TOR sinyal yolaginin ézellikle besin kithgr ve
cevresel stres kosullarinda gen ifadelenmelerinin  dizenlenmesinden sorumlu oldugu
bilinmektedir. Ayni zamanda, mRNA’nin 40S ribozomal alt birimine baglanmasini indlkleyen
faktorlerden biri olan elF4F miktarini arttirarak translasyonun baslamasina yardimci
olmaktadir. Ek olarak, translasyonun baslangi¢ asamasinda elF4F faktérinin olusmasi igin
gerekli olan elF4E faktérine bagh halde bulunan 4E-BP proteinlerinin fosfatlanmasini
saglayarak elF4E’nin serbest kalmasini saglamaktadir. Yapilan ¢alismalarla, TOR yolaginin,
translasyonun baslangi¢ asamasinda elF2a’nin GCN2 tarafindan fosfatlanmasini azaltarak
da etkiledigi bulunmustur (Cherkasova, 2003).

GCN2 protein kinazi amino asit kithiginda elF2a’y1 fosfatlayarak GCN4’lin translasyonunu
saglamaktadir. GCN2'nin kinaz olarak aktivasyonu yikstz tRNA’larin, GCN2'deki histidil
tRNA sentetaz bdlgesine baglanmasini gerektirmektedir. Ayni zamanda GCN2’deki
Ser577'nin fosfatlanmasi tRNA’larin baglanma afinitesini dislirerek GCN2 fonksiyonunu
inhibe etmektedir. Rapamisinin Tor yolagini baskilarken, Ser577’nin fosfatlanmasini
azaltarak Gcn2 aktivasyonunu ve dolayll olarak da Gcn4 aktivasyonunu sagladigi daha
dnceden gosterilmistir (Cherkasova ve Hinnebusch, 2003). Géruldigu gibi Tor yolagiyla ilgili
mekanizmalar translasyon baslangicina isaret etmektedir ve bor toksisitesinde de Gcn2’nin
bor ile aktive oldugu Gcn4’l aktiflestirdigi ve protein sentezinin inhibe oldugu bilinmektedir
(Ulwisik vd., 2011b). Dolayisiyla Tor yolagi ve bor stresi arasinda biri iligki olabilir.

Eger maya hcreleri sinirli azot kaynagina sahip olursa, bu bilegiklerin katabolizmasindan
sorumlu enzimleri kodlayan genler yiksek oranlarda ifadelenmektedir. Bu olayin
regulasyonundan ise GIn3 ve Gat1 adi verilen transkripsiyon faktérleri sorumludur. Mayadaki
Tor yolagi ayni zamanda sinirh azot kaynaklarinin katabolizmasinda rol alan genlerin
regllasyonunda da rol oynamaktadir. GIn3’Un, sitoplazmik bir protein olan Ure2 ile
etkileserek nlkleus digina ¢ikmasina neden olmakta ve bdylelikle transkripsiyonel
aktivasyonu engellemektedir (Valenzuela vd., 2001). Bunun yani sira Tor proteinleri, yine Tor
yolaginda bulunan bir protein fosfatazi olan SIT4un, TAP42 ile etkilesime girmesini
saglayarak inaktive etmektedir. Bu olay GLN3Un inaktivasyonuna sebep olmakta ve azot
katabolizmasi genlerinin ifadelenmeleri baskilanmaktadir. Rapamisin ise bu etkiyi tersine
cevirmekte ve TOR’u baskilayarak TAP42/SIT4 kompleksinin ayriimasina sebep olmakta ve
GLN3 aktivasyonunu saglamaktadir (Cherkasova ve Hinnebusch, 2003).

Gcen4’in hedef genlerinden bazilarinin hem GCN4 hem de GLN3Un yer aldigi ikili bir

regllasyona tabi oldugu g6z 6ninde bulundurulacak olursa; baslangic asamasi igin Tor
yolaginda ana rolleri olan tor1A ve gIin3A mutantlar ile ¢ahisilmak istenmigtir. Bu amagcla
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dncelikle ilgili mutantlara pGCN4-lacZ plazmit transformasyonu yapilmis; bor varliginda ve
yoklugunda Gcn4-lacZ degisimi B-galaktozidaz denemesi ile gésterilmistir (Sekil 12).

Elde edilen sonuglara gore kontrol grubundaki hiicrelerde (borik asit muamelesi gérmeyen)
ifade edilen Gcn4-lacZ miktarlari yabani tip hiicrelere gére daha dustkidr. ilgili genlerin,
GAAC yolaginin Gzerinde etkileri oldugu bilindiginden, bu genlerin delesyonunun Gcn4-lacZ
ifadelenmesini azaltmasi beklenen bir sonugtur. 5 mM ve 10 mM borik asit diginda
uygulanan konsantrasyonlarda Gcn4-lacZ ifadelenmesinde genel olarak bir dulsus
g6zlenmektedir. Her iki gen de hicre metabolizmasi igin dnemli regulatér goreviler
Ustlenmistir. Dolayisiyla bu genlerin delesyonu, hiicrede farkh molekullerin etkilesime
girmesine ve farkli yolaklarin aktiflesmesine sebep olabilir.

=
™~
o

=
N
o

[y
Q
=]

80 A

60 1

40 1

Gcnd-LacZ ekspresyonu, kat

20 1

Mutantlar

Sekil 12. p180 plazmiti tagsiyan ve farkli konsantrasyonlarda borik asit ile muamele edilmis
yabani tip, gin3A ve tor1A mutantlarindaki Gcn4-lacZ degisimleri. Deneme en az ¢ kez
tekrarlanmig ve her bir denemede mutant ve yabani tip maya hicrelerinden en az ¢ replika
kullaniimistir. Normalizasyon, borik asit muamelesi gérmemis yabani tip maya htcrelerine
g6re yapimistir. Denemede kullanilan borik asit konsantrasyonlari 5mM, 10mM, 20mM,
30mM ve 40mM’dir. C, borik asit muamelesi gérmemis kontrol grubu anlamina gelmektedir.

TOR yolagi ile alakal olan GIn3 azot katabolit represyon (NCR) metabolizmasinda rol alan
genleri kontrol eden bir transkripsiyonel aktivatordir. Eger ortamda azot kisitlamasi
mevcutsa GIn3 nlkleusa gitmekte ve NCR genlerinin aktivasyonunu saglamaktadir. Eger
ortamda herhangi bir azot kisitlamasi yoksa GIn3 fosfatlanarak sitoplazmada lokalize
olmaktadir ve NCR genlerinin ifadelenmeleri minimum seviyelere dismektedir. GIn3 farkh
kinazlar tarafindan fosfatlanabilmektedir. Bu kinazlar arasinda Tor kinazlari ilk sirayi
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almaktadir (Beck ve Hall, 1999). Snf1’in da GIn3 regulasyonunda rol aldigi bilinmektedir
(Bertram vd., 2002). TOR2 geni esansiyel oldugu i¢in, bizim ¢alismamizda tor1A mutanti
Uzerinde durulmustur. Ayni zamanda GIn3’Un de Gcn4 regllasyonunda rolleri oldugu
bilinmektedir. Eger bu genler bor stresinde, Gcn4 regllasyonu ya da Gen4 Gzerinden Atrd
regllasyonunda rol oynuyorlarsa, ilgili genlere ait mutant hicrelerde ATRT mRNA transkript
seviyelerinin dislk olmasi beklenmektedir. Sekil 13'de goéruldigi gibi tor1A ve gin3A
mutantlarinda ATR71 ifadelenmesi disuktir. Bir saatlik 20mM ve 50mM borik asit
uygulamasindan sonra ise ATR1 ifadelenmesi bor uygulanmamig kontrol gruplarina gére
artsa da yabani tip hicrelere gére oldukca azdir. Bu da, hicre metabolizmasinda énemli
roller Gstlenen bu iki genin bor stresinde de aktif roller aldigini géstermektedir.

ATR1 mRNA ekspresyon seviyeleri real time PCR metodu kullanilarak incelenmistir.
Denemenin detaylari gere¢ ve ybntem kisminda anlatildigi gibidir. Zenginlestirici
besiyerlerinde bulydtilen yabani tip, tor1A ve gIin3A mutant hicreleri logaritmik blylime
fazindayken Uge ayriimig, bir grup bor ile muamele edilmemis ve kontrol grubu olarak
kullaniimig, bir grup bir saat 20mM borik asit ile muamele edilmis ve diger grup da bir saat 50
mM borik asit ile muamele edilmistir. Bu hlcrelerden elde edilen toplam RNA’lar kullanilarak
real time PCR denemeleri gergeklestiriimistir. Denemeler farkli zamanlarda, farkli cDNA’lar
kullanilarak ve her denemede en az 3 replikali olmak Gzere tekrarlanmistir.
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Sekil 13. Borik asit ile muamele edilen ve edimeyen yabani tip, TOR1 ve GLN3
mutantlarinda ATR7 mRNA ifadelenme seviyeleri. ACT1 ve ATR1 mRNA’larina ait Ct
degerleri esas alinarak normalizasyon yapilmistir. (b.a. = borik asit)
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4.9. SNF1 yolaginin bor stresi ile iligkisinin arastiriimasi

Snf1, bir protein kinazdir ve sitoplazmik glukoz sensoérl olarak adlandirilmaktadir. Ortamdaki
fazla glukoz varliginda; diger karbon kaynaklarinin taginmasinda ya da kullaniimasinda rol
alan genlerin ifadelenmeleri baskilanmaktadir. Buna glukoz represyonu adi verilmektedir
(Carlson, 1999). Snf1, glukoz seviyeleri disik oldugunda aktive olmaktadir ve
glukoneogenezi indikleyerek alternatif karbon kaynaklarinin kullaniimasini saglamaktadir.
Ortamdaki glukoz seviyelerinin, Snf1’in eslik ettidi bir yolak ile GIn3 transkripsiyon faktérinin
aktivitesini etkiledigi gdésterilmistir (Bertram vd., 2002). Gcn4 transkripsiyon faktériinin de
GIn3 tarafindan aktive edilebildigi bilinmektedir (Lee vd., 2002; Harbison vd., 2004). Gcn4’lin
indirekt olarak aktivasyonundan sorumlu potansiyel mekanizmalardan biri GIn3’ln glukoz
kithgi kosullarinda Snf1 kinaz tarafindan aktiflestiriimesidir. Yapilan bir bagka calismayla ise
Snf1 delesyonunun Gcn4 protein seviyelerini arttirdigi, bunun da GCN4 translasyonunun
regllatérlerinden  Gcn2 ve Gcen20  aktivitesini  gerektirdigi  gdsterilmistir.  Snf1’in
S.cerevisiaede GCN4 translasyonunun kontrolini Gcn20 den daha 6nce fonksiyon
gostererek gerceklestirdigi distnulmektedir (Shirra vd., 2008). Snf1 kinazinin bor stres yanit
yolaginda rol alp almadigini anlamak igin SNF7 geninin delesyonunun ve asiri
ifadelenmesinin hicrelerde Gcen4-lacZ ve ATR1 mRNA seviyeleri Uzerine yaptidi etkiler
arastirimak istenmistir. Bu amagla &ncelikle SNF71 geni Gateway klonlama sistemi
kullanilarak klonlanmigtir. Klonlamadan sonra SNF1 genini igceren plazmitler yabani tip maya
hiicrelerine ve snfiA mutantina transforme edilmistir. Bu sekilde SNF1 geninin asin
ifadelendigi yabani tip mayanin ve komplemente edildigi snfiA mutantinin bor direnclilikleri
farkli konsantrasyonlarda borik asit iceren secici besiyerlerinde spotlama deneyleriyle
gOsterilmistir. Ayni zamanda snf1A mutantinin borik asit toleransi da farkli konsantrasyonda
borik asit iceren zenginlestirici YPD besiyerlerinde ekimler yapilarak belirlenmistir (Sekil 14).
snf1A mutanti borik asite kargl hassasiyet gostermektedir. Sekil 3'de goruldugu gibi yabani
tip maya hacreleri 75 mM borik asit varliginda buyUyebilirken snfiA mutantinin blyimesi
dénemli Olgtide zayiflamistir. Sekil 15°de goérildigu gibi SNF1 geninin asiri ifadelenmesi ve
snf1A mutantinda komplemente edilmesi bir fark ortaya koymamistir.

BYA743 : o

snf1A/snf1A |

0 25 50 75 100

mM, borik asit
Sekil 14. snf1A mutantinin borik asit toleransi
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Sekil 15. SNF1 geninin asiri ifadelenmesi ve komplementasyonunun borik asit toleransina
etkisi

SNF1 ile ilgili mevcut veriler degerlendirildiginde bu genin bor stres yolaginda rol almasi
muhtemeldir. SNF1 geninin delesyonunun ve asiri ifade edilmesinin hlcrelerde Gcné4-lacZ
aktivitesine etkileri (-galaktozidaz denemeleri ile belirlenmigstir (Sekil 16 ve Sekil 17). SNF1
genini yabani tip hicrelerde ve snf1A mutantinda asiri ifade etmek ve Gcn4 ekspresyon
seviyelerini incelemek icin ilgili hiicreler éncelikle bos plazmit ile ya da SNF1 genini tagiyan
plazmitler ile transforme edilmis, elde edilen transformantlar biydtilerek ardindan GCN4-
lacZ plazmiti ile yeniden transforme edilmistir. Tasidiklari plazmidlerin icerigine gére hem
urasil hem de histidin amino asiti icermeyen besiyerlerinde segilen transformantar ile 3-
galaktozidaz denemeleri gergeklestirilmistir. Goérlldugi gibi SNF1 geninin  eksikliginde
Gcen4’lin ifadelenmesi yabani tiptekine gére artmaktadir. Genin yabani tip hlcrelerde ve
snfiA mutantinda asin ifadelenmesi de Gcn4 seviyelerini arttirmistir (Sekil 17). Buna
dayanarak SNF7'in Gen4 ifadelenmesinin diizenlenmesinde rol aldigi disndlebilir.
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Sekil 16. p180 plazmiti tagiyan yabani tip ve Asnf1 mutantindaki Gen4-lacZ degisimleri
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Sekil 17. SNF1 geninin asiri ifadelendigi yabani tip ve snf1A mutant hiicrelerindeki Gené-lacZ
ifadelenme seviyeleri. Kontrol grubu olarak bos plazmit tagiyan yabani tip ve snf1A mutanti
kullaniimistir.

Ayni zamanda, SNF1 geninin asirn ifade edildigi yabani tip hlicreler ve komplementasyon

yapilan snf1A hicreleri kullanilarak bor varliginda ve yoklugunda ATR1 ifadelenme seviyeleri
real time PCR denemeleri ile belirlenmistir. Sekil 18'de géruldigu gibi snfiA mutantinda
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ATR1 ifadelenmesi yabani tip hicrelere gére dustk iken bor muamelesiyle genin
ifadelenmesi kontrole oranla yaklasik bes kat artmistir.

4.5 -

3.5 1

2.5 A

ATR1 mRNA

1.5 -

0.5 A

WT-Kontrol WT-50mM b.a snflA-Kontrol snflA-50mMb.a

Sekil 18. Yabani tip ve snf1A hiicrelerinde ATR1 mRNA’sinin real time PCR analizleri.
Hulcreler 50mM borik asit ile bir saat muamele edilmistir, kontrol grubu hicrelerine borik asit
uygulanmamistir. Maya aktin geni deneysel kontrol olarak kullaniimistir. ACT1 ve ATR1
mRNA’larina ait Ct degerleri esas alinarak normalizasyon yapilmistir.

SNF1 geni klonlanarak yabani tip ve snfiA mutantlarinda ekstradan ifadelenmesi
saglanmigtir. Elde edilen transformantlar ile gerceklestiriien ve ATR71 ifadelenme
seviyelerinin incelendigi real time PCR denemelerine gére SNF71 geninin asir
ifadelenmesinin yabani tip ve snfiA hicrelerindeki ATR1 mRNA ekspresyonunu 6nemli
6lctde etkilemedigi gbzlenmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. SNF1 geninin asiri ifadelendigi yabani tip ve snf1A mutantindaki ATR7 mRNA’sinin
real time PCR analizleri. Maya aktin geni deneysel kontrol olarak kullaniimigtir. ACT1 ve
ATR1 mRNA’larina ait Ct degerleri esas alinarak normalizasyon yapilmistir.

4.10. PKA yolaginin bor stresi ile iligkisinin arastiriimasi

S.cerevisiaede cAMP/PKA yolagl glikoz sinyal yolaginda rol alir ve strese dayaniklilik,
glikoliz glikoneogenez gibi olaylarin dizenlenmesinden sorumludur. PKA normalde hiicrede,
iki tane duzenleyici iki tane de katalitik alt birimlere sahip olan inaktif bir tetramer olarak
bulunmaktadir. Glikoz seviyeleri gibi hiicre disindan gelen sinyaller ile adenilil siklaz aktive
edilir, cAMP seviyeleri artar ve cAMP’nin PKA’nin dizenleyici alt birimlerine baglanmasiyla
konformasyonal bir degisiklik meydana gelmekte ve PKA'nin katalitik alt birimleri aktif hale
dénusmektedir (Zurita-Martinez ve Cardinas, 2005). Pkal ve Pka2, PKA yolaginda cAMP
bagimh protein kinaz katalitik alt birimleridir. Mayada UV stresinin PKA sinyali Uzerinden
Gcend’lin - transkripsiyon ve translasyonunu indUkledigi ve Gcn4 hedef genlerinin
aktivasyonunu sagladigi gosterilmistir. GCN4 translasyonundaki artisin, daha énce bilinen ve
Gcen2 protein kinazini igeren yolaktan bagimsiz olarak gergeklestigi 6éne strdlmdstir. Ayni
zamanda bu mekanizmanin DNA hasar mekanizmasindan farkh olarak igledigi belirtilmistir
(Engelberg vd., 1994). Bu yolagin bor varliginda Gcn4’i aktive etmesi ihtimalini incelemek
icin bor muamelesine maruz birakiimis pkalA ve pka2A mutantlarinda Gcn4-lacZ aktivite
degisimleri B- galaktozidaz denemeleri ile gésterilmistir. pkalA ve pka2A mutantlarina
pGCN4-lacZ (p180) plazmiti transforme edilmistir. YNB-Ura secici besiyerlerinde biylyebilen
transformantlar segilip B-galaktozidaz denemelerinde kullaniimigtir. Kontrol grubu olarak da

ayni sekilde bor muamelesi gérmus yabani tip maya hticreleri kullaniimigtir. Denemeler an az
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Uc kez tekrarlanmigtir ve her denemede transformantlardan en az g replika kullaniimistir.
Normalizasyon, borik asit muamelesi gérmemis yabani tip maya hicrelerine gére yapilimistir.
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Sekil 20. p180 plazmiti tasiyan ve farkli konsantrasyonlarda borik asit ile muamele edilmis
yabani tip, Apkal ve Apka2 mutantlarindaki Gcn4-lacZ degisimleri. Denemede kullanilan
borik asit konsantrasyonlart 5mM, 10mM, 20mM, 30mM ve 40mM'dir. C, borik asit

muamelesi gérmemis kontrol grubu anlamina gelmektedir.

Sekil 20'de gdsterildigi gibi borik asit muamelesi gérmeyen yabani tip, pkalA ve pka2A
kontrol grubu hcreleri karsilastirildiginda; Gcen4-lacZ ekspresyonu pkalA hicrelerinde
degdismemis ve pka2A hicrelerinde ise yaklasik %50 oraninda artig géstermistir. Borik asit
muamelesiyle degisen yabani tip benzeri ifadelenme profilleri grafikte goérilmektedir. UV
stresinde aktiflesen bir yolak eder benzer bir sekilde bor stresinde de aktiflesiyorsa PKA’larin
pozitif regulasyonlarinin saglanmasi ve Gcn4’liin ifadelenmesinin indiklenmesi beklenen
sonuglar arasindadir. Yolaktaki PKA genlerinin delesyonunun ise Gcn4 ifadelenmesini
azaltmasi beklenebilir. Ancak yapilan pB-galaktozidaz denemelerimize gére Gcn4
ifadelenmesinde keskin bir azalma g6zlenmemistir. ATR1, bor stresinde aktive olan Gcn4’in
hedef genlerinden biridir. Ras/cAMP (PKA) yolaginin bor stresi ve Gcn4 Uzerindeki etkilerinin
arastinimasi kapsaminda pkalA ve pka2A mutantlarinda ATR1 mRNA ifadelenmeleri real
time PCR analizleri ile tespit edilmistir. Real-time PCR denemeleri farkli zamanlarda, farkli
cDNA’lar kullanilarak ve her denemede en az G¢ tekrarli olmak Uzere yapilmistir. Sonug
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olarak, bor muamelesi gérmemis kontrol grubu hlcrelerde ATR71 ifadelenmesi yaklasik
olarak birbirinin ayniyken bor muamelesi sonucunda pka’A mutantinda 13 kata yakin ve
pka2A mutantinda 7 kata yakin bir artig goéralmastir (Sekil 21). Bu durumda maya
PKA'lerinin bor stresinde Gend’e bagimli ya da bagimsiz Atr1 Gzerinde dlzenleyici bir rolleri
oldugu disuandlebilir. Fakat mevcut veriler 1s1ginda bu roller tahmin edilenden farkhhk

gOstermektedir.
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ATR1 mRNA, kat ifadelenme

[ B L = = ) B o

Mutantlar

Sekil 21. Yabani tip, pka1A, pka2A mutantlarinda ATR7 mRNA ifadelenme seviyeleri. ACT1
ve ATR1 mRNA’larina ait Ct degerleri esas alinarak normalizasyon yapilmistir.

4.11. Borun hiicrelerde yiiksliz (amino asitsiz) tRNA sinyali olusturma mekanizmasinin

kitle spektrometresi ile arastiriimasi

Borik asitin yikstz tRNA sinyali olusturarak Gcn2 kinazini aktive ettidi bilinmektedir ancak bu
sinyalin nasil olusturuldugu bilinmemektedir (Uluisik vd., 2011b). Borun, cis-diol grubu iceren
bilesiklere karsi afinitesi oldugunu ileri strGlmektedir. NUkleotitler; riboz cis-diol grubu iceren
metabolik olarak énemli ve oldukga yaygin olarak bulunan molekdllerdir. Borik asitin riboz
sekerine ester bagi ile baglandigi gdésterilmistir (Reid vd., 2004). tRNA’lar Gzerindeki cis-diol
iceren kisim ise amino asitlerin baglandig1 akseptér ugtaki ribozun 2’ ve 3° OH gruplaridir.
Borik asit, tRNA’lardaki bu gruplara baglanarak amino asitlerin baglanmasini engelleyebilir.
Bu hipotezi test etmek icin tRNA’lara borik asit baglandiginda olusacak kitle degisiminin,
kitle spektrometresi analizi ile bulunmasi 6ngérilmustir. 2004 yilinda yapilimis bir calisma
ile farkli borat-nlkleotit kompleks olugumlarinin temel karakteristikleri ortaya cikariimigtir
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(Kim vd., 2004). Bu makaledeki bilgiler gz éninde bulundurularak éncelikle bir dinukleotit
olan NADH ve borik asit kompleksleri kiitle spektrometresi ile analiz edilmistir. Sekil 22°de
NADH’e ait elektrosprey iyonizasyon (ESI) kltle spektrumlari gérilmektedir. NADH (Sekil
22A) ve NADH-borik asit karigimina (Sekil 22B) ait spektrumlar karsilastirildiginda; Sekil
22A’da 664’de NADH’e ait bir sinyal, 686 ve 702’de ise sirasiyla NADH-Na ve NADH-K
bilesiklerine ait sinyaller gériimektedir. Sekil 22B’de ise bu sinyallere ek olarak 690 civarinda
NADH-Borik asit kompleksine ait bir sinyal agik¢ca gérilmektedir. Boylelikle Kim et al’un
verileri analizlerimizle dogrulanmigtir (Kim vd., 2004). Bu; ayni zamanda kullandigimiz
kimyasallarin, yéntemin ve kitle spektrometresinin etkin bir sekilde calisir halde oldugunu

gOstermesi acisindan énemlidir.
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Sekil 22. A) NADH’in negatif iyon ESI kutle spektrumu. B) NADH+Borik asit karisiminin
negatif iyon ESI kiitle spektrumu.

20—

Borik asitin adenin nikleotitleri ile olusturdugu kompleksin ESI kitle spektrometresi analizi
icin ATP ya da ATP ve borik asit karigimi kullaniimistir. Sekil 23’deki spektrumlarda ATP,
ATP-Na ve ATP-K bilesiklerine ait sinyaller rahatlikla gézlenebilmektedir. Ancak borik asit-
ATP kompleksinin yarattigi ilave bir sinyal gézlenememistir (Sekil 23B). Kim et al. borik asit-
AMP ve borik asit-ADP komplekslerine ait sinyalleri net olarak g6zleyebilirken, borik asit-ATP
kompleksine ait bir sinyal gézleyememigtir. NUkleotit Gzerindeki fosfat gruplarinin borik asit
ve nikleotitler arasindaki kompleks olusumunu etkiledigi bdylelikle dogrulanmistir (Kim vd.,
2004). Dolayisiyla sonuglarimiz s6z konusu makalenin verilerini dogrular niteliktedir. Zaman
faktoérinin denemede etkili olup olmadigini anlamak igin ATP ve borik asit karistirilip bir saat
inkibasyona birakilmistir. Ancak bir saat inklibbasyon sonucu alinan spektrumda da ATP-
borik asit kompleksine ait bir sinyal gézlenememistir. Bu denemelerden sonra borik asitin
tRNA’lara baglanarak bir kompleks olusturup olusturmadigini agida ¢ikarmak igin ticari olarak
satin alinan maya tRNA’larinin karigimini igeren 6rnek ESI kitle spekirometresi ile analiz
edilmigtir. Solvent ve tRNA karisimina ait kitle spektrumu $ekil 24’de gérilmektedir. Ancak
Sekil 24B’de gorllen spektrum oldukca karisik bir spektrumdur ve dogru kitle hesaplamasi
yapiimasina izin vermemektedir. Oligonikleotitler kitle spektrometresinde daha iyi
g6zlenebilmesine ragmen molekildeki zincir uzunlugu ya da molekuler agirlik arttikga keskin
sinyaller alinmakta zorlaniimaktadir. Bunun yani sira oligonukleotitlerin ve ndkleik asitlerin

kltle spektrometresinde analizleri katyon bilesikleri problemi yizinden engellenmektedir. Bu
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da bu moleklllerin yapisindaki ylksek polarite gdsteren fosfodiester iskeletinden
kaynaklanmaktadir. Nikleik asitlere ait kaliteli bir kiitle spektrumu elde etmek igin bu katyon
bilesiklerinin ortamdan olabildigince uzaklastirilmasi gerekmektedir. Katyon bilesenlerinin
eliminasyonu icin degisik metotlar gelistirilmistir. Amonyum asetat ile ¢oktirme metodu
bunlardan bir tanesidir (Limbach vd., 1994).

A)

ATP

100 — 506.1

ATP

80 — \\

ATP-Na
adduct

_ ATP-K
60 528.1 adduct

Relative Intensity (%)

40+ 544.1

B i L
L e e B B B s e e e e e e e B LI B i e e e B e e B S =T
500 520 540 560 580 600
miz
ATP+Borik asit
— 506.1
ATP
80—\
— ATP-Na
) adduct
“?6{]—
]
5 ATP-K
£ 528.1 adduct
@
2
T 40— \
[T}
4
5441
204
550.0
._.jLA\_A Mevirang,
0 e e e e e e e e ey
500 520 540 560 580 600

miz

Sekil 23. A) ATP’nin negatif iyon ESI kitle spektrumu. B) ATP+Borik asit karigiminin negatif
iyon ESI kitle spektrumu.
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Sekil 24. A) Solvente ait elektrosprey kiitle spektrumu. B) tRNA karisimina ait elektrosprey
kltle spektrumu.

tRNA karigimina ait daha kaliteli bir kitle spektrumu elde etmek i¢cin amonyum asetat ile
¢Oktirme metodu kullanilmistir. tRNA karigimina ait amonyum asetat ile yapilan birinci, ikinci
ve Uglncu ¢oktlirmelere ait kitle spektrumlari alinmigtir. Amonyum asetat ¢éktirmelerinden

sonra spektrumlardaki sinyallerde gelisim goértUlmektedir ve sinyal-gurllti oraninda da
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azalma gozlenmistir. Ancak elde edilen spektrumlar dogru hesaplamalar yapilabilmesi igin

hala elverigli gérinmemektedir.

tRNA’nin amonyum asetat metodu kullanilarak yapilan Gglinct ¢dktlirme sonrasi elimizde
olan &rnekler 500 uM borik asit ile karnstirilip direkt olarak analize alinmistir. Ancak Sekil
25’de de gorullebilecegdi gibi borik asitin bu karisimdaki herhangi bir ya da birkag tRNA’ya
baglanarak olusturudugu komplekse ait sinyal ayirt edilememektedir. Bunun pek ¢cok sebebi
olabilir. Oncelikle saf bir 6rnekle calisiimamistir. Ornek tRNA karisimlarindan olusmaktadir.
Bu karisimda borik asit baglanmasiyla olusabilecek sinyal degisiklikleri rezolliisyonu daha da
yUksek bir cihaz kullanilarak gézlenebilir. Karisimdan kaynaklanan iyonlar yiklerinden dolayi
borik asitin baglanmasiyla olusacak sinyal degisimini baskilayabilir. Bu sebeplerden dolayi
elde edilen spektrumlari daha da iyilestirmek icin borik asitin baglanabilecegi muhtemel
bolgeler olan tRNA’larin 3’ ucundaki CCA kuyruk sekansini da igeren, 10 nUkleotit
uzunlugunda tRNA primeri (RNA Primer: 5° AACCGCACCAS’) dizayn edilmistir.
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Sekil 25. Uglincii amonyum asetat ¢oktilirmesi sonucu elde edilen tRNA karigimi ve borik asit
kompleksinin ESI kutle spektrumu.

Bu primer kullanilarak yapilan analizler ile Q-trap kitle spektrometri analizi ile molekdle ait
saf ve dizgln bir spektrum elde edilememistir. Primer sentezi sirasinda &rnekte kalan
herhangi bir safsizlik oligomerin iyonlagsmasini baskilamis ya da engellemis olabilir. Ayrica
daha o6nceki denemelerimizde de karsilastigimiz nlkleik asitlerdeki katyon bilesikleri
problemi de (sodyum girigsimi gibi) molekule ait dizglin bir spektrum alinmasini engelliyor
olabilir. Bunun UGzerine &érnege 6nce HPLC uygulanmasinin; HPLC ile oligomere ait
fraksiyonun toplanip, safsizliklardan ayirildiktan sonra borik asit ile muamele ederek kutle
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spektrumunun alinmasinin daha dogru sonug verebilecegi dasundlmastir. Sekil 26’da RNA
oligomerine ait HPLC kromatogrami goérllmektedir. Burada belirgin bir sinyal veren ve
ornege ait olan 13 numarali fraksiyon toplanmis ve daha sonraki analizlerde kullaniimigtir.
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Sekil 26. Oligomere ait HPLC kromatogrami.

Sekil 27A’da oligomere ait oldugu belirlenerek toplanan fraksiyona ait ion-trap kutle
spektrumu goérilmektedir. Molekule ait iyonlasirken iki, G¢ ve dért proton kaybetmis halleri de
spektrumda gdézlenebilmektedir. Daha sonra bu fraksiyona son konsantrasyonu 500 yM
olacak sekilde borik asit eklenmis ve yeniden kitle spektrometrisi ile analiz edilmistir. Sekil
27B’deki spektrumda molekile ait ikili ve Gc¢li ylklerdeki sinyal yogunluklarinin degistigi
g6zlenmektedir. Borik asit muamelesinden énceki ve sonraki, ikili ve Ggli yUklerdeki bu
yogunluk farki; ortama borik asit eklenmesi sonucunda solvent ortaminin pH’sinda meydana
gelebilecek degisiklikler ile molekulin farkl ¢oklu yUklerde bulunmasi olabilir. Ancak borik
asit ile muamele sonrasinda elde edilen spektrum incelendige, borik asitin 10 nikleotitlik
RNA pargasina baglanmasiyla meydana gelebilecek bir sinyalin olmadigi bulunmustur.

(A)
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Sekil 27. RNA primerine ait saflastinlan fraksiyonun ion-trap kitle spektrometrisinde analizi.
A) HPLC ile toplanan 13 numaral fraksiyona ait kitle spektrumu. B) Ayni fraksiyon,
toplandiktan sonra borik asit ile muamele edilmis daha sonra kiitle spektrumu elde edilmistir.

Ek olarak, HPLC kolonuna yiklenmeden &nce stok RNA oligomer c¢dzeltisine borik asit
eklenmis, HPLC’de saf fraksiyon gb6zlendikten sonra toplanmig ve LC-MS analizi
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gerceklestirilmigtir. Ancak borik asitin baglandigini gbésteren herhangi bir sinyal yine
g6zlenememisgtir.
Bor-tRNA iliskisi teyit edilemediginden dolayl NMR ile borun tRNA {zerinde baglandigi yerin

tespit edilmesine gereksinim kalmamigtir.

4.12. Borun  hicrelerde vyiiksiiz (amino asitsiz) tRNA sinyali olusturma
mekanizmasinin northern blot yéntemi ile arastiriimasi

Borik asit, maya hucrelerinde Gcn2 kinazi aktif hale getirerek translasyon baslangi¢
faktorlerinden elF2a’nin fosfotlanmasini ve protein sentezinin durmasini saglamaktadir.
Gcen2 kinazin bor tarafindan aktif hale getirilmesi igin yikstz tRNA’larin baglandigi histidil
tRNA-sentetaz (m2) bdlgesinin bulunmasi gerekmektedir. Boylelikle GCN2'deki bdlgeler
arasinda fiziksel etkilesimler olmakta ve Gcn2 aktif hale gelerek kinaz fonksiyonunu
g6stermektedir. ilgili bdlgenin cikartilmis oldugu Gcn2 bor varh@inda kinaz aktivitesini
gbsterememektedir. Bor, hiicre igerisinde yiukstz tRNA miktarini arttirarak Gen2’nin de iginde
bulundugu yiksiz tRNA sinyal sistemini aktif hale getirebilir. Ancak borun bu sinyali nasil
olusturdugu ve Gcn2 kinazi nasil aktif hale getirdigi bilinmemektedir. Bazi stres kosullarinda
tRNA’larin antikodon bdlgesinden pargalandigi bulunmustur. Bu durumda da Gcn2 kinazi
aktif hale gelebilmektedir (Thompson vd., 2008; Thompson ve Parker, 2009). Bor varhginda
da benzer bir mekanizma rol oynayabilir ve tRNA’lar mayadaki spesifik bir RNase olan Rny1
sayesinde yikima ug@rayarak parcalanabilirler. Bu da protein sentezini bloklayarak hlcrelerin
stres kosullarinda metabolik olarak duragan bir faza girmesi ve kosullarin dizelmesi igin
zaman saglayacaktir. Bor stresinin tRNA’larda yikima neden olma ihtimalini arastirmak icin
borlu ortamda blylUyen yabani tip ve rny1A mutanti hiicrelerinden RNA izolasyonu yapilmis
ve tRNA-histidin, tRNA-metiyonin, tRNA-treyonin’e spesifik isaretli olmak Uzere Ug¢ farkli
tRNA probu kullanilarak northern blot denemeleri gerceklestirilmistir.
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Sekil 28. Yabani tip ve rny1A mutant hiicreleri 1 saat 50mM borik asit ile muamele edilmis ya
da borik asit muamelesi gérmeden total RNA izole edilmistir. Elde edilen RNA’lar northern
blot denemelerinde kullaniimistir. A) tRNA-Metiyonin (CAT) probu B) tRNA-Histidin (GTC)
probu.

Northern blot denemeleri sonucunda borik asit stresinde tRNA’larda RNY1 bagimli ya da
bagimsiz meydana gelebilecek herhangi bir par¢calanmaya ait bant gézlenmemistir (Sekil 28).
Bor stresinde, oksidatif stres kosullari altinda gézlenen duruma benzer bir durum
g6zlenmiyor olabilir. Bu durumda alternatif olarak farkli tRNA problari dizayn edilerek farkli
tRNA’larda pargalanmanin meydana gelip gelmedigi incelenebilir.

4.13. Gcn1/Gen20 kompleksinin bor stresindeki rolliniin arastiriimasi

Gcen1 ve Gen20 proteinleri, amino asit starvasyonu kosullarinda Gen2 kinazini aktive eden
bir protein kompleksinin birimleridir. Gen20; 85 kDA'dur, ABC proteinleri ailesinin bir Oyesidir.
Gen1 ise 297 kDa'luk pek ¢cok segmentten olusan bir proteindir. Gen1 ve Gen20°nin in vivo
olarak birbirleriyle etkilesim halinde olduklari bilinmektedir. Gen1/Gen20 kompleksi ayni
zamanda proteinin N-terminal ucuna baglanmak suretiyle fiziksel olarak Gcn2 ile de
etkilesmektedir. Gen1/Gen20 kompleksinin Gen2’ye baglanmasi, yiksiz tRNA’lar tarafindan
Gcen2 aktivasyonu icin gerekmektedir (Vazquez de Aldana vd., 1995; Marton vd., 1997;
Garcio-Barrio vd., 2000). Mayadaki bilinen tek elF2a kinazi Gen2'dir (Hinnebush, 1996). Bor
stresinin GCN1 ve GCNZ20 genleri vasitasiyla Gen2'ye iletiimesi ihtimalini arastirmak igin bu
genlere ait mutantlarda bor muamelesine kargi Gen2 kinaz aktivitesi elF2a’nin fosfatlanmasi
sayesinde incelenmistir.
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Sekil 29. Yabani tip, gcn1A ve gcn20A hiicreleri buyutullp, Gge ayrilmistir. Bir gruba borik
asit muamelesi yapilmazken, bir grup 25mM, diger bir grup da 50mM borik asit ile muamele
edilmistir. elF2a fosfatlanmasi, elF2a Uzerindeki fosfo-Ser51’e karsi bir antikor kullanilarak
western blot analizleriyle belirlenmistir. Membran daha sonra Uzerindeki antikorlardan
arindirilarak deneysel kontrol olarak yeniden maya Pgk1 antikoru ile muamele edilmistir.

Sekil 29'da goérildiga gibi yabani tip kontrol grubu hicrelerinde elF2a’da herhangi bir
fosfatlanma gézlenmezken, bor stresi ile elF2a’daki fosfatlanma artmaktadir. Gcn20A
mutanti i¢in de benzer bir durum gecerlidir. Ancak GCN1 delesyonu elF2a fosfatlanmasini
engellemektedir. GCN7'in, Gen2 kinaz aktivitesinin pozitif regilatéri oldugu bilinmektedir.
GCNZnin N-terminal bdlgesi ile GCN7in C-terminal bdlgesinin etkilesimi ylksek seviyelerde
GCN2 fonksiyonu ve genel amino asit kontrol mekanizmasi igin esansiyeldir. GCN71 ve
GCNZ2 ribozoma GCN1/GCN20/GCN2 kompleksi seklinde bagli olduklari; bu kompleksin
icinde de GCNTin ylUkstiz tRNA’lari ribozomal A bdlgesinden GCNZ2 Uzerindeki tRNA
baglanma bdlgesine tasiniminda rol aldigi bdylelikle GCNZ2nin kinaz aktivasyonunun
saglandigi goésterilmistir (Sattlegger ve Hinnebusch, 2000). Bor stresinde de GCN1 geninin,
Gcen2’nin aktivasyonu igin gerekli oldugu bdylelikle gdsterilmistir.

4.14. Bor stresi ve otofaji arasindaki iligkiler

Bor stresinin maya hulcrelerinde rapamisin ilacinin yarattigi etkiye benzer sekilde genel
amino asit kontrol mekanizmasini aktive ettigi ve protein sentezini blokladigi tespit edilmistir
(Uluisik vd., 2011b). Bu kapsamda borun rapamisin gibi otofaji yolaklarini aktif hale
getirebilecegi ve hayat siresini artirabilecegi distntlmustar.

Otofaji dkaryotlarda bulunan ve sitoplazmik icerigin ya da organellerin lizozoma tasinarak
pargcalanmasini ve geri dénlisimini saglayan bir yolaktir. Otofaji yolag! aktif hale gelirken
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Atg8 proteinine lipid grubu takilarak membran yapilarina katiimasi saglanir ve Atg8
otofagozom denilen otofaji vesikullerinin ilk olustugu yerde lokalize olur. Atg8 proteinin hiicre
icindeki dagilimi yesil fléresan protein sayesinde calisilabilir.

Bor stresinin otofaji yolagini aktif hale getirmesini arastirmak i¢cin mayada otofaji belirte¢ geni
olarak kullanilan ATG8 geninin GFP ile isaretlenmis hali bir plazmit Gzerinden maya
hiicrelerine aktariimig ve hicreler bor stresine maruz birakilmistir. Sekil 30’da goéruldigu gibi
bor muamelesi gérmemis hiicrelerde GFP-Atg8 flizyon proteinin toplandigi odaklar olmadigi
halde bor stresine maruz kalmis hucrelerde bu tir odaklarin olustugu gézlemlenmektedir.

0 5
Borik asit, mM

Sekil 30. GFP-Atg8 proteinin bor muamelesinden otofagozomlarda (oklar ile belirtilmistir)

birikmesinin konfokal fléresan mikrosop ile gérintilenmesi.

Borun otofajiyi indiikleyebildigi bulunduktan sonra maya hayat sdreleri lzerine olan etkileri
arastinimigtir. Farkh bor konsantrasyonlarina maruz kalmis hicrelerin replikatif ve kronolojik
yaslanma profilleri incelenmistir. Replikatif yaglanma icin hlcrelerin 6lmeden 6nce kag¢ defa
bélinme gecirdikleri mikromanuplatorli mikroskop sayesinde sayilmis ve her bir gruptan 20
hiicre takip edilmistir. Kronolojik yaslanma igin ise hlcrelerin iki hafta boyunca borlu ortamda
hayatta kalma kabiliyetleri CFU (koloni olusturabilen unitelerin) tespiti ile gerceklestiriimistir.

Sekil 31°da ve Tablo 4 de bor muamelesinin replikatif yaglanmaya olan etkisi gésterilmistir.

Bor; konsantrasyonuna bagh olarak hucrelerin hayat surelerinde (bdlinme sayilarinda)

azalmaya neden olmustur.
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Sekil 31. Borun replikatif yaslanmaya olan etkisi

Tablo 4. Borun replikatif yaslanmaya olan etkisi

N
(6rnek sayisi) Ortalama yasam suresi
Kontrol 40 24,5+1,6
1mM Borik asit 40 26,2+1,6
5mM Borik asit 40 24,6+1,6
10mM Borik asit 40 23,3+1,4
20mM Borik asit 40 21,8+1,4
30mM Borik asit 40 16,3+0,9

Kronolojik yaslanmada da yine benzer sonuclar elde edilmistir. Konsantrasyona bagh olarak

kronolojik hayat slreleri de kisalmistir (Sekil 32, Tablo 5).

100 12 =4—Konlrcl
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&
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20
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Sekil 32. Bor muamelesinin kronolojik yaglanmaya olan etkisi

Tablo 5. Bor muamelesinin kronolojik yaglanmaya olan etkisi

0. Giin 2.Giin 4. Giin_| 6.Giin_| 8.Giin | 10.Giin | 12.Giin | 14.Giin | 16.Giin | 18.Giin
Kontrol 100 80+6 7743 5548 48+1 52+4 48+7 38+2 34+4 2241
1mM Bor 100 757 7449 5049 57+5 49+6 472 3843 38+1 2241
SmM Bor 100 7243 69+4 5147 477 55+2 50+4 40+3 29+5 30+7
10mM Bor 100 71£3 78+1 6148 5547 53+4 59+6 46+4 4342 2843
20mM Bor 100 63+9 645 5346 517 54+4 47+3 43+3 34+2 22+10
50mM Bor 100 6945 65+5 41+4 38+8 37+6 23+2 20«1 1242 9+04

Yapilan daha ileri denemelerle replikatif yasliik denemeleri icin yabani tip hicreler (W303-
1A) borik asitin mikromolar konsantrasyonlarini iceren YPD besiyerlerinde buydtilmustUr.
Analizin sonuglarina gére 10uM bor, W303-1A yabani tip hicrelerin hayat stresini %20
oraninda arttirmistir (Sekil 33, Tablo 6). Borun distk konsantrasyonlarinin hayat siresinin

uzamasina katkisi

g6zlenememisgtir.

Canhhk

0.8

0.6

0.4

0.2

oldugu go6zlenirken,

yUksek konsantrasyonlarinda bdyle bir etki

W303 -1A

——Control

S5uM Boron

3 6 9

—-+10puM Boron

12 15 18 21 24 27 30 33 36

jenerasyon

Sekil 33. Dusik konsantrasyonlardaki borun replikatif yaglanmaya olan etkisi

Tablo 6. Dislk konsantrasyonlardaki borun replikatif yaslanmaya olan etkisi
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W303-1A n Ortalama havat siiresi

Kontrol 24 209+1.5
SpM Bor 24 21.8+16
10pM Bor 24 25+14

4.15. Borun etki mekanizmasinin maya hiicrelerine 6zel olup olmadiginin arastiriimasi

Borun etki mekanizmasinin genelligini aydinlatabilmek igin borun elF2a’y1 fosfatlayarak
neden oldugu protein sentezi inhibisyonu memeli hiicre kilttrd kullanilarak da gésterilmigtir.
GAAC sistemini uyaran sartlarin maya ve insan hUlcrelerinde benzer etkiyi yaptiklan
bilinmektedir (Hinnebusch, 2005). Fakat bor toksisitesinde de ayni durumun gecerli olup
olmadig bilinmemektedir. insan ve maya elF2a’si primer yapi bakimindan benzer olup,
6zellikle 51. serinin oldugu kisim benzerlik géstermektedir. Dolayisi ile mayaya 6zgu elF2a
fosfatlamasini taniyabilen benzer bir antikor ile memeli elF2a faktérinin bor varliginda
fosfatlanmasi western blotlama sayesinde calisilabilmistir. Denemede memeli hicresi olarak
insan serviks epitelyum hucrelerinden HelLa hucreleri kullaniimistir. Daha 6nce yapilan
calismalarla DU-145 prostat kanser hlicre hatti borik asite karsi olduk¢a hassas bulunmustur.
1000pM borik asit muamelesi ile 8. glinde ¢ogalmalari %98 oraninda azalmigtir (Barranco ve
Eckhert, 2004). Bu inhibisyon da g6z énunde bulundurularak; 0, 50, 100, 250, 500, ve 1000
MM borik asit konsantrasyonlari western blot denememiz igin secilmistir. Sekil 34'de de
géruldigu gibi  elF2a, borik asit muamelesi sonucu memeli hicrelerinde de
fosfatlanabilmektedir. Bu da bor toksisitesinin etki mekanizmasinin sadece maya hucrelerine

6zgl olmadigini géstermekte ve aksine genel bir mekanizmanin varligina isaret etmektedir.
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Sekil 34. HelLa hdcreleri belirtilen konsantrasyonlardaki borik asite 5 giin boyunca maruz
birakilmiglardir. Daha sonra protein izolasyonu yapilan hicrelerdeki protein miktarlan
Bradford analizi ile normalize edilip esitlenmis ve western blotlama deneylerinde
kullanilmistir. elF2a fosfatlanmasi, elF2a (zerindeki fosfo-Ser51’e karsi antikor kullanilarak
belirlenmigtir. Membran daha sonra Uzerindeki antikorlardan arindirilarak deneysel kontrol
olarak yeniden y-tubulin antikoru ile muamele edilmistir. Sekil 35’deki western blot denemesi
sonucundaki bant yogunluklarindan elde edilen situn grafikte goérildigu gibi 1000uM borik
asit muamelesiyle elF2a’daki fosfatlama oldukga artmigtir.
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Sekil 35. HelLa hucreleri kullanilarak elF2a-P ve insan y-tubulin’e karsi kullanilan antikorlar
ile elde edilen protein ekspresyonunu ifade eden bant yogunluklarinin kendi icerisinde

normalizasyonu.

58



5. TARTISMA ve SONUC

Proje kapsaminda 6ncelikle maya delesyon seti taramalariyla bulunan ve bora direnglilik
gOsteren elp1A, elp3A, elp6A, ncs2A, ncs6A ve kti12A mutantlarinda tRNA wobble baz
modifikasyonlari ile ilgili bozukluklar oldugu tespit edilmistir. Bu bozukluklarin Gcn4
transkripsiyon faktérliini aktive edip etmedikleri B-galaktozidaz denemesi ile belirlenmis ve
mutantlardaki Gcn4-lacZ seviyeleri beklenilenin aksine yabani tip hiicrelere kiyasla daha az
bulunmustur. Ayni mutantlardaki ATR7 mRNA ifadelenme seviyeleri ise yabani tip hicrelere
gére oldukca artmistir. Bu da bor direngliik mekanizmasinda Gcn4 transkripsiyon
faktériinden bagimsiz bir regtlasyon mekanizmasini distndirmektedir. Bor direngliliginin
saglanmasinda ATR7’in aktivasyonunu saglayan ve bu yolakta henliz bulunmamis baska
faktorler de rol oynuyor olabilir. S6z0 edilen gen mutantlarindaki direnclilik mekanizmasinin
tamamen ortaya ¢ikariimasi icin tRNA modifikasyonlari ile bor stresi arasindaki iliskinin daha

ayrintilh incelenmesi gerekmektedir.

Yine maya delesyon seti taramalariyla bulunan 10 tane bor-duyarl mutant ile ilgili yaptigimiz
calismalar sonucunda yoklugunda hicreleri bora karsi asiri duyarl hale getiren genlerin
klonlanmasi ve yabani tip ile mutant hicrelerde plazmid Gzerinden asiri ifadelenmesi ilgili
hucrelere ek bir bor direngliligi ya da hassasiyeti saglamamistir. Yapilan hicre i¢i bor
denemeleri ile bazi mutantlarin hiicre igerisinde fazlaca bor biriktirirken bazilarinin yabani tip
hiicrelere gbére daha az bor biriktirdikleri gdzlenmistir. Bora karsi duyarli mutantlarin bor
muamelesiyle hlcre icerisinde fazla miktarda bor biriktirmesi beklenen bir sonugtur ve ilgili
mutantlarin bor duyarlihginin sebeplerinden biri olabilir. Ancak hicre igerisinde fazla miktarda
bor biriktirmeyip bora karg! yine de duyarli olan mutantlar ile ilgili duyarlilik mekanizmalarinin
anlasilmasi igin daha ayrintili arastirmalar yapiimalidir.

Gcen4, genel amino asit kontrol mekanizmasinin (GAAC) ana metabolik dizenleyicisidir ve
bor stresine yanitta rol oynadigi bilinmektedir (Uluigik vd., 2011b). Ancak bor stresinde hangi
faktorlerin Gen4 (Uzerinde etki yaptigi henlz bilinmemektedir. GCN4’lin promotor bdélgesine
baglandigi tespit edilen 12 tane transkripsiyon faktérinin mutantlari ile yapilan ¢alismalar
sonucunda MGA1, STP1, GLN3, YAP1, FLOS8 genlerinin delesyon mutantlarinda Gcn4
seviyelerinin azaldigi gézlenmistir. Bu da, bu transkripsiyon faktérlerinin Gen4’l aktive etmek
suretiyle islev gérdigini dasundirmektedir. Ancak ilgili genlerin eksikliginde ATR7
ifadelenmesinde beklenildigi gibi bir azalis gdzlenmemistir. S6z konusu transkripsiyon
faktorleri hlcre icerisinde pek cok degisik sinyal yolaginda dizenleyici roller Ustlenmistir.
Dolayisiyla bu genlerin yoklugu hticre icerisindeki diger sinyal yolaklarinin diizenlenmesini
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dogrudan etkileyecektir. Bu sebepten 6tiri GCN4 seviyeleri diistk olan hiicrelerdeki ATR1
seviyelerinde gbzlenmeyen azalisin sebebi farkh yolaklarin birbiriyle etkilesiminden
kaynaklanmig olabilir. Bulunan faktérlerin bor stresiyle iligkileri daha ayrintih olarak

anlagiimalidir.

Hucre ici sinyal iletimi ve bor stresi arasindaki iliskiyi agiga ¢ikarmak igin 6zellikle TOR, SNF1
ve PKA yolaklari Uzerinde durulmustur. Bu yolaklarda incelenen genler hiicre icerisinde
6nemli metabolik yolaklarda rol almaktadirlar. Dolayisiyla bu genlerin delesyonu sadece bor
stres yolaginda degil baska yolaklarin da birbiri ile iletisimini etkileyebilir. Bor stresinde
6zellikle TOR1 geninin yoklugunda Gcn4 ifadelenmesinin oldukg¢a distigu gézlemlenmistir.
Ayni sekilde ATR1 mRNA ifadelenme seviyeleri de tor1A ve gin3A mutantlarinda yabani tip
hiicrelere kiyasla oldukga azdir. Dolayisiyla bu genlerin bor stres yanit mekanizmasindaki
dnemli oyunculardan oldugu dustndlebilir. Snf1A mutantinda ise Gen4 seviyeleri yabani tipe
g0re daha fazla bulunurken, ATR1 ifadelenmesi daha az bulunmustur. PKA yolaginda ise bor
muamelesinden sonra pka2A mutantinda Gcn4 seviyeleri fazla bulunurken pkailA
mutantinda da ATR1 seviyesinin fazlaligi géze carpmaktadir. PKA genleri bor stresinde
Gcnd’e bagimh ya da bagimsiz olmak Uzere Atr1 regilasyonundan sorumlu olabilir. Ancak
bu varsayimlarin dogrulugunu kanitlayabilmek icin ek deneylere ihtiya¢ vardir.

Borun hicrelerde yUksiz tRNA sinyali olugturma mekanizmasinin arastiriimasi kapsaminda
kitle spektometresi ve northern blot yontemleri kullaniimistir. Kiitle spektrometresi proteomik
analizler i¢in yaygin olarak kullanilan bir cihazdir. Nukleik asitler ile ilgili yapilan denemeler
sinirlidir, dolayisiyla bu tarz denemelerin optimizasyonunda hala sikintilar yasanmaktadir.
Farkli tRNA Ornekleri ile yapilan analizlere gére borik asitin tRNA’ya baglandigina dair bir
g6zlem kitle spektrometresi ile elde edilememigstir. Hlcrenin bir takim cevresel stres
kosullarina adaptasyonunda tRNA’larda pargcalanmalar meydana geldigi bilinmektedir
(Thompson 2009).Bor stresinde de ayni durumun séz konusu olup olmadigini anlamak igin
bor stresine maruz kalmis hiicrelerden elde edilen RNA &érnekleri ile northern blot denemeleri
gerceklestiriimistir. Ancak yapilan denemelere gére kullanilan tGg¢ tRNA probu (His, Met, Thr)
icin de tRNAlarda bir parcalanma gdzlenmemistir. Dolayisiyla borik asitin yukstz tRNA
sinyalini nasil olusturdugunu anlamak igin farkli deney dizaynlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ayni zamanda bor stresinde Gcn2 kinazinin aktivitesi icin GCN1 genine ihtiya¢ duyuldugu
bulunmustur. Borun otofajiyi indkledigi ancak maya hicrelerinin hayat sdrelerini kisalttigi da
bu projede elde edilen bulgular arasindadir. Bor toksisitesinin etki mekanizmasinin maya
hicrelerine 6zel olmadigi bor muamelesi ile HeLa memeli hiicre hattinda da elF2a

60



fosfatlamasinin gergeklestirildigi gdsterilmigtir. Borun etki mekanizmasinin genellidinin
kanitlanmasi konusunda daha ¢ok deneysel verinin saglanmasi faydali olacaktir.

Bor yeryliziindeki sularda, kayalarda ve toprakta dogal olarak olugsmaktadir ve dinyanin belli
bélgelerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Ulkemiz de dogal bir bor deposudur
ve dinya bor rezervlerinin yaklasik %73lUk bir kismina sahiptir (Ulusal Bor Arastirma
Enstitist, 2012). Bor endistriyel olarak gesitli kullanim alanlarina sahip olmasinin yani sira
bitki buyime ve gelisimindeki ©&neminden dolayr tarnmda da yaygin bir sekilde
kullanilimaktadir. Ozellikle bor eksikligi ve fazlaliginin yol agtigi bitkideki bliyiime bozukluklar
blylk ekonomik ve tarimsal kayiplara sebep olmaktadir. Bu ylzden organizmalar yeteri
kadar bor alirken bir taraftan da bor toksisitesinden korunmalidirlar. Borun; bu
organizmalardaki asil rolu ve bor toksisitesinin molekiler mekanizmalari hentz tam olarak
aydinlatiimis degildir. Organizmalarin bor metabolizmalarini nasil dengelediklerini anlamak
ve buna uygun yeni teknik ve ortamlarin gelistiriimesi i¢cin molekller ¢alismalardan elde
edilecek bilgilere ihtiya¢ vardir. Bor toksisite mekanizmalarinin agiklanmasi 6zellikle zirai ve
tibbi calismalar igin blylk 6nem tasimaktadir. Bu durum, Glkemizin bor yéninden zengin
topraklara sahip olmasi nedeniyle ek olarak 6nem tagimaktadir.

Ancak bir metalloidin sebep oldugu toksisitenin molekiler mekanizmalarinin anlagiimasi
hususu karmasik bir olaydir ve hilcre igerisindeki pek ¢ok yolagin birbiriyle etkilesmesi,
birbirini baskilamasi ya da aktive etmesi anlamlarina gelebilmektedir. Bu sebepten dolayi
yapilan analizler sonucu hiicrenin bor stresine olusturdugu yaniti net bir sekilde ortaya
koyabilmek hentz mimkin olmamistir. Ancak bu projeden elde edilen veriler bor
toksisitesindeki molekiler mekanizmalarin isleyisini anlamak adina yapilacak daha ileri ve
ayrintih cahsmalar igin yol gésterici olacakitir.
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