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OZET

Bor bitkilerde ve hayvanlarda bulunan temel mikroelementlerden biridir ve biyolojik
sistemlere sivi ortamdan borik asit seklinde alinir. Ancak borun hicre icerisindeki spesifik
roli ve bunlarin molekiler mekanizmalari bilinmemektedir. Bu proje kapsaminda bor
transportu ve fonksiyonunu anlamak amaciyla yapilan genetik calismalar ile model
organizma olan maya hicrelerinde (Saccharomyces cerevisiae) bor direngliligi ve duyarlihgi
saglayan genler tespit edildi. Bor metabolizmasinda rol oynayan genleri tespit etmek igin
genomik ve proteomik yoéntemler kullanildi. ilk bagta yiiksek kopya sayili genomik DNA
kUtiphanesi taranarak yabani tip hicreleri bora kargi direncli hale getiren genler tespit edildi.
Bu galismalarin sonucunda ATR1 geninin kodladigi proteinin hlcre igerisine giren boru hiicre
disina pompalayarak bor direngliligi saglayan bir membran transport proteini oldugu tespit
edildi. Daha sonra maya delesyon seti (4700 mutant) taranarak yabani tip hlcrelerin
yasayamadigi toksik konsantrasyonlarda bor iceren ortamlarda blylyebilen 6 delesyon
mutanti tespit edildi. Benzer sekilde yabani tip hucrelerin etkilenmedigi disik borlu
ortamlarda dahi blylyemeyen 21 adet bor duyarli delesyon mutanti elde edildi. Bu
calismalara ilave olarak bor stresine maruz kalmis hicrelerin genomik ve proteomik
ifadelenme profilleri incelendi. Bor stresine maruz birakiimis hicrelerde ATR7 mRNA
seviyesi yaklasik 4 kat artmakta ve bu artis GNC4 transkripsiyon faktérli cikartiimis
hicrelerde gergceklesmemektedir. Bor stresinde ATR1 ifadelenmesine paralel olarak amino
asit sentezi yapan ve genel amino asit kontrol sistemine dahil olan genlerin ifadelenmeside
ciddi derecede artis gostermektedir. Bor varliginda hucrelerin protein sentezi yapamadigi
bor stresine maruz kalmis hlcrelerde polizom analizleri, elF2 apha altlnitesinin
fosfatlanmasi ve radyoaktif 35-S metiyonin isaretlemesi yontemleri ile tespit edilmistir. Ayrica
bora karsi direncli olan 6 delesyon mutantinda translasyon esnasinda wobble baz
modifikasyonu igleminden sorumlu genlerin olmayigi protein sentezi ve bor toksisitesi

arasinda bir iligki oldugunu teyit etmektedir.

Anahtar Kelimeler
Borik asit, ATR1, Saccharomyces cerevisiae, bor direncliligi, GCN4, translasyonel

regulasyon, genomik, proteomik



ABSTRACT

Boron is an essential micronutrient for plants and it is either necessary or beneficial for
animals. Studies identified only few genes related to boron metabolism thus far and details of
how boron is imported into cells and used in cell metabolism are largely unknown. In order to
identify genes that play role in boron metabolism, we screened a yeast genomic DNA library
for genes that confer resistance to this element in Saccharomyces cerevisiae and found that
that ATR1 functions as a boron efflux pump and is required for boron tolerance. We screened
the entire set of yeast haploid deletion mutants and identified 6 mutants that were resistant to
toxic levels of boron, and 21 mutants that were highly sensitive to boron treatment.
Furthermore, we performed a proteomic approach to identify additional proteins that are
significantly up-regulated by boron treatment. Boron treatment activated the expression of
ATR1 and many genes that are regulated by genereal amino acid control in a GCN4
dependent manner. Polysome analyses and 35-S methionine labelling assays suggested that
boron blocks protein synthesis which was confirmed by phosphorylation of elF2 alpha in
boron treated cells. Overall, our results revealed many genes and pathways related to boron

stress response and suggest a possible link between boron toxicity and translational control.

Key Words
Boric acid, ATR1, Saccharomyces cerevisiae, boron tolerance, GCN4, translational

regulation, genomics, proteomics



1. GIRiS ve GENEL BILGILER

1.1. Bor Biyokimyasi

Bor (B); 10.81 g/mol atomik kitleye sahip, periyodik tabloda Grup 3’e ait olan metalloid bir
elementtir (Bolanos et al. 2004). Bor dogal olarak olusan bir elementtir ve ¢evrede birgok
ortamda bulunmaktadir. Hayvanlarda ve insanlarda en yaygin olarak bulunan formu olan
borik asit (H:BOs3), renksiz ve kokusuzdur ve suda kolayca ¢odziinebilen seffaf kristal yapida
ya da beyaz grantler toz halinde bulunmaktadir (NRC, 2005). Bor dogada sodyum ve
oksijenle bir kombinasyon halinde bulunmaktadir. Oksijen ve azot gruplarina bagh bor iceren
organik bilesikler organobor bilesikleri olarak adlandiriimaktadir. Bu bilesikler bitki, hayvan ve
insan dokularinda bulunmaktadir ve 06zellikle cis-hidroksil grubu igeren biyomolekillerle
etkilesime girmektedir. Bu biyomolekillere 6rnek olarak riboflavin, adenozin-5-fosfat,
piridoksin, pirimidin nukleotitleri ve seker molekiilleri verilebilir (Hunt, 2007). Borik asit bir
Lewis asitidir (Ka = 6x107"°, pKa 9,1) ve proton donérii olmaktan ziyade hidroksil iyonu

akseptoridir. Boylelikle tetrahedral B(OH)™ anyonunu olusturur.

B(OH)s + HyO <« B(OH)™*+ H*

Borik asit ve borun sodyum tuzlari (boraks, disodyum tetraborat) bircok endustriyel amacla
kullanim alani bulmustur. Bunlar; cam imali, fiberglas izolasyonu, porselen emaylanmasi,
seramik sirlama, metal alasimlari, guibreleme, c¢camasir, ilag ve kozmetik endustrilerini
icermektedir (EPA, 2004). Bu bilesikler ayni zamanda ge¢ alev alici malzeme olarak, herbisit,
insektisit, katalist olarak kullaniimaktadir (Woods, 1994).

1.2. Borun canli organizmalardaki fonksiyonu ve gerekliligi

Bor, ilk olarak 1923'de Warington tarafindan bitki blylimesi ve gelisimi icin temel bir
mikrobesin olarak bulunmustur ( Warington, 1923). Daha sonra yapilan ¢alismalar ile borun
bitkiler ve hayvanlar i¢in esasi bir mineral oldugu dogrulanmistir. Borun mikrobiyolojik
sistemlerde, bitkilerde ve hayvanlarda pek ¢ok fizyolojik ve metabolik olayda rol oynadigi
dusintlmektedir. Ancak yliksek konsantrasyonlarda bulundugunda ise tim bu organizmalara
toksik etki gostermektedir (Nielsen, 1997).

Bor, bitkilerde nikleik asit metabolizmasinda, karbonhidrat ve protein metabolizmasinda,

hicre duvar sentezinde ve yapisinda, membran butinligindn korunmasinda dnemli roller



oynamaktadir (Moseman, 1994; Miwa, 2007). Ancak bu rollerin molekiler mekanizmalari
cogunlukla bilinmemektedir. Son zamanlarda borun bitkilerde molekuiler seviyede bir primer
fonksiyonu bulunmustur. Bitki hiicre duvarindaki ramnogalakturanon Il igin bir baglayici
olarak fonksiyon gdstermektedir. Ramnogalakturanon Il bir pektindir ve bu pektinlerin ¢capraz
olarak baglanmalari yapraklarin uzamasi igin gereklidir (O’Neill, 2004).

Hayvanlarda embriyolojik gelisme esnasinda borun gerekli oldugu ilk olarak zebra balgi ve
alabalik embriyolarinda goézlemlenmistir (Rowe, 1998, 1999). Ayni zamanda diatomlar
cyanobakteriler, deniz algleri ve kurbagalar icin de esansiyeldir. Bor hayvanlarda da cesitli
mekanizmalari etkilemektedir. Bunlar arasinda; karbonhidrat metabolizmasi, mineral
metabolizmasi, enerji tiketimi, cesitli enzimlerin aktivitelerinin dizenlenmesi, embriyonik
gelisme sayilabilir. Ancak borun hayvanlardaki fonksiyonunun molekiler mekanizmalari
henilz anlasilamamistir (Tanaka, 2008).

Insanlar yiyeceklerinden, icme sularindan ve bazi tikettikleri trlinlerden (kozmetik, deterjan,
sabun vs) bora maruz kalmaktadirlar. Borun insanlar icin zorunlulugu henuiiz gosterilmemistir,
ancak yararl etkileri oldugu bir gercektir. Hiicre membranlarini etkilemekte, steroid hormon
metabolizmasinda rol oynamakta ve saglikli kemik gelisimi icin gerekmektedir. Ayrica yapilan
klinik deneylerle, besinler ile bor alindigi zaman erkeklerde prostat kanserine yakalanma
olasiiginin 6nemli Ol¢cide azaldigi goérulmastlir (Cui, 2004). Borun s6zi edilen bu
fonksiyonlarinin  molekiler mekanizmalarinin  ortaya c¢ikarilmasi ve anlasiimasi

gerekmektedir.

1.3. Bor yetersizligi ve toksisitesi

Bor bitkiler ve hayvanlar igin énemli bir besindir. Bu canlilarin blylimesi ve gelismesi igin
gerekli oldugu halde, ylksek konsantrasyonlarda bulunmasi da toksik etki yaratmaktadir.
Bitkilerde bor yetersizliginin yarattigi semptomlar ilk olarak bitkinin blylyen ve uzayan
organlarinda goriimektedir. Yaprak ve kdk uzamasi, cgicek ve meyve gelisimi inhibe
olmaktadir. Ayni zamanda anormal hiicre duvari olusumu, sitoiskelet polimerizasyonunun
degismesi, membran potansiyeli ve gegcirgenliginin dedismesi de gorilebilen diger
belirtilerdir. Bor toksisitesinde ise hilicre boélinmesi yavaslamakta, fotosentez orani azalmakta
ve olgun yapraklar nekrotik hale gelmektedir (Juan, 2008).

Hayvanlarda ve insanlarda bor eksikligi buylme bozukluklarina, anormal kemik gelisimine,
Uriner kalsiyum atiliminin artmasina, kan steroid hormon seviyelerinin azalmasina ve dikkat
daginikhgina yol agmaktadir. Kurbaga ve farelerin de bor eksikliginden kaynaklanan gelisme
bozukluklari gésterdigi bulunmustur. Borun fazla alinmasi ise bébreklerin hasar gérmesine,

ishal, kilo kaybi, anormal iskelet gelisimine neden olmaktadir. Ayni zamada fare ve
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kopeklerde testislerin zayiflamasina ve hamile hayvanlarda kardiyovaskuler sorunlara yol

actigi gézlenmistir (Yazbeck, 2005).

1.4. Bitkilerde ve hayvanlarda bor alinimi ve taginimi

Esasi mikrobesinlerin metabolizmasinda genel olarak besini hicre igine transfer eden 6zel
tasiyici sistemler ve hicre iginde de bu besinlerin regulasyonunu yapan cesitli faktérler
vardir.

Bitkiler boru topraktan borik asit formunda almaktadir. Kokten alindiktan sonra bor Ust
kisimlardaki surgtnlere ulastiriimak Gzere ksileme ylklenmektedir. Ksilemdeki ¢ézinmus
maddelerin uzun mesafelere tasinimi transpirasyon ile kolaylasmaktadir. Bor da
transpirasyonun yogun bir sekilde gergeklestigi olgun genis yapraklarin kenarlarina kadar
tasinmaktadir (Brown, 1997).

Insan ve hayvanlarda ise bor aliniminin fizyolojik ve molekiler mekanizmalari konusunda
yeterli bilgi yoktur. Meyve ve sebzeler primer bor kaynaklarini olusturmaktadir. Bor kolaylikla
gastrointestinal ve soluk borularindan absorblanabilmektedir ve %90’indan fazlasi hizla
atilmaktadir. Dokulardaki bor konsantrasyonlari homeostasis ile sabit tutulmaktadir. Ancak
bu homeostasisin mekanizmasi bilinmemektedir (Devirian, 2003).

Borun bitkiler i¢in zorunlu besin oldugu bir gercektir. Bu ylzden bor ile ilgili cogu ¢alismada
model organizma olarak bitkiler kullaniimigtir. Dolayisiyla bor transportu ve toleransiyla
alakali gesitli bitki genleri bulunmustur. Uzun yillar borun hiicre igine alinma mekanizmasi
anlagilamamigtir. Son zamanlara kadar bitkilerde bu olayda pasif difuzyonun rol oynadigi
distnulmastir. Ama en son ¢alismalarla borun membran transportuyla ilgili ¢ mekanizma
ortaya cikariimigtir. Bunlardan ilki pasif difuzyondur (Hu ve Brown, 1997). Bir major intrinsik
protein olan NIP5:1 Arabidopsis thaliana’da borik asit kanali olarak bulunmustur. Bununla
birlikte ikinci bir mekanizma ortaya cikmistir. Bu da borun, su ve diger klguk, ylksiz
molekdllerin membranda transportunu saglayan maijor intrinsik proteinlerin (MIP) rol aldigi
kolaylastiriimis difizyon ile tasinimidir (Takano, 2006). Bunlara ek olarak bor
transporterlariyla borun aktif olarak tasinmasi da lglinci mekanizmadir. Ornedin BOR1 geni
Arabidopsis thaliana koklerinde borun disari atilmasi igin gereklidir. BOR 1 geninin homologu
hayvanlarda ve mayada tespit edilmistir (Takano, 2002). Ancak bor transport mekanizmalari
hala yeterince agik degildir.

Arabidopsis thaliana BOR1 ayni zamanda bor toleransinda rol oynadigi bulunan ilk gendir
(Takano, 2002). Ancak borun yilksek konsantrasyonlari kendi transporterini (BORT)
degredasyona ugratmaktadir. Dolayisiyla A. thaliana BOR1, ylksek seviyelerde bor iceren

topraklarda buyuyebilen genetik olarak modifiye edilmig bitkilerin olugturulmasinda
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kullanilamamaktadir (Takano, 2005). Fakat BOR7?'in 6 paralogundan biri olan BOR4ln
ifadelendigi transgenik bitkiler, borun toksik seviyelerine karsi yiksek tolerans gdstermistir
(Miwa, 2007).

1.5. Maya ve bor iligkisi

Maya hucreleri Uzerinde yapilan arastirmalar sonucu hicrelerin bor eksikligine maruz kaldigi
zaman bodlinemedigi ve hicre dongusinin durdugu, fakat ortama bor ilave edildiginde
hicrelerin tekrar normal hale geldigi ve ylksek dozda bor verildiginde maya hicrelerinin
zehirlendigi tespit edilmistir (Bennett, 1999).

Saccharomyces cerevisiae; hizli bolinebilmesi, basit ortamlarda yetistirilebilmesi, haploid
veya diploid olarak buyutilebilmesi, ekstrakromosomal genlerin kolayca ifadelenebilmesi ve
genom seviyesinde butlin genlerinin biliniyor olmasi nedeni ile bor genlerinin tespitinde
gerekli olacak genetik ve biyokimyasal analizlerin yapilmasi i¢in en uygun organizmadir. Bu
nedenle bitki bor tolerans genlerini karakterize etmek icin model organizma olarak
kullaniimaktadir. 10 mM borik asit Arabidopsis igin letal iken, maya 80 mM bor varliginda bile
blyuyebilmektedir ve bu ylzden bora toleransli bir organizma olarak degerlendiriimektedir
(Kaya, 2009). Maya Bor1’i (YNL275w) detayli bir sekilde karakterize edilmistir. Bu protein
plazma membraninda lokalize olmakta ve borik asitin digari atiimasinda rol oynamaktadir.
Bor1’e ilave olarak Dur3 ve Fps1in de mayada bor toleransiyla iligkili oldugu
dusunulmektedir ancak bu transporterlarin bor detoksifikasyonundaki fonksiyonlari belli
degildir. Dur3, Ure ve poliamin transportunda rol alan bir membran transporteridir. Fps1 ise
major intrinsik proteinlerinin bir Uyesidir ve gliserol, asetik asit, arsenit ve antimonit
transportunda rol almaktadir ( Nozawa, 2006).

ilk olarak gecn4A mutantlarinin 3-amino—1,2,4-triazol sensitivitesinin baskilayicisi olarak
karakterize edilen ATR7’in (Kanazawa, 1988); bir bagka genetik taramada DNA hasar ajani
olan 4-nitrokinolin-N-oksit’e karsi direnglilik sagladigi bulunmustur (Mack, 1988). Maya Atr1’i
membrani saran 14 segmentten olusmaktadir ve ilag: proton antiporterlarina ait DHAZ2
ailesinin bir Gyesidir (Gbelska, 2006). Bunlara ek olarak bir maya genomik DNA kutiphanesi
taranmis ve ATR1 bir bor tolerans geni olarak bulunmustur. Atr1, borun disari atiimasinda
ana rolu Ustlenmekte ve bu sekilde hicrelerde elemente karsi gucli bir direnglilik
saglamaktadir. Ayni zamanda ATR1 ifadelenmesinin de bor muamelesiyle kontrol edildigi

ortaya cikariimistir (Kaya, 2009).
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2. GEREG VE YONTEM

2.1. Kullanilan maya suslari ve besiyerleri

Bu ¢alismada haploid yabani tip Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa his3 leu2, met15
ura3), homozigot diploid yabani tip BY4743 (MATa/o his3A1/his3A1 leu2A0 /leu2A0
lys2A0/LYS2 MET15/met15A0 ura3A0 /ura3A0) ve maya delesyon setinden temin edilen
izogenik delesyon mutantlari kullaniimistir (Invitrogen). Hicre blylmeleri icin zengin bir
besiyeri olan YPD (%2 glukoz, %2 pepton, %1 maya ekstrakti ve kati besiyeri igin %2 agar)
ve segici bir besiyeri olan gerekli aminoasit ve bazlarin ilave edildigi YNB ( yeast nitrogen

base) medyalari kullaniimigtir.

2.2. Bor icermeyen besiyerinin gelistiriimesi

Bora 6zgu bir recine olan Amberlite IRA 743 (Sigma) satin alinmistir. Zengin besiyeri
hazirlandiktan sonra, %1 (w/v) oraninda IRA-743 ile 37 °C’de 1 saat/200 rpm c¢alkalanmistir.
Ardindan recineler santrifligasyon ile ¢okturildikten sonra besiyerinden uzaklastiriimistir.
Otaklavlanarak steril hale getirilen besiyerinin bor igerik analizi atomik spektroskopik bir
yontem olan ICP-OES (Inductively coupled plasma optical emission spectrometry) ile

yapilmistir.

2.3. Maya genomik DNA kiitiiphanesi taramasi

YEp13 plazmidi igerisindeki maya genomik DNA kutiphanesi ticari olarak ATCC’den temin
edilmistir (no: 37323). Kitiphane plazmidleri Escherichia col’den MaxiPrep kiti (Invitrogen)
kullanilarak purifiye edilmigtir. Elde edilen bu plazmidlerle, standart LiAc metodu kullanilarak,
transforme edilen yabani tip maya hicreleri (BY4741) 100 mM borik asit iceren YNB
besiyerinde 30°C’de 5 gun slreyle inkibe edilmislerdir. 100 mM borik asit varliginda
blyuyebilen 30 koloni segilerek daha ylksek bor konsantrasyonlarina maruz birakiimistir
(125-200 mM). Segilen transformantlardan plazmidler izole edilmistir ve daha sonra bu

plazmidler vektdre 6zel primerler ile sekanslanmigtir.

2.4. Li-Ac metoduyla maya transformasyonu

Maya hucreleri logaritmik faza ulasana kadar YPD besiyerinde buyUtulmis ve ardindan

distile su ile yikanmistir. Hucre pelleti 0,1 M Li-Ac ile sUispansiyon haline getirilir. Ardindan
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santrifugasyon ile yeniden pellet haline getirilen hicrelere 240 pl PEG (50 % w/v), 36 pl (1 M)
LiAc, 5 pl ssDNA, 10 pl DTT (0,3 mM), 20 ul plazmit DNA, 10 pyl dH20 eklenir ve 1 dakika
vortekslenir. 30°C galkalamali inkiibatérde 30 dakika inkibe edilir. Arkasindan 20-25 dakika
42°C sicak su banyosunda isi sokuna ugratilir. Boylelikle transforme edilmis hicreler ilgili

segici besiyerlerine ekilerek inktbe edilirler ve buylimeleri gézlenir.

2.5. Bor toleranslarinin belirlenmesi

Bor kaynagi olarak borik asit kullaniimistir. Yabani tip maya hicrelerinin bor toleransinin
belirlenmesi i¢in sivi besiyeri ile yapilan deneylerde YPD igerisine 5 mM, 10 mM, 20 mM, 30
mM, 40 mM, 50 mM ve 100 mM konsantrasyonlarinda borik asit ilave edilmistir. Onceki
glinden kiltire alinmis yabani tip (BY4741) maya hcreleri ODgqo spektrumlari 0.05 olacak
sekilde borlu besiyerlerinde seyreltiimis ve 30°C /250 rpm de inkibe edilmiglerdir. Her iki
saatte bir spektrum o&lgimleri yapilarak hicrelerin bluylime hizlar tespit edilmistir. Kati
besiyeri ortaminda da yabani tip ve secilen maya mutantlari bor toleransi gdstermeleri
bakimindan analiz edilmislerdir. Bir gece boyunca buyumids hucreler optik densiteleri 0,2
olacak sekilde seyreltiimistir. Ardindan 2.107', 2.1072, 2.10 ve 2.10™ seri dillisyonlari
yapilmigtir. Her dilisyondan 5l alinarak farkli konsantrasyonlarda borik asit iceren YPD ya
da YNB besiyerlerine damlatiimistir. 30°C’de en az 3 gun inklbe edilir ve hucrelerin koloni
olusturup olusturmadigina bakilmigtir. Yabani tip hicre ile mutantlar arasindaki bor

sensitivite farklari gozlenmisgtir.

2.6. DNA mikroarray analizleri

200 ml YPD igerisinde buylyen ve optik densiteleri 0,2 ile 0,3 arasinda olan hlcreler ikiye
bollnerek bir grup kontrol grubu olarak kullanilarak borik asit eklenmezken; diger grup 1 saat
20 mM borik asite maruz birakiimistir. Ardindan santrifigasyon ile toplanan hicreler -
80°C’de saklanmistir. Ambion RiboPure maya kiti kullanilarak total RNA izolasyonu
yapilmigitr. iki renkli mikroarray hibridizasyonlari igin kullanilan floresan etiketli cRNA’lari
olusturmak icin Agilent two-color low RNA input linear amplification kiti kullaniimistir. Karisim
reaksiyonundaki floresan isaretli cRNA’lar Qiagen RNeasy minikit kullanilarak pdurifiye
edilmistir. cRNA ornekleri Agilent SureHyb hibridizasyon tamponu ile karistirilmigtir.
Hibridizasyonlar; 65°C'de 17 saat 10 rpm’de donen Agilent SureHyb hibridizasyon
cemberlerinde gerceklestirilmistir. inkiibasyonu takiben mikroarray slaytlari 1 dakika boyunca
Gene Expression wash buffer 1 (6 x SSPE [1 x SSPE is 0.18 M NaCl, 10 mM NaH,POQO,, and
1 mM EDTA {pH 7,7}], 0.005% N-lauroylsarcosine at room temperature) ve Gene Expression

wash buffer 2 ile yikanmistir. Yikanan mikroarray slaytlari kisa bir sireligine asetonitril

14



solisyonunda bekletildikten sonra kurutulup Agilent Technologies G2505B mikroarray

tarayicisi ile taranmistir.

2.7. RNA izolasyonu ve real-time PCR analizleri

Total RNA RNeasy minikiti (Qiagen) kullanilarak izole edilmistir. Genomik DNA'yi
uzaklastirmak icin DNase enzimiyle (DNase RQ1; Promega) muamele yapilmistir. Ardindan
First Strand cDNA synthesis kit (Fermentas) kullanilarak cDNA sentezlenmigtir. Bu cDNA’lar
ATR1 geninin 186bp’lik bir fragmentini ve kontrol olarak, ACT1 geninin 103bp’lik bir
fragmentini ¢ogaltmak icin kullaniimistir. Real-time PCR denemeleri 1Q5 real-time PCR
system (Bio-Rad) kullanilarak gercgeklestirilmistir. Kullanilan PCR sartlari ise kisaca soyledir:
30 ¢evrim- 94°C/ 30 sn, 62°C/ 30 sn, 72°C/30 sn.

2.8. ATR1 ve VANL1 genlerinin asiri ifadelenmesi

ATR1 ve VANT genleri Pfu polimeraz enzimi (Fermentas) kullanilarak maya genomik
DNA’sindan c¢ogaltiimistir. Cogaltilan bu kisimlar sirasiyla BamHI ve Xhol restriksiyon
bolgeleri icermektedir. Cogaltilan fragment oncelikle pBluescript Il KS (Stratagene)
plazmitinin Smal kismina klonlanmistir ve arkasindan bir maya yiksek kopya ekspresyon
vektori olan p426GPD’nin BamHI/Xhol kismina tasinmistir. Bdéylelikle bir p426-ATR1
ekspresyon urlnU olusturulmustur. Daha sonra maya hicreleri bos vektdr olan p426 ya da

p426-ATR1 ile transforme edilmis ve urasil prototrofisi ile secilmiglerdir.

2.9. Hiicre i¢i bor konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Eksponansiyel olarak blyiyen hiicreler 50 mM- 75 mM borik asit ile 1 saat muamele edilmis
ve santrifligasyon ile toplamistir. Toplanan hicreler 3 kez distile su ile yikanmis ve -80"de
saklanmis ya da hemen denemede kullaniimistir. Hicreler dncelikle 500 ul lizis tamponda
(20 mM Tris, pH 7,6, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8, 2, Triton X-100, %1 SDS, 10 mg/ml
protease inhibitor cocktail [Sigma], 500 ul glass beads) vorteks kullanilarak pargalanmistir.
Supernatantlar yeni tlplere aktariimis ve Bradford protein dedeksiyon yoéntemi kullanilarak
protein  konsantrasyonlari  belirlenmistir.  Seyreltiimis  hicre  ekstraktlarinin ~ bor
konsantrasyonlari boron cell test kit (Merck, Germany) kullanilarak belirlenmistir ve hiicre
ekstraktinda bulunan total protein miktariyla normalize edilmistir. Bor seviyeleri ayni

zamanda ICP-MS metoduyla da dogrulanmistir.
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2.10. Protein lokalizasyonu

Kromozomal ATR1 geni, C ucundan GFP ile etiketlenmigstir (13). Kullanilan primerler ile arka
arkaya PCR’lar yapilip; GFP ve Kluyveromyces lactis TRP1 markerini igceren bir kaset
cogaltiimistir. Olusturulan bu PCR fragmaniyla yabani tip W3031-a (MATa ade2 ura3 leu2
trp1 his3) hucreleri transforme edilmis ve YNB-Triptofan secici besiyerinde buyuyebilen
transformantlar secilmistir. Daha sonra bu hucreler konfokal floresan mikroskobu ile analiz

edilmistir.

2.11. Western blot analizleri

ilgili maya suslari logaritmik faza ulagincaya kadar YPD besiyerinde buyitiimislerdir. Her
sus icin esit sayida hicre santrifigasyon ile toplanmistir. Elde edilen hilicre ekstraktlari ile
SDS-PAGE yapilmis ve ardindan PVDF membrana blotlama yapilmistir. ilgili proteinlere ait
birincil antikorlar ve HRP konjuge edilmis ikincil antikorlar ticari olarak elde edilmistir. Sinyal
goruntileme amaciyla SuperSignal West Pico chemiluminescent substrate sollisyonlari

(Pierce) kullaniimigtir.

2.12. Polizom profillemesi

Bu deneme; sikroz densite gradiyenti, orneklerin homojenizasyonu ve fraksiyonlarin
toplanmasi olarak 3 kisimda incelenebilir. ilk olarak 1M NaCl, 1M MgCl2, 1M Tris-HCI,
RNase inhibitor (Fermentas) iceren %9%’lik ve % 70’lik sukroz solusyonlari hazirlanir. Bu
solusyonlar ile ISCO sistemi kullanilarak sikroz gradiyentleri hazirlanmistir. Optik densiteleri
yaklasik 0,7 ile 0,9 arasinda olan, 30 ml'de buydtilen ve 1 saatlik 50 mM ve 100 mM borik
asit ile muamele edilmis hlicreler santrifigasyonla toplanmistir. 2 kez distile su ile yikanmis
ve -80°C’de pellet halinde dondurularak saklanmistir. Denemenin yapilacagi gin total RNA
elde etmek icin; hiicre pelletleri -80°C’den c¢ikarilmis ve 5 ml Lizis tamponu (100 mM NacCl,
10 mM MgClI2, 30 mM Tris-HCI (pH=7), 30 U/ml RNase inhibitor, 1% Triton X-100, 1%
NaDOC, 100 ug/ml cycloheximide) igerisinde homojenize edilmigtir. Ayni zamanda cam
boncuk ve vorteks ile muamele edilerek hulcrelerin pargalanmasi saglanmistir. 8 dakika
buzda inkiibasyondan sonra homojenat 4°C’de, 10 dakika, 12.000 x g'de santriflj edilmistir.
Elde edilen slipernatant énceden hazirlanmis olan sikroz gradiyentlerine yayilir ve SW28
rotoru (Beckman Coulter Optima™ L-XP Ultracentrifuge System) kullanilarak 4°C’de, 2.55
saat, 27.000 rpm’'de c¢oOkelmesi saglanmistir. Ultrasantrifijden sonra ISCO Tris pompasi
kullanilarak gradiyentin en Ustinden itibaren 40 fraksiyon toplanirken, 254 nm’deki

absorbans da ISCO monitoriinde gdézlenmigtir. Toplanan fraksiyonlardan daha sonra
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kullaniimak uzere fenol-kloroform metodu ile RNA ekstraksiyonu yapiimis ve -80°C’de

saklanmistir.
2.13. S-35 metiyonin isaretlemesi

BY4741 maya hucereleri 200 ml YNB besiyerinde 600 nm’deki optik densiteleri 0,5 olana
kadar buyGtaimustar. Ardindan 100 ml’sine 20 mM borik asit uygulanirken; 100 ml’si kontrol
grubu olarak kullanilmistir. 1 saat inkibasyon sonunda her iki grup da 0.5 mCi
EXPRE35S35S Protein Labeling Mix (Perkin-Elmer) ile 30 dakika muamele edilmistir.
Santrifigasyon ile toplanan hiicreler ti¢ kez PBS tamponuyla yikanmis ve 10 dakika boyunca
cam boncuklarla parcalanmalari saglanmistir. Ortaya c¢ikan hicre lizatlari protein
konsantrasyonlarina gore normalize edilip her birinden 10 ug SDS-PAGE’ e ylklenmisgtir.
Burada ayrisan proteinler daha sonra PVDF membrana transfer edilmistir. **S-isaretlenmis

proteinler Storm Phosphorimager System (Amersham Biosciences) ile gortintlilenmistir.

2.14. ATR1, BOR1, DUR3 ve FPS1’in prokaryot ve okaryotlardaki karsilastirmali

genomik analizleri

Sekanslanmis 45 Archaea, 547 Bacteria ve 53 Okaryot genomu (NCBI) bor transport
genlerinin olusumu bakimindan analiz edilmigtir. S.cerevisiae Atr1 proteini TBLASTIN ve
BLASTP analizlerinde query olarak kullaniimigtir. Ortolog proteinler ¢ift yonli BLAST testi ile
belirlenmisgtir.

2.15. Coklu sekans dizi analizi

Coklu sekans dizileri varsayllan parametrelerle CLUSTALW ve T-Coffee kullanilarak

yapilmistir. Filogenetik agaclar Interactive Tree Of Life kullanilarak hazirlanmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Maya hucrelerinin bor toleranslarinin élgulmesi

Borik asitin maya blyumesi Uzerindeki toksik etkileri ve yabani tip maya hucrelerinin borik
asit tolerans seviyeleri daha o&nceki c¢alismalardan bilinmektedir. Ancak farkli bir
laboratuvarda farkli maya hicreleri kullanildigi  icin  ve belirlenen borik asit
konsantrasyonunun yapilan diger deneylerin temelini olugturacagdi igin kendi yabani tip maya
hicrelerimiz kullanilarak bor toleranslari yeniden olgtlmustir. Sekil 1’de, yapilan sivi kiltir
denemesiyle; bor icermeyen besiyerindeki hicrelerin hizh bir sekilde bdliinerek yaklasik 16
saat icerisinde logaritmik fazdan ciktiklari ve borik asit konsantrasyonuna bagl olarak hicre
blylimesinin olumsuz etkilendigi gértlmektedir. Sekil 2’'de ise farkli genetik alt yapidaki
yabani tip maya hdcrelerinin farkli konsantrasyonlarda borik asit igeren zengin kati
besiyerlerindeki blylumeleri goriimektedir. Bu denemeyle huicrelerin 80 mM borik asitin

Uzerindeki konsantrasyonlarda iyi buylyemedigi bulunmustur.

Borik asit

+5mM <10 mM
0.5 - +20mM 830 mM

] 40 mM 50 mM
-4-100 mM

-0 mM

i1

ODGDO

0.05 ;

0.005 ¥eorr
o 2 4 6 8 10 12 14 16

Zaman, saat

Sekil 1. Maya hicrelerinin bor toleranslarinin dlgilmesi
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WT suslarinin bor direnclilikleri
WT Susu

BY4741

=

£
=
=

Borik asit konsantrasyonu

Sekil 2. Ug farkli yabani tip maya hiicresinin bor toleranslari

3.2. Bor icermeyen besiyerlerindeki maya bliyimesi

Borun hicrelerin blyimesine etki edip etmedigini anlamak igin besiyerlerinden boru
uzaklastirmak gerekir. Zenginlestirici besiyeri, pepton ve maya ekstrakti igerdigi igin bu
karigimlar iz miktarda da olsa bor igerebilmektedir. Daha dnce yapilan ¢alismalar Amberlite
IRA 743 adi altinda ticari olarak satilan bir recinenin atik sularda mevcut olan boru verimli bir
sekilde yakaladigini géstermistir. Bu denemede bora 6zgl olan bu recgine besiyeri ortaminda
olmasi muhtemel boru yakalamak igin kullaniimigtir. Cikan sonuglara goére IRA-743 ile
muamele edilmemis zengin besiyerinde 0,4 uM ve IRA-743 ile muamele edilmis ortamda ise
0,2 uM bor tesbit edilmistir. Béylece deiyonize edilmis su kullanilarak yapilan besiyerinde bor
miktarinin  ¢ok disik oldugunu ve IRA-743 kullanilarak bu miktarin daha da
disurilebilecegini tesbit edilmistir. Bu sekilde boru temizlenmis besiyeri icerisinde hticrelerin
blyime hizlari kontrol edildi. Sekil 3’'de gorildigu gibi IRA-743 ile muamele edilmis
besiyerinde hucreler daha yavas buyime gostermiglerdir. IRA muamelesi sonucu ortamdan

borun alinmasi ile hiicrelerin jenerasyon hizi % 13 oraninda yavaglamistir. Boylelikle borun

19



blylumede rol aldi§i ve eksikliginde hicrelerin bélinme ya da blyime hizlarinda yavaslama

oldugu sonucuna varimistir.

1,6 -

1,4

1,2 - = Normal -YPD
—8—IRA-743-YPD

0,8 1

0.D. 600

0,6

0,4 4

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
zaman (saat)

Sekil 3. Borsuz ortamda maya hicrelerinin biylmesi

3.3. Bor direnglililigi gosteren mutantlarin tespiti

1999 yilinda Stanford Universitesi’nin énderliginde yiritilen bir proje ile mayadaki bitiin
genler mutasyona ugratilarak degisik mutasyon setleri elde edilmistir (Winzeler, 1999). Batin
tekli mutantlari igceren set ticari olarak pazarlanmaktadir. Bu mutantlarin kimligi énceden
bilinmektedir. Dolayisiyla tarama sonucu elde edilecek mutasyonlari aydinlatmak igin direkt
olarak ilgili genler Uzerinde calisilacak olunmasi bir avantajdir. Bu denemede
laboratuvarimizda mevcut olan haploid maya delesyon seti taranarak bora karsi direngli olan
mutantlar belirlenmistir. Bunun igin 100 mM borik asit ve Uzerindeki konsantrasyonlari iceren
kati besiyerleri kullanilmistir. Oncelikle 100 mM da buyiyebilen 30 tane mutant izole
edilmigtir. Bu hicreleri 150 mM borda buyutince 12 tanesi ve 200 mM borda buydtince de
sadece 8 tanesi blylyebilmistir. Sonucta direncli mutantlarin sayisi ¢alisilacak bir rakama
kadar indirildigi icin daha yUksek bor konsantrasyonlari denenmemistir. Mutant kitiphanesi
sirali bir sekilde replika edildigi icin butin denemeler boyunca hangi mutantin hangi noktada
oldugu veya buylylp blyimedigi aninda tespit edilmistir. Sekil 4, tarama sonucu direnglilik
gosteren mutantlari ve hangi bor konsantrasyonlarinda biyldiklerini géstermektedir. ilk

siradaki kontrol olarak kullanilan yabani tip hicreler borsuz ortamda normal buyume
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gOsterdikleri halde ylksek miktarda bor iceren ortamlarda biylyememiglerdir. Ancak mutant

hicreler daha ylksek bor konsantrasyonunda biyuyebilmiglerdir.

" Mutantlar | YPD-0 mM borik asit 100 mM borik asit 150 mM borik asit 200 mM borik asit
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Sekil 4. Bora direngli maya hucreleri ve buyuyebildikleri bor konsantrasyonlari
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3.4. Direngli mutantlarin hiicre i¢i bor konsantrasyonlari

izole edilen mutantlar borlu ortamda biyitiildiikten sonra hiicre ici bor analizleri yapilmistir.
Bu sayede ilgili mutantlarin bora karsi direnlilik mekanizmalari aydinlatiimaya calisiimistir.
Yabani tip hicreler icin 75 mM’in Uzerindeki borik asit konsantrasyonlari hiicrelere toksik etki
yaptigi igin bu konsantrasyon, mutantlarin bulylyecedi ve hicre i¢i bor analizlerinin
yapllabilecegi bor konsantrasyonu olarak belirlenmigtir. Zengin besi ortaminda blayutilen WT
ve mutant hicreler, logaritmik buyime asamasinda iken ortamin bor konsantrasyonu 75 mM
olacak sekilde borik asit ilave edildi ve hucreler normal bir hicre bolinmesi igin gereken
zaman kadar (90 dakika) bu ortamda inkUbe edildiler. Ardindan “Gere¢ ve Yontem” kisminda
anlatildigi gibi toplanan hlcre ekstraktlarinda ticari olarak satin alinan bor miktar tayin testi
(Merck, Boron Cell Test Kit) kullanilarak bor analizleri yapilmistir. Bor analiz kiti duyarlilik
bakimindan ICP-MS ile kiyaslanabilecek diizeyde sonuglar vermistir. Sonug olarak; 100 mM
boric acid igerisinde buyulyebilen 30 mutantin hepsi yabani tip hlicrelere gore hiicre icine
daha az miktarda bor almistir. Mutant hicrelerde, borun hiicre igcine girmemesi hiicrelerin
bora kargi direncli hale gelmesini saglamaktadir. 30 mutantin sadece 8 tanesi 200 mM boric
asite karsi direnglilik géstermektedir. 200 mM bora karsi direncli mutantlara bakildiginda ilgili
genlerin; RNA polimeraz-II'nin transkripsiyonel kontroliinde ve wobble baz modifikasyonunda
(ELP1, ELP3, NSC2, NSC6), hiicre ici sinyal iletimi (RIM11), tubulin sentezinde (CIN4), ve
bilinmeyen fonksiyonlarda rol oynadi§i (NOP15, FRE7) gbze carpmaktadir. Mutantlara ait

hicre igi bor miktarlari Sekil 5 ve Sekil 6'da gosterilmistir.
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Sekil 5. Mutantlarin % cinsinden hlicre i¢i bor miktarlari
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5 . Mutantlarin hicre i¢i bor analizi
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Sekil 6. Mutantlarin mg/L cinsinden hucre ici bor miktarlari

3.5. Direngli mutantlarda ilgili genlerin klonlanmasi ve bor toleransindaki katkilari

Haploid maya delesyon seti taranarak 200 mM bor varliginda buyuyebilen mutant hicrelerin
(8 mutant) homozigot diploid mutantlar EUROSCARF (Frankfurt) firmasindan temin edilerek
benzer sekilde bor toleranslari tespit edimistir. Haploid delesyon setinde her bir genin tek bir
kopyasinin olmasi ve g¢alisilan hicrelerde olusabilecek diger mutasyonlarin sonuglarin yanlis
yorumlanmasina neden olma durumunu Onlemek amaciyla homozigot diploid delesyon
mutantlari da bu deneyler kapsaminda kullaniimistir. Asagidaki sekillerde hem haploidlerde
(Sekil 7) hem de diploid delesyon setinde (Sekil 8) bor direngliligi gdsteren mutantlar
gosterilmistir (6 mutant).

Seri sulandirma

BY4741
kti12A
elp1A
ncs2A
ncs6A
elp3A
elp6A

50 100 150
Borik asit (mM)
Sekil 7. Bora direnglilik gosteren haploid maya mutantlari
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Sekil 8. Bora direnglilik gésteren diploid maya mutantlari

Yoklugunda mutant hlcreleri bora kargi direngli hale getiren bu genler klonlanarak yabani tip
maya ekspresyon vektorine aktariimis ve asiri ifade edilmeleri durumunda hucrelerin bor
toleransina etkileri (Sekil 9) gézlemlenmistir. Bos plazmit iceren yabani tip hicrelerle
kisyaslandigi zaman, bu grup genlerin hucrelerde plazmit Gzerinden ifade edilmelerinin bor

duyarlihdina ya da diregliligine neden olmadigi tespit edilmigtir.

o NOOEDDEE N
WT p426-NCS2 ..=H.... FEEE

WT pd26- KT112
WT p426-NCS6

borik asit, mM

Sekil 9. Mutantlarda olmayan genlerin plazmit Gzerinden asiri ifadelenmesinin yabani tip

hicrelerdeki bor toleransina etkisi
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Buradaki sonuglara gdére bu genlerin dogal asiri ifade edilmeleri bor direngliligi bakimindan
bir etki yaratmamigtir. Fakat delesyonlarinin bor direngliligi saglamasi detayli olarak
arastinimasi gereken bir konudur. Bu genler RNA polimeraz-1l transkripsiyonel elongasyon
kompleksinin bir pargasi olup tRNA’lardaki wobble nulkleotidlerinin modifikasyonu ile ilgili
goérev yapmaktadirlar. Mutant hucrelerin bora karsi direngli olmasi ve ATR7 geninin de
hicrelere bor toleransi kazandirmasi (Kaya, 2009) fikirlerinden yola ¢ikilarak bazi mutant
hicrelerde ATR1 ifadelenmesinin hicreleri bora karsi super direncgli hale getirebilecedi
disunulmastir. Yapilan denemeler sonucunda ATR1 asiri ifadelenmesinin test edilen mutant
hicreleri bora kargi direngli hale getirdigi gorilmustir. Ancak hicreler 200 mM’dan daha
yuksek bor konsantrasyonlarda bliyimede sorun yasadilar ve bir super direnglilik durumu

g6zlemlenmedi (Sekil 10).

0 50 75 100 125 150 175 200
Borik asit, mM

Sekil 10. Bor direncli mutant hiicrelerde ATR1 in asiri ifadelenmesinin bor toleransina etkisi

(Not. Bor direncli delesyon mutantlarinin bazilari ATR1 ile transforme edilmislerdir)

3.6. Bora karsi duyarli mutantlarin karakterizasyonu

Bora kars! direncgli mutantlarin tespit edilmesinden sonra duyarli mutantlarin da bulunmasi ve
arastirlmasi bor metabolizmasinda rol oynayan ilave genlerin bulunmasina katkida
bulanacaktir. Bu amagla maya delesyon kitiphanesinde mevcut olan mutant hicreler
icerisinde bora karsi duyarli olan mutantlar tespit edilmistir. Bunun igin yaklagik 4700
mutanttan olugsan maya delesyon seti 70 mM borik asite maruz birakilmigtir ve yabani tip
mayaya gore daha az blyume gdsteren veya hi¢ biyime gdéstermeyen 357 mutant tespit
edilmistir. Farkh borik asit konsantrasyonlarinda tekrarlanan taramalar sonucunda 21 tane
bora kargi duyarli mutant elde edilmistir (Sekil 11). Bu mutantlarin fonksiyonlari Tablo 1’de

gOsterilmistir.
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Sekil 10. Bora duyarlilik gésteren maya mutantlari

ilk taramada kullanilan hicreler haploid olduklarindan genomlarinda meydana gelecek
spontan bir degisikligin dogrudan fenotipe yansimasi durumu s6z konusudur. Yani farkinda
olmadigimiz ikinci bir mutasyon hicrelerin 6zelliklerini degistirebilmektedir. Diploidlerde ise
ilgili genin disinda bagka bir yerde meydana gelecek bir mutasyonun tolere edilmesi durumu
s6z konusudur. Bu ylzden ilgili mutantlarin bor duyarlihdi sagladigindan emin olmak igin
diploid mutantlarin genetik taramalarda kullaniimasinin daha dogru olacagi disunulmagtur.
Daha 6nce haploid delesyon setinden elde edilen bor duyarli mutantlarin homozigot diploid
olanlari EUROSCARF’dan satin alinarak bor duyarlilik testleri yapilmistir. ilgili genlere ait
diploid mutantlarin da bora karsi duyarl olduklari tespit edilmistir. Boylece daha 6nce haploid

mutantlarla yapilmig tespitlerin dogru oldugu sonucuna varilmigtir (Sekil 12 ve Tablo 1).

Amino asit metabolizmasi ve bor toksisitesinin yakin iligkili oldugu bilinmektedir (Kaya, 2009).
Yapilan taramalar sonucunda bora karsi duyarli olan mutantlarin bircok metabolik yolakta rol
oynayan genlerden yoksun oldugu bulunmustur. Ornegin, amino asit metabolizmasiyla ilgili
iki genin eksikligi bor duyarliligina yol acmaktadir. Bu genler; genel amino asit kontrol
mekanizmasiyla kontrol edilen ve treonin , serin, metiyonin, izolésin metabolizmasinda rol
alan THR1; treonin, serin, metiyonin ve lizin metabolizmasinda rolleri olan HOM6°dir. Ayni
zamanda bulunan delesyon mutantlarinin bir kisminin vezikiler ve vakuolar transport
sistemleri hasarlidir. Bu hicreler sirasiyla VPS16, BRE5, UBP3, BRO1 and SACT
genlerinden yoksundurlar. Bu genler tarafindan kodlanan proteinlerin ise otofaji, hicre

duvarinin korunmasi, salgilama, vakuol biyogenezi, endoplazmik retikulum ve golgi
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arasindaki ileri ve geri tasinimlar gibi c¢esitli proseslerde fonksiyonlari oldugu bilinmektedir.
Ortaya ¢ikarilan ve bor duyarhligi ile ilgisi oldugu distntlen diger genler; hiicre déngusu
esnasinda transkripsiyonu kontrol eden ve gevresel stres kosullarina cevapta rol oynayan
siklin iligkili kinaz PHOS85, bir antioksidan protein olan CCS74dir. Ayrica karbohidrat
metabolizmasinda yetersizlikleri olan bor duyarli mutantlar da vardir (rpe1A, reg1A, och1A).
Bunlarin disinda lipid metabolismasindaki ERG4 geninin  eksikligi ve purin
metabolismasindaki ADK7 geninin eksikligi de bor duyarlihd yaratmaktadir. Ayrica bu
taramalar sonucunda fonksiyonlari bilinmeyen ve bor duyarliigi saglayan cesitli genler de
bulunmustur. Ancak tiim bu yolaklar ve bor toksisitesi arasindaki iliski henlz bilinmemekte ve

bu konuda daha ileri galismalar yapilmasi gerekmektedir.
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Sekil 12. Bora karsi duyarlilik gésteren diploid mutantlar
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Tablo 1. Bora duyarlilik gosteren mutantlar ve fonksiyonlari

Sistematik isim

YBLOO7C

YCRO16W

YDLO75W

YDRO028C

YDR226W

YER151C

YGLO12W

YGL038C

YGR283C

YHRO25W

YJL120W

YJL121C

YJR139C

YKL212W

YMRO038C

YMR310C

YNRO051C

YOR141C

YPL0O31C

YPLO45W

YPLO84W

Yaygin isim

SLA1

RPL31A

REG1

ADK1

UBP3

ERG4

OCH1

THR1

RPE1

HOM®6

SAC1

CCS1

BRES

ARP8

PHOB85

VPS16

BRO1

Fonksiyon

Sitoiskeletal protein baglayici protein

Fonksiyonu bilinmeyen protein

Bulyuk ribosomal alt birimin (60S) protein komponenti
Tip 1 protein fosfataz Glc7p’nin dizenleyici alt birimi
Adenilat kinaz

Ubiquitin-spesifik proteaz

C—-24(28) sterol rediiktaz

Cis-Golgi mekanizmasina ait mannoziltransferaz
Fonksiyonu bilinmeyen protein

Homoserin kinaz

Belirsiz protein kodlayici bélge

D-ribuloz-5-fosfat 3-epimeraz

Homoserin dihidrogenaz (L-homoserin:NADP oksidorediiktaz)

Fosfatidilinositol fosfat (PtdInsP) fosfataz
Superoksit dismutaz Sod1p i¢in bakir saperonu
Fonksiyonu bilinmeyen protein

Ubiquitin proteaz kofaktoru

Nuklear aktin iligkili protein

Siklin iligkili kinaz

Vakuol flzyon ve protein tasnif HOPS kompleksi ve CORVET

baglayici kompleksinin alt Gnitesi

Sitoplazmik E sinifi vakuolar protein tasnif (VPS) faktori
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3.7. Maya genomik DNA kiutiphanesi kullanilarak bor direngliligi saglayan genlerin

aydinlatilimasi

Ticari olarak ATCC firmasindan (cat no #37323) Yep13 vektérl Uzerinde yapilmigs maya
genomik DNA katiphanesini satin alinmigtir.  Bu kitlphane yaklasik olarak 5-20 kb
arasinda maya genomik DNA fragmanlari igcermektedir ve yuksek miktarda ifadeleme
islemleri icin uygundur. Kutuphane DNA’s| ile transforme olmus hicrelerin bor toleranslarini
Olcmeden 6nce, bos vektdr tasiyan yabani tip hiicreler uygun amino asitlerle desteklenmis
YNB segici ortaminda yetistirilerek blylumeyi sinirlayan bor konsantrasyonu tespit edilmistir.
YNB ortami daha 6nce kullanmis oldugumuz zengin ortamdan (YPD) farkh oldugu igin
hicrelerin YNB ortaminda bor toleranslarinin degisebilecegi duisinulmuistir. Buna gore
yaklasik 80 mM bor varliginda bos vektér tasiyan hiicrelerin biylyemedigi tespit edilmistir.
Daha sonra genomik DNA kitiphanesi ile transforme olmus hicreler 5 gin 100 mM borik
asite maruz birakilmiglardir. 100 mM borik asit varliginda buyuyebilen 30 koloni tespit
edilmistir. Bu koloniler segilerek daha yuksek miktarda borik asit iceren ortamlarda
bayutdlmustar. Segilen bitin maya kolonileri de 200 mM borik asit varliginda buyUyebilmigstir
(Sekil 13).

A B

bor stresinde biiyiiyebilen koloniler

kontrol kontrol

YNB- 0 mM borik asit YNB- 200 mM borik asit

Sekil 13. 200 mM borik asit varliginda biylyebilen genomik DNA kitliphanesi ile transforme
edilmis yabani tip hicreler. A) Bor icermeyen YNB-His kontrol besiyeri B) 200 mM borik asit
iceren YNB-His besiyeri
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3.8. ATRY’in bir bor direnglilik geni olarak tanimlanmasi

200 mM borik asit varhdinda buyuyebilen 30 koloniden ticari bir kit (Zymo, Yeast Plasmid
Prep) yardimi ile plazmit izolasyonu yapilmistir. Daha sonra plazmite 6zgl primerler
kullanilarak plazmitte mevcut olan genlerin sekans analizi yapilmistir. Sekanslama
sonucunda gerceklestirilen BLAST analizleri ile bor direngliligi saglayan genetik materyalin
bitin plazmitlerde ayni oldugu ve bunun da maya Xlll. kromozomuna ait yaklasik 5500 bp
uzunlugunda bir bdlgeden geldigi tespit edilmistir. Geriye kalan transformantlardan elde
edilen plazmitler de PCR yardimiyla genotiplenerek bitlin izolatlarda ayni DNA fragmanin
oldugu tespit edilmistir. Béylece bora karsi direngli 30 maya kolonisinin hepsinde genomik
DNA kitiphanesinden gelen ve ayni genleri iceren fragmanlarin oldugu bulunmustur. Maya
genomu veritabani kullanilarak bu kromozom bdélgesi icerisinde VANT (YML115c¢) ve ATR1
(YML116w) olarak isimlendirilen iki tane gen bulundugu belirlenmistir. Bu genlerden VANT’in
mannan biyosentezinde ve vanadyum toleransinda rol oynadigi (Kanik, 1990; Stolz, 2002);
ATR7in de 3-amino—-1.2.4-triazole ve 4-nitroquinoline-N-oxide direngliliginde rol oynayan bir
“multidrug efflux” pompasi oldugu bilinmektedir (Gbelska, 2006; Kanazawa, 1988). VANT ya
da ATRT7’in hucrelere bor direngliligi saglayip saglamadigini ortaya ¢ikarmak i¢in her 2 gen
de ayr ayri yuksek kopya sayili maya ekspresyon vektdri olan p426GPD’ye klonlanmig ve
yabani tip hiucrelerde ifade edilmislerdir. p426-ATR1 plazmitini ifade eden hicreler giclu bir
bor direngliligi kazanirken p426-VAN1 plazmitinin ifadelenmesi boyle bir etki yaratmamistir
(Sekil 14). Boylece ATR1 geninin bor toleransindan sorumlu bir gen oldugu sonucuna

varimistir.
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Sekil 14. Bos plazmit, ATR1 ve VANT genlerini tagiyan plazmitlerle transforme edilmis
yabani tip maya hucrelerinin farkli konsantrasyonlarda borik asit iceren YNB ortamlarindaki

bor direnclilikleri

ATR7in delesyonunun bor sensitivitesi yaratip yaratmadigini test etmek icin yabani tip ve
atr1A mutanti, kontrol olarak bos plazmit (p426) ve p426-ATR1 ile transforme edildiler ve 225
mM’a kadar farkli konsantrasyonlarda bor iceren ortamlara transfer edildiler. Sekil 15A ve
B’de gdérildugu gibi iki farkl genetik alt yapiya sahip yabani tip hicrelerdeki (W3031-a ve
BY4741) atr1A mutantt 50 mM borik asitin Uzerindeki konsantrasyonlarda blylyemezken
yabani tip hicreler daha ylksek borik asit miktarlarini tolere edebilmislerdir. Ayrica atr1A
mutantlarina ATR1 geni plazmit (p426-ATR1) vasitasiyla geri verildiginde bora karsi direngli
hale gelmiglerdir. atr1A mutantlarinda ATR1 geni ifadelenmesi ve yabani tip hiicrelerde ATR1
geninin asir1 ifadelenmesi; hem Aatr1 mutanti hiicrelere hem de yabani tip hiicrelere 225 mM

borlu ortamda yasayabilecek kadar gui¢li bir direnglilik saglamistir (Sekil 15B).
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Sekil 15. ATR1 geninin bor direncliligi sagladiginin gdsteriimesi. A) W3031-a yabani tip
hicresi ve izogenik atr1A mutantinin YPD besiyerindeki bor toleranslari B) ATR7'in ifade
edildigi yabani tip ve atr1A hicrelerinin belirtilen konsantrasyonlarda borik asit iceren

besiyerlerindeki biylimeleri

Bor toksisitesine direnclilikte ATR7’in genel katkisini belirlemek amaciyla atr1{A mutantinin
bor toleransi bor1A, dur3A ve fps1A mutantlarininkiyle karsilastirilimistir. Bu mutantlar daha
once bor direngliliginde rol oynadidi belirtilen genler yoninden noksandir. 4 mutant da bor
iceren besiyerlerinde buyutilmis ve bor toleranslari karsilastiriimistir. atr1A mutanti bor
muamelesine karsi en hassas olan mutant olarak Sekil 16’da gdsterilmistir. Bu mutantin

blylumesi 50 mM borik asit ile inhibe edilirken diger mutantlar bundan etkilenmemistir.
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Borik asit, mM

Sekil 16. atr1A, bor1A, dur3A ve fps1A mutantlarinin bor toleranslarinin kargilastiriimasi

3.9. ATRY2’in borun hiicre disina atilmasindaki gorevi

ATR1 geni bir bor direnglilik geni olarak bulunduktan sonra bor direngliligini nasil sagladigi
anlamaya calisiimistir. ATR1 ile ilgili 6nceki ¢alismalar Atr1 proteinin bir membran proteini
oldugunu ve efflux pompasi olarak gérev yaptigini gostermektedir. Dolayisi ile Atr1 proteini
hicre icindeki boru hiicre digina pompalayarak bora karsi direncglilik sagliyor olabilir. Bu
hipotezi test etmek igin yabani tip ve atriA mutantinin hicre ici bor konsantrasyonlari
Olgulmustur. Sekil 17°de gosterildigi gibi atr1A hicreleri yabani tipe gére %21 daha fazla bor
icermektedir. ATR7’in ifadelenmesi hucre igi bor konsantrasyonlarini atr1A hicrelerinde %47,
yabani tip hlcrelerde ise %25 oraninda azaltmistir. Boylelikle ATR7 geninin yoklugu borun
hicre icerisinde birikmesine neden olurken, genin ifadelenmesi borun hlicreden atilmasina

onculiuk etmektedir.
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Sekil 17. Yabani tip ve atr1A mutantinin hicre ici bor seviyeleri

3.10. ATR?’in maya stres toleransindaki rolii

AtrT’in birgok substrata karsi genel bir stres tolerans proteini olmasi mimkindir. Bunu test
etmek icin ATR7'in ifadelendigi yabani tip maya hucreleri farkl stres yaratan kosullarda
blyutilmustir. Bu kosullar oksidatif stres (1 mM hidrojen peroksit), tuz stresi (%10 sodyum
klortr), agir metal stresi (10 mM bakir silfat, 350 uM kadmiyum klorir) ve asetik asit stresini
(100 mM asetik asit) icermektedir. Test edilen bu kosullar arasinda ATR1 ifadelenmesi

sadece tuz stresine kargi direnclilik saglamistir (Sekil 18A ve B).
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Sekil 18. ATR1 ifadelenmesinin sagladigi stres toleransi A) Bog plazmit ile transforme

edilmis yabani tip hlcrelerin stres toleranslari B) ATR1 tasiyan plazmit ile transforme edilmis

yabani tip hiicrelerin stres toleranslari

3.11. Bor muamelesine kargi maya hiicrelerinin transkripsiyonel cevaplarinin DNA

mikroarray teknigi ile incelenmesi

Bu deneme igin borlu ve borsuz ortamda yetistirilen maya hicreleri kullaniimigtir. Yabani tip
hicrelerin 20 mM borik asite gdsterdikleri transkripsiyonel degisiklikler incelenmistir. Sonug
olarak mayada mevcut olan 6000 civarindaki genden yaklasik 70 tanesi bor muamelesi
sonucu ifadelenmelerini 3 kat ya da daha fazla degistirmistir. ifadelenmelerinde degisim
gOsteren genler arasinda belirgin bir gruplasma gosteren; biyokimyasal yolaklara ait genler
(transporter genler, transkripsiyon faktorleri, kinaz/fosfataz grubu enzimler, amino asit

metabolizmasinda rol oynayan genler vs.) belirlenmistir (Sekil 19).
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B Elektron transportu ve enerji
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B Sinyal molekiilleri

B Transport

D Transkripsiyon

Sekil 19. Bor ile muamele edilmis hiicrelerde gen ekspresyon analizleri. Borik asite cevaben

ifadelenen genler

ifadelenmesinde degisim gozlenen ve bilinen fonksiyonlu transporter olarak gérev yapan

genlerin listesi Sekil 20°de verilmigtir. Bu transporter genler arasinda en ¢ok artisg (3 katin
Uzerinde) ATR1 geninde gorulmustur. ATRT?’in paraloglari olan YMR279c ve YOR378w
genlerinin ifadelenmesi ise sirasiyla 1,4 ve 1,6 kat indiklenmistir. Ayrica diger yolaklara ait

genlerin isimlerini iceren mikroarray sonuclari da Sekil 21, Sekil 22 ve Sekil 23’de gorilebilir.
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3.2 ATR1

32 ¥MC2
2.6 ¥MC1
26 ESBPS
2.5 DUR3
25 BAP2
24 GIT4
2.4 MCHA
24 TPN4
24 S50
24 YHE4
2.4 AGP3
24 BAP3
23 PHA2
23 OACH
23 AGP
2.2 ¥BT1
22 PHOST
2.1 MUP1
2.1 EMNB1
2.1 QDR3
2.1 VBA2
2 PDR12
2 HXT5
0.5 ACB1
0.5 HXTE
0.5 FUI
0.4 HXT3
0.4 GSP2
0.4 CTR3
0.4 HXT2
0.3 5541
0.2 CTRY
0.2 HXT4

Y¥RL116VW
YBR104WW
Y PROSEWVV
¥YHL125C
YHLO16C
YBROGEC
YCRO9EC
¥DLOS4C
YGL136C
YPLOG2W
YILO23C
YFLOSSW
YDRO46C
YKL188C
YHL120W
YCLO25C
YLLO48C
YCRO3TC
Y GRO55WW
YOL155C
YBRO43C
YBRZ9SW
YPLOSEC
YHROSGC
¥YGROITC
YDR343C
YBLO42C
YDR345C
YOR185C
YLR411W
YMRO11W
YALOOSC
YPR124C
YHRO9ZC

Goklu ilag trans porter pompasa
Mitokondriyel i membran fransporten
Mitokondriyel ig membran transporter
Monokarboksilatlann transportu

(ire ve poliaminler igin transporter
Yiiksek afiniteli ldsin permeaz

Plazma membran penmean
Monokarboksilat permeazlan
Piridloksin (B6 vitamini) transpo rteri
Plazma membran s ffit pompasa
Cinko transporteri

Dilslik afiniteli amino asit permeaz
Amino asit permeaz

Bir ATP baglaywna transporterin alt untesi
Mitokondriyel ig membran transporter
Dusik afiniteli amino asit permeaz
ATP baglaywt kaset fransporteri

Diislik afiniteli inorganik fosfat (Pi)
Yilkzek afiniteli metiyonin permeaz
Endozomal ferrik e nterobaktin frans porteri
Coklu ilag trans porteri

Bazik amino asitler igin permeaz

ATP baglayw kaset (ABC) transporteri
Hekzoz transporter

Agil- CoAestererini trans port eder
Yilksek afiniteli glukoz transporteri
Yilksek afiniteli dridin permeaz

Diiglik afiniteli glukoz trans porten
RHA prozeskemesi ve frans portu
Yiiksek afiniteli bakar transporteri
Yilkzek afiniteli glukoz transporteri
(HL5) yonlendirimis nuklear transport
Yiksek afiniteli bakar transporter
Yilkzek afiniteli glukoz transporteri

Sekil 20. Bor ile muamele edilmis hicrelerde gen ekspresyon analizleri. Bor muamelesi ile

ifadelenmesi artan ya da azalan transporter genler
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LRG4 YHRI1EC Lur[inim b possntaz]

ARGEE  YERGSIWW Aur[indm b posantaz]

Chaz YIR1EC Aur|inin bl possntezi

ARG FOLESSW Aur|inin b posantszi

LRGET YL Lur|indm b possntaz]

LRGT YMRMEIC Aur|inin b possntezi

ETR3 TELISMC Sistein metabolizm 25

BH&1 YJIRMZSC Trptotan metabolizmas

LR YDREZSU Aromatiic zsit b yosantazl

4ROS  YHRIITW  Triptofan, feniistanin va tirozin katabollzmas
ORT1 YOR1C Jur|inin b posantszi

LY &2 YBR115C Lizin b possntez

iTR2 YIR13C Zistein metabolizm 25

HOMZ  YDRISSWW Mitiponin ve treonin biyo ssntszl

2ER3 YEREE1WW Zarin ve glisin biyosantazl

LROT YORIETW Aromatic zsit b yosantazl

LRGZ2 YALAT 1V Lur[inim b posantaz]

LYE YIRAC Lizin b posantez

TRP4 YRI5V Amino asit biposantszinin gansl kontrod sistami
HIZT YBR2EC Histidin biyosantal

LV FIRGIEC Deallanme zincirll aming a5 b possntezl
ARDd YBRZ4SC Aromatl 2zt blyosantazl

ALDS TMRISSC Bata atanin santazl

AEHA YRR145Y Lgpars|in sentetaz

Lz YMR1EY Izpitein va vallin biposantazl

HI&S YILT18W Histidin biyosanta

LY &3 Y¥OL1FIWW Lizin biyosantsz

LELUS YOR1GEW Lisin bdyosantaz

TRPFZ YERSW Triptotan biposantezl

BapF2 YBRESC Lésin, Izodtsin wa valln alinam

ILve FOLMISC Dealianimag zing irll aming 250t b posantszl
LEN YELOC Lisin byossnts

BaP3 YORMEC Sistadn, M sin, Izokiein va valin aknama
LROE TELII Lumine 3 sit blgwntezlnln gansd kontrodl
LY 314 YDREC Lizin bd posantazl

Crai YORMESUW Lur[inim b posantaz]

LR FOLE2SC Asparz|in, glutamin ve dizsr aming asitisrin shnama
TRPS YELE2C Trptofan bijossntazl

LY &n0 YDOL1SZWW Lizin blyosantsz

LARGE YOL 14000 ALur|inin b possntezi

MUP1 TEROSSW Maithponin p=omeaz

LYE1Z2 YILEC Lizin b posantezl

LMY YPLIFIW Maitiponin metabod lzmata

METZZ  YOLIS4C Maitiponin metabod lzmata

M YLR1SW Misttponin metabod lzmas

METE YERMESIC Matiponin metabod lzmata

MHT1 YLLOE2C Mistiponin metabol lzmas

CAR?  YLR4ZZW  Arjinin degredss yonu

oMz YORM2C Matponin bl yosantazl

HOME  YJRISC Mitiponin ve treonin biyo ssntszl

YPR1 YRS 1zodtsin katabolizm e

Sekil 21. ifadelenmelerinde degisim gdzlenen ve amino asit metabolizmasinda rol oynayan
genler

GAT4 YIR013C GATA ailesi ¢cinko parmak motiflerini iceren protein

MET28  YIRD17C Cbf1p-Metdp-Met28p kompleksindeki transkripsiyonel aktivator
5IP4 YJLOBOwW C6 ginko grubu transkripsiyonel aktivatarii

CRF1 YDR223W  Transkripsiyonel korepresor, ribosomal protein genlerinin regulasyonu
PDR23 YLR266C Transkripsiyon faktori

LYS14 YDRO34C Transkripsiyonel aktivatar, lizin biyosentez yolag

GLN3 Y ERO400V Transkripsiyonel aktivatdr, nitrojen katabolit represyonu

HRG1 YDRO43C Transkripsiyonel represdr

RTG3 YBL103C bHLHIZip transkripsiyon faktori

TOS4 YLR183C Transkripsiyon faktdril, feromona yamt ve hilcre ddngiisii
ADR1 YDR216W Karbon kaynag duyan ginko parmak transkripsiyon faktori
EMI2 YDR516C Transkripsiyonel indikleme

HAP4 YKL109W Solunum gen ekspresyonunun global regiilatérii

MTH1 YDR2TTC Glukoza ydnelik sinyal iletiminin negatif regiilatcrii

5TP4 YDLO48C Protein igeren Kruppel-tipi ginko parmak domaini

Sekil 22. ifadelenmelerinde degisim gbzlenen transkripsiyon faktér genleri
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HIS4
PCLS
POS5
KDX1
NRK1
GIP1
5LT2
DUN1
HXK2
PHO11
PHO3
DAKA1
PHOS
HxK1

YCLO3O0C
YHROT1W
YPL188W
YKL161C
YHL129WW
YBRO45C
YHRO3O0C
YDL101C
YGL253W
YAROT1W
YBRO92C
YMLOTOW
YBRO93C
YFROS3C

Fosforibozil-ATP pirofosfataz iceren gok fonksiyonlu enzim
Siklin, siklin iliskili Kinaz Pho85 ile etkilesir
Mitokondriyel MADH Kinaz

Protein Kinaz, Sit2p MAP Kinaz sinyallemesi
Hikotinamid ribozid Kinaz

GlcTp protein fosfatann dilzenleyici alt birimi
Serin/treonin MAP Kinaz

Hilcre dongiisil kontrol noktasa serin-treonin Kinaz
HekzoKinaz izoenzim 2

Baskilayica asit fosfataz

Asit fosfataz

Dihidroksiaseton Kinaz

Baskilayica asit fosfataz

HekzoKinaz izoenzim 1

Sekil 23. ifadelenmelerinde degisim gdzlenen fosfataz ve kinazlar

ATR1 geninin bor muamelesine tepki olarak ifadelendigi ayni zamanda real-time PCR ile

Sekil 24 'deki gibi gosterilmigtir. Buna gére 1 saat 50 mM borik asitle muamele edilen

hicrelerde ATR1 transkriptleri kontrol hicrelerine gore 4 kat daha fazla ekspresyon

gOstermislerdir.

B MW s WM
i

indiiksiyon, kat

|

=

>
X
=

ACT1

0
Borik asit, mM

50

Sekil 24. ATR1 mRNA seviyelerinin real-time PCR analizi (Ust kisim), PCR Urunlerinin %1’lik

TAE-agaroz jeldeki gorinimda (alt kisim). Actin 1 mRNA seviyesi kontrol olarak kullaniimistir.

Bor muamelesine yanitta BOR71 ve FPS1 genlerinin ekspresyonlari degismezken, DURS3

ekspresyonu 2,5 kat artmistir (Sekil 25). Boylelikle ATR7’in bor stresine cevaben ifade edilen

bir gen oldugu ve bor varliginda ATR1 geninin diger bilinen bor transporter genlerine goére

daha fazla artis gosterdigi ortaya gikariimistir.
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Sekil 25. Bor muamelesi ile ATR1, BOR1, DUR3 ve FPS1 genlerinin transkripsiyonel

regulasyonunu gésteren mikroarray sonuglari

3.12. Atr1 proteininin hiicredeki lokalizasyonu

Atr1, 14 transmembran segmenti icerdigi digtnulen bir membran proteinidir (Gbelska,2006).
ATR1 geni kromozomal olarak GFP ile etiketlenmigtir. Daha sonra Atr1-GFP flzyon proteini
konfokal mikroskobu kullanilarak incelenmis ve proteinin, vakuol ile plazma membraninda
yerlestigi bulunmustur (Sekil 26A). Vakuolar lokalizasyonun proteinin pargalanmasindan
kaynaklanmadidini dogrulamak icin ise GFP’ye karg! bir antikor kullanilarak western blot
analizleri yapiimistir. Sekil 26B’de goéruldigu gibi Atr1-GFP flizyon proteinine ait sadece bir

bant vardir, bu da proteinin zarar gérmemis oldugunu gdstermektedir.
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S| Atrl-GFP

Sekil 26. Atr1 lokalizasyonu A) Atr1-GFP proteininin vakuoldeki ve hiicre membranindaki

lokalizasyonu B) Atr1-GFP proteininin western blot analizi
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3.13. ilave amino asit uygulamasinin bor direngliligine etkisi

Mikroarray ¢alismasiyla bor muamelesinin hicrelerde amino asit biyosentezi yapan genlerin
ifadelenmelerini artirdigi tespit edilmistir. Bu sonug ile bor muamelesinin bir sekilde amino
asit kullanimini énlemis olabilecedi ve bu sebepten dolayl da hiicrelerin amino asit agigini
kapatmak icin amino asit sentez genlerini aktive ettigi distintlmustir. Bu hipotezi test etmek
icin farkh borlu ortamlarda buylyen hicrelere normal besiyerinde bulunanin 10 kati kadar
daha fazla amino asit ilavesi yapilmis ve hicrelerin bliyumeleri gézlemlenmigtir. Yuksek
amino asit konsantrasyonlarinin hicrelere bor direncliligi yéniinden bir fayda saglamadigi

bulunmustur.
3.14. ATR1 paraloglarinin analizi

Yapilan biyoinformatik analizler ile S. cerevisiae genomunda ATR1’e benzerlik gosteren iki
tane gen bulunmustur (YMR279c ve YOR378w). Atr1 ve paraloglari pfam07690 domainini
icermekte ve sekanslarinda %70’den daha fazla benzerlik gostermektedirler. Bu benzerlik
YMR279¢ ve YOR378w genlerinin de bor direngliliginde rol oynayabilecegini

disindirmistir. ilgili genlerin ATR7’e karsi alignmentlari Sekil 27°'de verilmistir.

6323520 ATR1 1 A RDNN 16 F] C
6323935 Ymr279%cp 1 g B
6324954 Yor3T8wp 1 . VEC I REgsE L L R g ey O A b

6323520 ATR1
6323935 Ymr279cp
6324954 Yor3T8Bwp

E!Ii?iik

6323520 ATR1
6323935 Ymr279cp
6324954 Yor3TBwp

6323520 ATR1
6323935 Ymr279cp
6324954 Yor3T8wp

6323520 ATR1
6323935 Ymr279%cp
6324954 Yor3T8wp

Sekil 27. Maya ATR1 paraloglarinin ¢oklu sekans uyumu analizi

Belirtilen genlerin bor direngliliginde rol alip almadiklarini kontrol etmek amaciyla bu genlere
ait mutantlarin bora kargi duyarlliklari test edilmigtir. Sekil 28'de goruldugu Gzere ilgili gen
mutantlarinin yabani tip maya hticresiyle kiyaslandiginda bor toleransi agisindan herhangi bir
fark gostermedigi bulunmustur. Bu da ¢ paralog arasinda sadece ATRT’in bor direngliligi

sagladigini gostermektedir.
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Sekil 28. atr1A mutanti ve paraloglarinin bor toleransi bakimindan karsilastiriimasi

Bir sonraki asamada bu genlerin ifade edildigi yabani tip hlicrelerde bora karsi direnglilik olup
olmadigi test edilmistir. Bu amagla bu iki gen klonlanmis ve yabani tip maya hicrelerine
transformasyonlari yapiimistir. Daha sonra da asiri ifadelenmenin yol acgtiyi sonuglari
gbzlemlemek igin farkli konsantrasyonlarda borik asit iceren segici besiyerlerine ekimler
yapilmistir. Sekil 29'da YMR279c¢ geninin yabani tip hicrelerde asiri ifadelenmesinin bu

hicrelere bor direncliligi sagladigi goérilmektedir.

OD 600
o ) o™ (v} o™ o
o 8 8 o 8 8 o 8 8 o 8 8 n 8 8 o 88
oG 3 =] S o N2 89
8 6 b 0006 g d6cdoc doo ooodao oo

PA26-YMR279c ' . 08 00 4
pazg-vorazew [ K R Q 00

0 mM 50 mM 75 mM 100 mM 125 mi 150 mM

Borik asit, mM

Sekil 29. ATR1 paraloglarinin yabani tip hlicrelerde ifadelenmesinin bor toleransina etkisi
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3.15. QDR3 geninin bor toleransina etkisi

Mikroarray analizlerinde ATRT’e ilave olarak QDR3 (YBRO043c) geninin de bora cevaben
transkripsiyonunun iki kat artmasi ve ATR1 ile ayni aileden olmasi nedeni ile QDR3 geninin
bor toleransi yoniinden karakterizasyonu yapilmistir. Bu genin kodladi§i proteinin drug:H*
antiporterlarina ait DHA1 ailesinin bir (yesi oldugu bilinmektedir (Atr1, Drug:H"
antiporterlarina ait DHAZ2 ailesinin bir Uyesidir). QRDR3 geninin de ATR7’e benzer sekilde rol
oynayarak bor toleransi saglayip saglamadidini test etmek igin bu gen klonlanmistir. Daha
sonra qdr3A delesyon mutantindaki ve yabani tip maya hicresinde ifadelenmeleri
gozlenmistir. Ancak Sekil 30’da goruldugu gibi QDR3 geninin agiri ifadelenmesi de,

delesyonu da hiicrelerin bor tolerans seviyelerini degistirmemistir.

WT- p423

Borik asit, mM

Sekil 30. QDR3 delesyonu ve asiri ifadelenmesinin bor toleransina etkisi

3.16. SNQ2 geninin bor toleransina etkisi

Saccharomyces cerevisiae genomu ABC transporteri kodlayan 16 tane gen icermektedir.
SNQ2 geni de bunlardan bir tanesidir. SNQZ2 geni ilk olarak nitroksikinolin oksitlere ve diger
mutajenlere direnclilik gbsteren mutantlarin taramasinda kesfedilmistir (Servos, 1993).
SNQ2 geninin de tipki ATR1 geni gibi plazma membran ABC transporterlarindan olmasi, 4-
Nitrokinolin-N-oksit’e direnclilik saglamasi ve c¢oklu ilag direngliliginde igerilmesinden dolayi

ATRTe benzer hareket edebilecedi diisinilmistir. Oncelikle SNQ2 gen mutantinin zengin

45



besiyerindeki (YPD) bluyume profilleri ¢ikariimistir. Buna gére snq2A mutantinin artan bor
konsantrasyonlarinda biylimesi azalmistir (Sekil 31). Ardindan genin ifadelenmesinin bu
mutantlara saglayacagi bor toleransini arastirabilmek icin SNQ2 geni klonlanmig; yabani tip
ve mutant hucrelerde ifade edilmigtir. Daha sonra ilgili transformantlar farkli
konsantrasyonlarda bor iceren segici besiyerlerinde buyGtiimustar. Ancak $Sekil 32’den
gOzlenebilecedi gibi SNQ2 geninin asiri ifade edilmesi hicrelerin bora karsi direngli hale

gelmesini saglayamamistir.

sngzol K K B X |

0 mM 50 mM 60 mM 70 mM 80 mM 90 mM 100 mM

Borik asit, mM
Sekil 31. atr1A ve snq2A mutantlarinin farkli konsantrasyonlarda borik asit iceren YPD

besiyerlerindeki blylimeleri

BT & & > 0 0 &
WTpAG423-SN@2) = & & 0 B B
PUINYIEAD O » © @ & &

snq2A pAG423-SNQZ. & L B

0 mM 50 mM 75 mM 100 mM

Borik asit, mM

Sekil 32. SNQ2 ifadelenmesinin bor toleransina etkisi

3.17. Diger tiirlerdeki ATR1 homologlarinin analizi

Biyoinformatik ydntemler kullanilarak yapilan analizler sonucunda Fungi, Bacteria ve
Archaea’ da ATR1 homologlarina rastlanirken; hayvanlarda, vaskuler bitkilerde ve alglerde
bulunamamistir (Sekil 33 A,B,C). Okaryotlardaki ATR1 dagilimi mantarlarla sinirli kalmistir.
Bu sonuglara gore; ATR7in prokaryot ve basit dkaryotlardaki bor toleransindan sorumiu

olabilecedi ancak yiksek yapili o©karyotik canlilarin bor detoksifikasyonu igin farkh
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mekanizmalar gelistirmis olabilecedi dusunutlmektedir. Ayni sekilde; bor tasiniminda roli
oldugu ileri sdrilen FPS1, DUR3 ve BORT1 genlerinin de Fungi, Bacteria ve Archaea
domainlerindeki analizleri yapilmistir. FPS1 ve DUR3 homologlari dizensiz bir dagilim

gOstermesine ragmen BOR1 biylk o6lglide 6karyotlarda bulunmaktadir.

Filum Organizmalar ATR1 BOR1 DUR3 FPS1
t! Fungi/Ascomycota/Pezizomycating 5 26 9 13 9
E Fungi/Ascomycota/Schizosaccharomycetes 1 1 1 3 1
Fungi/Ascomycota/Saccharomycoting 9 18 10 7 9
Metaroa/Pseudocoelomata/Nematoda 2 - 13 . 13
Metazoa/CoelomatafArthropoda 4 - 14 1 7
_|: Metazoa/Coelomata/Chordata/Others 3 - 37 - 19
Metazoa/Coelomata/Chordata/Mammals 9 86 1 29
Dictyostelida 1 - 1
Rhodophyta 1 . 3
4'__|: Viridiplantae/Chlorophyta 3 - [ -
ViridiplantaeStreptophyta 2 - 12 2 14
Alveolatafipicomplexa B - . . 3
Kinetoplastida 3 - - 3
Diplormonadida 1 * s * *
Toplam 51 45 192 52 107
Filum Organizmalar ATR1 BOR1 DUR3 FPS1
Alphaprotecbacteria/Rickettsiales 21 - - 3 -
B Alphaproteobacteria/Others 45 5 - 1 12
_:Mphapmtenbaﬂeriifnhlmhlaceu 5 1 - - -
Betaprotebacteria/Other 17 1 3 -
Betaprotebacteria/Neisseriacese 5 - - F]
Betaprotebacteria/Burkholderiaceas 20 8 3 11
Betaprotebacteria/Bordetella 3 2 - 3 -
Gammaproteobacteria/Others 55 [ B 12
Gammaprotecbacteria/Manthomonadaceae 8 - 5 5
Gammaproteobacteria/Pseudomonadaceae 13 & . . 13
Gammaproteobacteria/Vibrionaceae 8 - . . 7
Gammaproteobactenia/Pasteurellaceae 10 - . . 10
Gammaproteobacteria/Enterobacteriales 48 3 . . 28
Epsilonprotecbacteria 19 - . 1
Deltaprotecbacteria 16 - - 1 F]
Fusobacteriale 2 & . . 1
Thermologae 4 = - - 1
Chioroflexi 3 - . . r
Cyanobacteria 28 - - 4 1
Actinobacteria 44 T - - 17
Spirochaetales 9 - - - [
Chlamydiae 11 - - .
Bactercidetes 13 | 1
Chiorobd 3 - 1
FirmicutesClostridia 24 B 1 15
Firmicutes/Mollicutes 17 - - 10
Firmicutes/Lactobacillales 45 7 - - 79
Firmicutes/Bacillales g 13 - 8 28
Toplam 535 131 0 41 264
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Filum Organizmalar ATR1 BOR1 DUR3 FPS1

Manoarchaeota
_l— Crenarchaeota/Sulfolobales
Crenarchaeota/Desulfurococcales
Crenarchaeota/Thermoproteales
Euryarchaeota/Archaeoglobales
Euryarchaeota,/Methanosarcinales
E Euryarchaeota/Halobacteriales
Euryarchaeota/Methanococcales
[ Euryarchaeota/Methanobacteriales
Euryarchaeota/Methanopyrales
Euryarchaeota/Thermococcales
Euryarchaeota,/Thermoplasmales

18 - - 2

o e W B LR b B e
=

Toplam 41 30 0 3 9

Sekil 33. ATRT?in U¢ domaindeki dagilimi A) Bor tasiniminda rol oynayan genlerin
Okaryotlardaki dagilimi B) Bor taginiminda rol oynayan genlerin bakterilerdeki dagihmi C) Bor

tasiniminda rol oynayan genlerin Archaea’deki dagilimi

3.18. ATR1 geninin transkripsiyonel kontrolii

Su ana kadar yaptigimiz ¢alismalar bor muamelesinin ATR1 gen ifadelenmesini ¢ kattan
daha fazla arttirdidini ve ayni zamanda amino asit biyosentezi yapan genlerin de
aktivasyonuna sebep oldugunu géstermistir. Bu konuda GCN4 transkripsiyon faktori 6n
plana ¢ikmaktadir. Gen4 protein seviyeleri amino asit kithginda ve diger kithk ya da stres
yaratan kosullar altinda artmaktadir. Protein sentezi; ekstraselller sinyaller, hlicresel biylime
ve stres kosullarina yanitta ilk olarak translasyon baslangi¢ seviyesinde kontrol edilmektedir.
Bir protein kinaz olan GCN2 de, stres kosullari altinda 6karyotik translasyon baslangic
faktorlerinden elF2nun alfa alt birimini fosfatlamaktadir. Bu mekanizma ¢odu proteinin
translasyonunu genel olarak inhibe ederken, stres ile kontrol edilen bir takim proteinlerin
translasyonunu ise aktive etmektedir. Maya Gcn4 proteini de bunlardan biridir. Borun maya
hicreleri Uzerinde stres yarattigi daha onceki calismalarimizla goésterilmistir. Dolayisiyla,
borun bir sekilde GCN?2 ile etkilesip elF2a’nin fosfatlanmasini sagladigi, bu fosfatlanmanin
da genel translasyonu baskilayip GCN4 translasyonunu aktive ettigini, sonrasinda GCN4‘lin
ATR1 ve aminoasit biyosentez genlerinin aktivasyonunu sagladigi distnilmektedir.

Bunlara ek olarak; ATR171 ekspresyonunun hidrojen peroksit, diamid ve menadion
muameleleri sonucu arttigi bilinmektedir. Bu da YAPT'e bagh bir mekanizmayi
distindirmektedir. YAP1, oksidatif stres yanit genlerinin ekspresyonunu kontrol eden bir

transkripsiyon faktéridur ve ATR1 aktivasyonunda rol almasi muhtemeldir.
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Bu hipotezleri test etmek icin oncelikle ilgili genler bakimindan mutant olan htcrelerin bor
duyarlilik seviyeleri tespit edilmistir. Bunun igin farkli konsantrasyonlarda borik asit iceren
zengin Dbesiyerlerine ekimler yapilarak buyime profilleri takip edilmistir. Sekil 34’de

mutantlarin bora karsi atr1A mutanti kadar duyarli oldugu gorilmektedir.

—r ———w — [ [
0004005 <00: ‘00 O
atriA [ I X ETE ,_
L0006 06
gen2a L L X EAS
gendd LL R B

0mM 50 mM 60 mM 70mM 80 mM 80mM 100 mM

Borik Asit, mM

Sekil 34. Haploid transkripsiyon faktor mutanlarinin bor duyarliliklarinin kargilastiriimasi

Bor varliginda ATR1 ve diger gen ifadelenmelerinin bu transkripsiyon faktorleriyle iligkili olup
olmadigini anlayabilmek icin DNA mikroarray deneyleri yapiimistir ve yabani tip ve gcnZ2A,
gcn4A, yap1A mutantlarinda 20 mM bor muamelesi sonucunda ATR1, amino asit biyosentez
ve transporter genlerinin ifadelenmeleri incelenmistir. Sekil 35’de géruldugu gibi ATR7?’in
ifadelenmesi 0Ozellikle gcn4A mutantinda gerceklesmemektedir. Bu da GCN4'Gn ATRf1
ifadelenmesinde bir roli oldugunu gdstermektedir. Gcn4’in ATR171 disindaki birgok

transporter genin ifadelenmesinde goérev aldi§i da agikga gortlmektedir.
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YMLA16WW Coklu ilag trans portu

YBRA04VY Transport

YPROSEWW Transport

YHL125C Molkekiller ve bivolojik fonksivonu bilinmiyor
YHLO16C Transport

YBROGEC Amino asit transportu

YCRO9EC Molkekil ler ve biyolojik fonksiyvonu bilinmiyor
YDLOS4C Molkekiller ve biyolojik fonksiyonu bilinmiyor
YGL186C Molkekiller ve biyolojik fonksiyonu bilinmiyor
YPLO92W Siilfit transportu

YIL023C Molekiiler fonksiyonu bilinmiyor

YFLOSBWY Genel amino asit permeaz

YDRO4GC Amino asit transportu

YEL188C Transport

YHEL120W Siilfat transport

YCLO25W Amino asit transport

YLLO4EC Transport

YCRO3TC Transport

YGROS5WY Sillfur amino asit transport

YOL158C Ferrik enterobaktin fransport

YBRO43C Molkekil ler ve biyolojik fonksiyvonu bilinmiyor
YBRZ93W Molkekiller ve biyolojik fonksiyonu bilinmiyor
YPLOSEC Transport

YHRO9GC Hekzoz transport

YGRO3TC Yag asit metabolizmas:

YDR343C Hekzoz transport

YBLO42C Transport

YDR345C Hekzoz transport

YOR185C Nuklear ornganizasyon ve biyogenez
YLRA411W Transport

YMRO11W Hekzoz transport

YALOOSC Protein katlanmakln

YPR124W Transport

YHRO92ZC Hekzoz transport

Sekil 35. Bor muamelesi sonucunda transporter genlerinin transkripsiyon faktor
mutantlarinda ifadelenmelerinin mikroarray ile gosteriimesi (Yegil=inhibisyon, siyah=notr,

kirmizi=aktivasyon)

Ayni sekilde ilgili mutantlarda bor muamelesi karsisinda amino asit genlerinin
ifadelenmelerindeki degisikliklere bakildiginda (Sekil 36), aminoasit biyosenteziyle ilgili
genlerin ¢ogunun ifadelenmesi (6zellikle arginin biyosentezinden sorumlu genler) GCN4
transkripsiyon faktori eksikliginde azalmistir. Dolayisi ile Gen4 transkripsiyon faktori hem
ATR7in hem de amino asit sentezi yapan genlerin bor stresi karsisinda asiri ifade edilmesini

saglayan transkripsiyon faktoraddr.
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gcn2i
gcndA
yap1A

-
2

ARGS YMRSEC Acr]inin biposaniszl

ARG5E YERBSEW Ornllin blyosen ezl

CPAZ el H ] bnile Do el

ARGT WIDLGEEW Ar]inin blpossniszl

ARGE2 TJLEEEWW &r]inin bipossniezl

ECH4D YMRD=2C HOore duvan Srgenlzespen u v biposs niezl
ETR2 YOL1E4L Mt yonin blposeniszl

BHAT Y IR2EE BLAD il v somm ezl

ARDZ YIDRDZEN HaniOz billlaeml Y or

AROS YMRAITW Arcmatic amino &sH me abollzmasa
OoRTT YOR 20z MUEIEAT LBnaffTm

L¥Y52 YER11EC Amino x5 bl yocen ezl

STRE YR30 Henlz billaenl 7 or

HOM2 YIDR1EEW Hanhz billknenl ¥ or

SERZ2 YERIETW Barin bilyossniez]

ARDT YDRAZTW Herbz billoenly or

ARGZ YJLOT1IW Drnlen bl posean szl

LYET WIRDEAL Henhz billnenly or

TRP2 TDRIEW Tripliofan by osaniezl

HIST YERZIET Hilsildin bl y o ssnie ]

ILVE YRS Herhz billoenly or

AR YER24BT Henlz billnenl y or

ALDZ YMR1S5C BATS S TSN

AENT YPR14EC Henhz billnenly or

ILV2 TMRICEW Dualisnen Zinolrll amino 258 biy oseniezl
HISS YILT1EW Hilsiidin bl Y o ssnis ]

LYE21 YOLATIW Herhz billoenly or

- DR SEW Efyod o) lk prose s billneml yor
TRP2 YERTAY Tripictsn by ossniezl

BAP2 YERSSEE Amino ssH transport

ILVE YCLEGEE Dualisnem Zinolrll amino 258 biy oseniezl
LELT LR HaniOz billlaeml Y or

BAPZ YIRS Amino 25l transpon

ARDOE ELBNEW Aromatio amino a5 me abollzmasa
LYE14 YIDRD24C Lizin b possniszl

CPRAT WDRIIW Acr]inin biposaniszl

AGPT YELG2EE Amino a5l transport

TRPS YOLo2es Triphctsn bily ossniszl

LYE20 YDLAEEW Herhz billoenly or

ARGE DLW Ornllin blyosen ezl

MUPT YERDEEN EB0NOr semibno &5H trans por
LYE12 WL T Ar]inin bipossniszl

FAMS VFLETIW E0FTr senino asH medas boll omasa
MET22 YOl B0t & s irmills s 0y

SAMT WLR1ENN Mt yoniln mmsdab ol omis sa

METE YERSEC Ml yonln msdab ol omasa
RMHTT WLLSS2E EONOr amibno &sH meda boll Zmasa
CARZ YILRAZEW Heniz billkneml y or

SARM2 VIDRBIBE M=t yonln msiab ol omissa

HOME YJR1Zel Hanlz billaemly or

YPRT WIRESEW Efyod o) lk prose s billneml yor

Sekil 36. Bor muamelesi sonucunda amino asit genlerinin transkripsiyon faktér mutantlarinda

ifadelenmelerinin mikroarray ile gdsterilmesi

Mikroarray sonuglarini kontrol etmek igin benzer sartlar altinda yetistirilen hicrelerdeki ATR1
MRNA seviyeleri real time PCR analizleri ile de incelenmistir (Sekil 37 ). ATR1 geninin bor
stresine cevaben ifade edilen bir gen oldugu daha énceki denemelerimizde gésterilmisti. Bu
analizin sonucunda yabani tip, yap7A ve gcn2A hicrelerinde bor varliginda ATRT mRNA
seviyesinin arttigi, bu artisin gcn4A mutantlarinda gergeklesmedigi tespit edilmistir. Dolayisi

ile real time PCR sonuglari mikroarray sonuglarini desteklemektedir.
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BAaTR1 B: Bor

Z.30

2-00 4

1.50 4

1.00

0.50 4

Normalize edilmis ekspresyon seviyeler

0.00 -

WT  WTig yagld yaplAE gendd genld/B gendd gendd/B

Sekil 37. ATR1 ifadelenme seviyesinin real time PCR ile belirlenmesi

Ayrica GCN2, GCN4 ve YAP1 genleri Gateway klonlama sistemi kullanilarak klonlanmistir.
Bu genlerin asin ifade edilmelerinin ATR71 aktivasyonuna bagl olarak bor direngliligi

saglamasi beklenmistir. Fakat beklenildigi gibi bir sonug elde edilememistir.

3.19. Recombinant Atr1 proteini eldesi

ATR1 ile ilgili yolaklarin ¢alisiimasi i¢in bu proteine karsi gelistiriimis bir antikor ¢ok faydall
olabilir. Bu amagla maya Atr1 proteinini bakteriden elde etmek icin bu gen pet28a vektorine
klonlanmistir ve BL21 hiicre hattinda ifade edilmistir. ifadesini indiklemek icin IPTG
kullanilmistir. Daha sonra hicre ekstraktindan Atr1 proteini 6xHIS afinite kromotografisi ile
elde edilmeye calisiimistir. Ancak Sekil 38 ‘da gorildigu gibi, bakteride elde edilen Atr1
proteini hicre ekstraktinin suda ¢6zinebilir kisminda degil, ¢béziinmeyen proteinleri iceren
pellet kisminda tespit edilmistir. Kendisi 14 transmembran segmenti iceren bir membran
proteini oldugu icin hidrofobisitesi yilksek olup suda ¢dzinmemektedir. Bu durumda bu

proteini hlcre ekstraktindan elde etmek icin ilave c¢alismalar gerekmektedir yada Atr1
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proteinin suda ¢6dzllebilir bir kisminin klonlanip ifade edilmesi ve antikor Uretim islemlerinde

kullaniimasi gerekmektedir..

Indiiklenmemis (bitlin ekstrakt)

Indlklenmis (bitin ekstrakt)
Indliklenmis stipernatant 1

Indliklenmis sipernatant 2

Indliklenmis pellet

—
@
"
~
L
=

ATR1-6HIS

Sekil 38. Atr1 proteininin SDS jelde gdsterilmesi. Atr1 proteini sadece induced Orneklerde

gOzlemlenmektedir.

3.20. Borun protein sentezi lizerindeki etkileri

Bor muamelesi sonucu amino asit sentez genlerinin neden aktive oldugu bilinmemektedir.
Fakat bu grup genlerin normalde hicre igerisinde yuksuz tRNA larin birikmesi sonucu (amino
asit tasimayan tRNA) aktive edildigi bilinmektedir. Kisaca amino asit kithginda tRNA’lara
amino asitler baglanamaz ve bu da Gcn2 proteinini aktif hale getirir. Gen2 bir kinaz olup
baslica iki gorevi vardir; elF2alpha alt Unitesini fosfatlayarak protein sentezinin durmasini ve

translasyonel olarak Gcn4’in aktivasyonunu saglar. Gen4 ise hem Atr1’in hem de amino asit
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sentez genlerinin aktivasyonunu saglar. Eger bu yolak bor stresinde de benzer sekilde
calisiyorsa bor muamelesi elF2alpha proteininin fosfatlanmasina ve protein sentezinin
durmasina neden olmasi beklenir. Bu modeli test etmek i¢in bor stresine mazur kalmis
hicrelerin polizom profilleri incelenmistir ve yeni sentezlenen proteinlere radyoaktif 35-S
isaretli metiyoninin girmesi takip edilmistir. Sekil 39‘da goruldugu gibi sukroz gradient
santrifligasyon ile ayrigtirilan érneklerde bor muamelesinin polizom miktarini (aktif olarak
translasyona ugrayan mRNA larin miktarlarini) azalttigi tespit edilmigtir.

B80S
] |
| | |
| | |
| ' : \
': ‘ polizom II polizom
I | |
I

60| | ARAu \ .
| ,-",I I I |:|5|.",'-'-, I', /I |I n .
(408 [ | VLY “w [ A
l\ n | | .- I. | -.! I ‘., \ | '. | lI A
'\.' 4 J v -."'_ I'-I.HI I'I !'.\_ll II.‘: '! 'al.',_

4 ..\'-\. ‘;\-\.

N S
WT- kontrol

WT-100 mM borik asit

Sekil 39. Yabani tip hiicrelerde bor uygulanmamis ve 100 mM borik asit uygulanmig polizom

profilleri

Benzer sekilde bora maruz kalmis hicrelerde yeni protein sentezinin durumu radyoaktif
metiyoninin yeni sentezlenen proteinlere girmesiyle takip edildiginde protein sentezinin yine

borlu 6érneklerde yavasladigi tespit edilmistir (Sekil 40). Radyogramda borik asitin yeni
protein sentezini yavaglattigi gosterilmektedir.
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Sekil 40. Bor stresine maruz kalmis huicrelerde radyoaktif metiyoninin yeni sentezlenen

proteinlere girmesi

Bir maya protein kinazi olan GCN2; amino asit agliginda transkripsiyonel aktivatér olan
GCN4Un translasyonunu elF2a’y1 fosfatlayarak stimile etmektedir. Amino asit kisitlamasi
olan kosullarda yukstz tRNA’larin miktari artmaktadir. GCN2 kinazinin aktivasyonu igin ise
bu ylksiz tRNA’larin GCNZ2'deki histidil tRNA sentetaz iligkili domaine bagdlanmasi
gerekmektedir. Yine GCNZ2'deki serine 577 (S577) nin fosfatlanmasi GCNZ2'nin yuksliz
tRNA'lara baglanma afinitesini azaltmaktadir. S577, achgin olmadigi durumlarda
foafatlanmaktadir ve  GCN2 kinazini inhibe etmektedir. Ancak S577'deki fosfatlanamayan
alanin mutasyonu (S577A) amino asit kisittamasinin olmadigi durumlarda GCNZ2'nin
tRNA’lari baglamasini arttirarak kismi aktivasyonunu saglamaktadir. Boylelikle GCN4'(in
sentezi artmakta ve genel amino asit kontrol mekanizmasi tarafindan kontrol edilen genlerin
transkripsiyonu azalmaktadir (Garcio- Barrio, 2002; Cherkasova, 2003).

Bor muamelesinin de bu yolagi izleyerek benzer sonuclara neden oldugunu disinmekteyiz.
Bu hipotezi dogrulamak icin polizom profilemesi ve radyoaktif 35-S metabolik

isaretlemelerinin yani sira western blot analizleri yapilmistir. Bu amagcla ilk olarak GCN4
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protein seviyelerinin bor muamelesiyle degisimi incelenmistir. Kromozomal olarak Myc
epitopu ile etiketlenmis GCN4 genini igeren hlicreler zengin besiyerlerinde blyutulip bir saat
bor stresine maruz birakildiktan sonra toplanmistir. SDS-PAGE’de proteinlerin ayristirilip
PVDF membrana transferinden sonra; membran ilgili antikorlarla muamele edilmis ve
VersaDoc Imaging System ile goéruntiler alinmistir. Sekil 41°de Gcen4 proteininin bor

muamelesiyle arttigi gériimektedir.

GCNA-MYC wfl) GHID GENND S &y
PGK St e A o St

.

1M00mM 50mM 40mM 30 mM 20 mM MmM 5mMM GCN4-MYC BY4741
0 mi 0 mM

Borik asit, mM

Sekil 41. GCN4-MYC western blot analizi

GCN4 aktivasyonunun amino asit biyosentez genlerini aktive ederken ATR7 geninin de
aktivasyonuna sebep oldugu fikrinden yola ¢ikilarak Kromozomal GFP etiketli ATR1 protein
seviyeleri western blot ile gézlenmistir. Ayni sekilde Atr1 protein seviyelerinin bor muamelesi

ile arttigr Sekil 42° de gortlmektedir.

ATR1-GFP S0 00 (™ i, e bt o

Pok R S —
b

100 mM 50mM 40mM 30mM 20 mM 10 mM ATR1-GFP WT
0mM 0 mM

Borik asit, mM

Sekil 42. ATR1-GFP western blot analizi
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Bor muamelesi sonucunda elF2a’nin fosfatlanmasinin gergeklesip gerceklesmedigini ve eger
gerceklesiyorsa s6z konusu fosfatlanmanin GCN2 protein kinazi tarafindan yapildigini
anlamak icin ayri bir western blot daha yapiimigtir. Bu denemeye gobre de yabani tip
hicrelerde bor stresiyle birlikte elF2a fosfatlanmasi gézlenirken, gcn2A mutantinda herhangi

bir fosfatlanma gézlenmemistir (Sekil 43).

gch2A WT

IF2a-P
elrea  ———

PGK R TR T .. -

R T

50mM 256mM O mM 50mMM 25mM OmM Rap

Borik asit, mM

Sekil 43. elF20-P igin western blot analizi, Rap; Rapamisin

Gcen2 kinaz normalde amino asit sikintisi durumunda yuksiz tRNA larin m2 domainine
baglanmasi sonucu aktif hale gecer ve elF2a yi fosfatlayarak protein sentezinin durmasina
neden olur. Bor stresinde de benzer bir mekanizmanin var olup olmadigini anlamak igin
gen2A mutanti hicreler m2 domaini ¢ikariltiimis, S577A nokta mutasyonu iceren veya
bunlarin kombinasyonunu iceren GCN2 plazmitleri ile transforme edildiler ve bir saat 50 mM
bora maruz birakildilar. Sonuglara gére m2 domaini olmayan Gcn2, elF2a nin
fosfatlanmasini saglamayamadi (Sekil 44). Buda bor stresinde hiicre iginde ylksiiz tRNA
larin miktarinin arttigini, bu tRNA larin GCN2 nin m2 domainine baglanarak elF2a nin

fosfatlanmasina ve protein sentezinin durmasina neden oldugunu géstermektedir.

WT M2 S577A m2 S577A gcn2A

+ - 4+ -+ -+ -+

elF2a-P

O ————————

Sekil 44. Borun elF2a fosforilasyonundaki etkisinin GCN2'nin tRNA baglama aktivitesine

bagl oldugunun (m2 domainine) western blot analizi ile gdsterilmesi
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4. TARTISMA/SONUG/ ONERILER

Proje kapsaminda, bor toleransinda gerekli genlerin bulunmasi igin Saccharomyces
cerevisiae’nin delesyon mutantlarindan olusan setler kullanilarak batiin genom taranmistir.
Bu analizler ile delesyonu bor direngliligi saglayan 6 gen ve delesyonu hicreleri bora duyarl
hale getiren 21 gen bulunmustur. Buna ilaveten bir maya genomik DNA kitliphanesi borik
asitin yuksek konsantrasyonlarinda maya hdcrelerinin bayumelerini destekleyen genler
yoniinden taranmis ve ATR1 mayada énemli bir bor direnclilik geni olarak bulunmustur. iki
ATR1 paralogu olan YMR279c ve YOR378w bor detoksifikasyonu ile iligkili bulunamamistir.
ATR1In asir ifadelenmesi yabani tip hlicrelere bor direncliligi saglarken, delesyonu bu
direncliligi azaltmistir. Ayrica bor iceren besiyerlerinde bulyutllen atr1A mutantlarindaki hiicre
ici bor konsantrasyonu yabani tip hlicrelerden daha fazla bulunmustur. Ancak ATR?’in ifade
edilmesiyle hicre ici bor seviyeleri dismustir. Tum bunlardan Atr1’in borun hicre disina
atilmasinda goérev aldigini ve hicre igi bor seviyelerini toksik seviyenin altinda tutarak
hlcrelere yardimci oldugu sonucuna varmaktayiz. Daha dnce bulunmus olan ve bor
direncliligi ile iligkilendirilen bor tasiyicilari arasinda, sadece Atr1 en genis filogenetik yayilimi
gOstermektedir. Bor tastyicilarinin  farkh olusumu birbiriyle iligkili olmayan protein
sekanslariyla belirlenmistir. Bu da bor transporterlarinin bor detoksifikasyonundaki rollerinin
birbirinden bagimsiz olarak evrimlestigi fikrini dogurmaktadir. Mikroarray sonuglarimiza gore
bor transporterlari arasinda ifadelenmesi en ¢ok artan ATR1 olmustur. atr1A, bor1A, fps1A,
ve dur3A mutantlarinin bor varliginda buyume profillerini karsilagtirdigimizda sadece ATR1
geninin delesyonu hucreleri asiri duyarli hale getirmistir. Bu da borun elimine edilmesinde
ATR7’in kritik bir dnemi oldugunu 6ne surmektedir. atriA mutantlari bora asiri duyarhlik
gOsterirken, ATR7’in ifadelendigi hiicreler 225 mM borik asit varliginda yasayabilmiglerdir. Bu
konsantrasyon bir dkaryotik canli tarafindan tolere edilebilen bugline kadar gésterilmis en
yiksek bor miktaridir. ATR1 ekspresyonunun bor muamelesiyle ciddi bir sekilde artmasi da,
ATR7in mayada bor toleransiyla fizyolojik olarak alakali bir gen oldugunu gdéstemistir. Hiicre
ici bor miktarinin atr1A mutantinda ylksek olmasi ve ATR1 ifade edilen hiicrelerde disik
bulunmasi, Atr1’in bor trafigini tek yonlt (hicre disina dogru) kontrol ettigini gdstermistir.
ATR1 prokaryot ve disuk okaryotlardaki bir stres tolerans geni olarak gorilebilir, ancak bor
disindaki substrat spekturumu heniiz bulunamamistir. Bu konuda yaptigimiz calisma ile
ATRT7'in ifadelenmesi tuz stresine tolerans kazandirirken, oksidatif, agir metal ve asetik asit
streslerinde boyle bir durum goézlenmemistir. Boylece ATR7’in genel bir stres tolerans geni
olmayabilecedi ancak en az bir substratin detoksifikasyonundan sorumlu oldugu sonucuna
ulasiimistir.

ATR7in transkripsiyonel kontrolinin ayrintilari bilinmemektedir, ancak Gcn4 ve Yap1

transkripsiyon faktorlerinin ATR1 indUksiyonunda rol oynadiklari bilinmektedir (Coleman,
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1997). Yap1 oksidatif strese cevaben ifadelenen genlerin kontrolinden sorumlu bir
transkripsiyon faktérididr. Gend ¢ogunlugu amino asit biyosentez geni olan 500°den fazla
genin ekspresyonunu kontrol eden bir transkripsiyon faktéridir. Gen2 ise bir protein kinazdir
ve stres kosullari altinda elF2a’yi fosfatlamaktadir. elF2a’nin fosfatlanmasi da genel olarak
¢ogu proteinin translasyonunu inhibe ederken, stresle kontrol edilen proteinlerin
translasyonunu aktive etmektedir. Borun maya hicreleri Uzerinde stres vyarattigi
c¢alismalarimizla gésterilmistir. Borun bir sekilde GCNZ2 ile etkilesip elF2a’'nin fosfatlanmasini
sagladigi, bu fosfatlanmanin da genel translasyonu baskilayip GCN4 translasyonunu aktive
ettigi, sonrasinda ise GCN4‘Un ATR1 ve aminoasit biyosentez genlerinin aktivasyonunu
sagladigi denemelerimizde gosterilmistir. Sonu¢ olarak bor hicrelerde protein sentezini

inhibe etmektedir ve bu borun ylksek konsantrasyonlarda toksik olmasinin nedeni olabilir.

Borun bitlin canlilar tarafindan kullaniliyor olmasi sebebiyle bor metabolizmasinda rol
oynayan genlerin filogenetik seviyede benzerlik gostermesi s6z konusudur. Bu anlamda, bir
canli tarinde bor metabolizmasi ile ilgili genlerin tespit edilmesi diger canlilardaki benzer
biyokimyasal basamaklarin tespiti acisindan blyik ©6nem tasimaktadir. Calismamizin
sagladigi sonugclarin ve bilgilerin bitkiler ve hayvanlar aleminde kullanilmasi hem saglhk hem
de zirai acgidan kazancli olacaktir. Mesela, Turkiye'nin bazi bolgelerinde topraktaki bor
oraninin yuksek olmasi nedeniyle zirai Urunler yetistirilememektedir. Boylesi alanlarin
degerlendiriimesi i¢in ylUksek miktarda bor iceren topraklarda yasayabilecek transgenik
bitkilerin Uretilmesi s6z konusu olabilir. Hayvanlar ve insanda ise saglik alaninda borun etkili
oldugu ureme, hormonal regulasyon, kanser olusumu ve barsaklardan bazi minerallerin
emilmesi gibi hususlarda yeni ufuklar acilabilir. Ayrica bor transportunun ve fizyolojisinin
molekller mekanizmalari konusunda ayrintili bir bilgi yoktur. ATR?’in regulasyonu ile ilgili
yaptigimiz calismalar da diger transporter ve metal tolerans metabolizmalarinin

aydinlatilmasina 1sik tutacaktir.
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