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Hiicresel faaliyetlerin gergeklestirilebilmesi igin gesitli metal iyonlar1 gereklidir. Fakat
metal iyonlarmin hiicrelere fazla alinmasi veya toksik metal iyonlarinin hiicreye
taginmasi ¢esitli hiicresel faaliyetleri engelleyebilir, cesitli sitotoksik ve bazi genotoksik
etkiler de gosterebilir. Bu arastirmada bakir, demir, ¢inko ve magnezyum iyonlarinin S.
cerevisiae hiicrelerinde hiicre dongiisiine etkileri ve GPD1 geni transkripsiyonuna
etkileri incelendi. Metal iyonlar1 ¢oziiniir bilesikler olarak letal seviyenin altinda olan
konsantrasyonlarda maya kiiltiirlerinin tireme ortamina ilave edildi. Bu arastirmada elde
edilen sonuglar bakir ve kalsiyum iyonlarmin GPD1 geni transkripsiyonunu
baskiladigin1 gostermektedir. Bu metal iyonlarinin glukoz repres sartlarda GPD1
transkripsiyonunda yaklasik %30 kadar azalmaya neden oldugu tayin edildi. Buna
karsin, magnezyum ve demir iyonlarinin ise GPD1 transkripsiyonunu diisiik seviyede
aktive ettigi belirlendi. GPD1 geni transkripsiyonunun metal iyonlari ile kontroliinde
stres ile aktive edilen transkripsiyon faktorler: olan Msn2p ve Yaplp’nin herhangi bir
islevi olmadig1 da gosterildi. Msn2p’nin GPD1 transkripsiyonu i¢in normal sartlarda
gerekli oldugu, stres yaniti icin ise gerekli olmadigi tayin edildi. GPD1’in metal stresi
ile kontrolii i¢cin ¢ok fonksiyonlu ve genel bir protein kinaz olan Snflp’nin gerekli
oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Biyometal, Hiicre dongiisii, Maya, Transkripsiyon.
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF BIOMETAL IONS ON THE
TRANSCRIPTION OF GPD1 GENE AND CELL CYCLE
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Supervisor: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Various metal ions are required to perform cellular activities. However, excessive
absorption of metal ions into cells or the transport of toxic metal ions into the cell can
interfere with various cellular activities, and may exhibit various cytotoxic and some
genotoxic effects. In this study, the effects of copper, iron, zinc and magnesium ions on
cell cycle in S. cerevisiae cells and their effects on GPD1 gene transcription were
investigated. Metal ions as soluble compounds to the growth medium of the yeast
cultures at concentrations below the toxic levels were added. The results obtained in this
research show that copper and calcium ions represses GPD1 gene transcription. It was
determined that these metal ions caused approximately 30% repression in GPD1
transcription under glucose repression conditions. In contrast, magnesium and iron ions
were found to activate GPDL1 transcription at a low level. It has also been shown that
stress-activated transcription factors Msn2p and Yaplp have no function in the control
of GPD1 gene transcription with metal ions. It was determined that Msn2p was required
for GPD1 transcription under normal conditions and not for stress response. It was
determined that Snflp, a multifunctional and general protein kinase, is required for the
control of GPD1 with metal stress.

Key words: Biometals, Cell cycle, Transcription, Yeast.

2021, X1 + 47 pages

Vi



TESEKKUR

Basta, yiiksek lisans egitimim boyunca yardimlar1 i¢in danigmanim ve bolim
baskanimiz Prof. Dr. Sezai Tiirkel’e ve laboratuvar ¢alismalarimda bana yardimc1 olan
degerli yiiksek lisans arkadasim Gozde Arslan’a tesekkiir ederim.

Bu tez arastirmasinda kullandigimiz GPD1-LacZ gen fiizyonu vektoriinii saglayan
degerli bilim insan1 Prof. Dr. Stefan Hohmann’a (University of Goetburg Sweeden)
sonsuz tesekkiilerimi sunarim.

Ayrica, tez ¢alismalarimda 6nemli bir yeri olan S. cerevisiae hiicrelerinin mikroskop

goriintiilerinin alinmasinda teknik yardimlari i¢in Prof. Dr. Sevcan Celenk ve onun
yiiksek lisans 6grencilerine tesekkiirlerimi

Giinay IBRAHIMOVA
12/02 /2021

Vil



ICINDEKILER

Sayfa
OZET oottt bbbttt %
ABSTRACT <. bbbttt b ettt Vi
TESEKKUR .....coititiiiiiteiisiie sttt sss st vii
ICINDEKILER ....covviitcteeieeeccte ettt ettt en ettt es st an st viii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI......ccccooiiiiiiiiiescsseee e IX
SEKILLERIN DIZINT ..ottt Xi
CIZELGELER DIZINT ..ottt Xii
L GERIS oottt ettt 1
2. KAYNAK OZETLERI .....coooiiiiiiiiiiiiccis s 2
2. 1. Saccharomyces cerevisiae’ nin Genom Yapisi ve Hiicresel Ozelliklefi.................... 2
2. 2. Biyometal Iyonlar1 ve Hiicresel Onemi.............ccoevvreveiireriiierensssersnsssseesesss s 7
2. 3. Metal Iyonlarinin S. cerevisiag’da EtKileri ........cccovevevvierercreriiereseseesese e 8
2. 4. GPD1 Geni Yapisal OZelliKIEri............cocveiiiiiiieeieeceie e, 11
3. MATERYAL V& YONTEM.....cooiiiiiiiiiieiieinsiesissss s 15
3. 1. Arastirmada Kullanilan Maya Suslar1 ve Ureme Kosullart ...........ccccccevvevrvcnnnnan. 15
3. 2. GPD1-LacZ Raportdr Vektoriiniin Yapist Ve Transformasyonu ..........c.cceceveveneee 16
3. 3. S. cerevisiae Transformantlarina Biyometal Stresi Uygulamasi...........c..ccccoveuennen. 18
3. 4. GPD1-LacZ Gen Fiizyonundan Promotor AKtivitesi Tayini.........ccccoveverenirnnnns 18
3. 5. Biyometal Iyon Stresinin Hiicre Fenotipi ve Uremesine Etkilerinin Tayini........... 19
4, BULGULAR ..ottt bbbttt ettt bbb ane s 21
4. 1. Farkli Biyometal Iyonlarmin GPD1 Transkripsiyonuna EtKileri............................ 21
4. 2. Msn2p’nin Biyometal Stresinde GPD1 Transkripsiyonuna Etkileri ...................... 23
4. 3. Hoglp ve Hotlp’nin Biyometal Stresinde GPD1 Transkripsiyonuna Etkileri....... 25
4. 4. Aftlp’nin Biyometal Stresinde GPD1 Transkripsiyonuna Etkileri ........................ 26
4.5. Yap5p’nin Biyometal Stresinde GPD1 Transkripsiyonuna Etkileri....................... 27
4. 6. Biyometal Iyonlar1 Stresinin Hiicre Fenotipine ve Uremeye Etkileri..................... 28
5. TARTISMA V€ SONUC ......ooiiiiiiitiiiiiti sttt 33
KAYNAKLAR DIZINT ..ot 37
EILER L.t 41
Ek 1. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi ...........ccooerireniiinisiiieieese e 42
Ek 2. B- Galaktozidaz Aktivitesi Hesaplanmasi...........ccooererieiienciinenencesc e 45
Ek 3. Metal Iyon Cozeltilerinin Hazirlanmas! .............ccceveverriireverereisiccesiesesseee s 46
(046 1)1 1 15T 47

viii



Simgeler
Ca++
Fe**
Cu++

o

B
A

1g
uL
um
°C
%

Kisaltmalar

ATP
cDNA
Dk
DNA
DR
GPD1
Gpdlp
GRAS
HOG
Kbp
LacZ
LiOAc
Leu

M
MAT
Mbg¢
mg
mm
mL
mM
MmRNA
oD
ONPG
ORF
PEG
pH
PKA
R

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Aciklama
Kalsiyum 2" iyonu
Demir 2" iyonu
Bakir 27 iyonu

Alfa

Beta

Delta, delesyon
Mikrogram
Mikrolitre
Mikrometre
Santigrat derece
Yiizde

Aciklama

Adenosin trifosfat

kopya DNA, komplementer DNA
Dakika

Deoksiriboniikleik asit

Glukoz baskisi altinda olmayan, (Derepressed)
Gliserol 3-Fosfat Dehidrogenaz-1 geni

Gliserol 3-Fosfat Dehidrogenaz-1 proteini/enzimi
Generally Recognized as Safe, Genellikle Giivenli Organizma

High Osmolarity Glycerol response

Kilo baz gifti

Beta—Galactozidaz geni

Lityum asetat kisa sembolii

Losin

Molar

Mating type, S. cerevisiae’da eslesme tipi
Mega baz ¢ifti

Miligram

Milimetre

Mililitre

Milimolar

Mesajci1 riboniikleik asit

Optical Density

Orto Nitro Phenyl Galactoside

Open Reading Frame (Ag¢ik okuma Penceresi)
Polyetilen glikol

Hidrojen iyonu konsantrasyonu

Protein Kinaz A

Glukoz baskilamas1 (Repressed)



RNA
RPM

S. cerevisiae
SC- Ura
SGD
SDS
SOD
SNF
tRNA
URA
yAP
YEp
YPK
YNB
YPD

Riboniikleik Asit

Rotation per minute
Saccharomyces cerevisiae

Urasil icermeyen sentetik tam {ireme ortami
Saccharomyces Genome Database
Sodyum dodesil siilfat

Stiperoksit dismutaz

Sucrose non-fermenting

Tasiyict RNA

Uracil

Yeast Aktivator Protein

Yeast Epizomal plazmit

Yeast Protein Kinase

Yeast Nitrogen Base

Yeast extract Pepton Dextrose



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.

Sekil 2.4.
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.

SEKILLERIN DiZiNi

........ Sayfa

S. cerevisiae’nin yasam dONGUSU...........ceevveeveereerieeieieereeee e seeseeens 6

S. cerevisiae’da hiicre dongiisti asamalar1 morfolojileri...................... 6

GPD1 geni transkripsiyonuna etki eden bazi transkripsiyon faktorleri. 14
S. cerevisiae’da gliserol biyosentezi yolagi ve Gpd1’in islevi............... 14
Sodyum stresinin farkli maya suslarinin iiremesine etkileri................. 29
Kalsiyum ve demir stresinin farklt maya suslarinda tiremeye etkileri... 29
Farkli maya suslarinda bakir stresinin iremeye etkileri....................... 30
Kalsiyumun yaban tip hiicrede morfolojik etkisi..........cccoerrervrineenn.. 31
Bakir ve demir iyon stresinin yaban tip hiicrede morfolojik etkisi....... 32

Xi



Cizelge 2.1.
Cizelge 3.1.
Cizelge 4.1.
Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.
Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.
Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.

CIZELGELER DIiZiNi

...... Sayfa

S. cerevisiae filogenetik siiflandirilmasi..........ccccccevveevviceiveiecnnenn, 2
Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslari ve 6zellikleri...............16
Farkl1 biyometal iyonlarinin repres sartlarda GPD1’de

transkripSiyona etkileri...... ..o 22
Farkl1 biyometal iyonlarinin derepres sartlarda GPD1’de
transkripsiyona etkileri...... ... 22
Ikili metal iyon stresinin GPD1’de transkripsiyona etkileri........... 23
Msn2p’nin biyometal iyonu stresinde GPD1’de transkripsiyona
BEKIIETT. ot 24
Hoglp sinyal iletim yolaginin biyometal iyonu stresinde GPD1’de
transkripsiyona etkileri...........ccccovviieii i 24
Transkripsiyon faktorii Aftl’in biyometal iyonu stresinde

GPD1’de transkripsiyona etkileri..........c.ccovevveenviiciinciieiiee e 27
Transkripsiyon faktorii yAPSp’nin biyometal iyonu stresinde
GPD1’de transkripsiyona etkileri..........ccooceenieriiieniinieenieei e 28

Xii



1. GIRIS

Biyometaller biitiin hiicrelerde bulunan ve 6nemli hiicresel islevleri olan metallerdir. Bu
metal iyonlarindan ozellikle demir, bakir, ¢inko ve magnezyum gesitli yapisal ve
diizenleyici proteinlerin yapilarinda bulunur. Ayrica gen isleyisinin kontrolii ve
enzimatik aktivitelerin diizenlenmesi gibi 6nemli islevleri olan temel elementlerdir. Bu
metal iyonlarmin hiicreye girisi ve hiicre i¢i konsantrasyonlar: toksik seviyede
olmayacak sekilde ayrica kontrol edilir, normal sartlarda da hiicre i¢inde hiicresel
faaliyetleri engelleyecek seviyede birikmez. Biyometalleden demir Fe2* ve Fe3" olarak
hiicreye taginir metalloenzimlerin yapisinda bulunur. Demir iyonlar1 ayrica elektron
tasima zincirinde Sitokromlarin yapisinda bulunarak Okaryotlarda mitokondriyel
faaliyetlerin yiiriitiilmesi i¢in gereklidir. Bakir iyonlar1 ise bazi metalloproteinlerin
yapisinda bulunmakla birlikte demir iyonlarmin hiicreye alinmasi ve depolanmasinda
islevi bulunan bir biyoelementtir. Cinko; &zellikle bazi transkripsiyon faktorlerinin
yapisal ve isglevsel biitiinliigii igin gereklidir. Bu arastirmada GPD1 geninde segilen
biyometallere yanit olarak genin transkripsiyonel kontroliinde nasil bir degisiklik
olacag: incelendi. GPD1 geni NAD+ bagimlh gliserol 3-fosfat dehidrogenaz enzimini
kodlar. Bu enzimin aktivitesi, sitoplazmik NADH/NAD® dengesinin (redoks
dengesi=redox balance) saglanmasi ve dolayisiyla metabolizmanin devamliligi igin
mutlaka gereklidir. Ayrica bu enzim faaliyeti sonucu sentezlenen gliserol de hem
membran lipidlerinin sentezi hem de ozmotik strese dayaniklilik igin gereklidir. GPD1
geni transkripsiyonunun fermentatif ve oksidatif tireme kosullarinda metal iyonlarindan
nasil etkilendigi bilinmemektedir. Okaryotik hiicrelerin béoliinerek ¢ogalmasi da
cevresel, hiicresel sinyallere ve hiicrenin metabolik durumuna goére kontrol
edilmektedir. Arastirmamizda bazi biyometal iyonlarmin sub-letal seviyede bulunmasi
durumunda hiicre dongiisiine etkileri de asenkronize S. cerevisiae Kkiiltiirlerinde

incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Saccharomyces cerevisiae’min Genom Yapisi ve Hiicresel Ozellikleri

Saccharomyces cerevisiae antik caglardan bugiine ekmek, bira vb. yapiminda kullanilan
bir maya mantari tiiriidiir. Saccharomyces cerevisiae’nin milattan 6nce 6000 yillarinda
Stimer ve Babil de fermente icecek yapiminda, musirda ise ekmek mayalamada
kullanildigina iliskin yazili kayitlar vardir (Feldman 2012). Daha sonra S. cerevisiae’nin
fermentasyonla olan iligkisi 1835°de tanimlanmigtir ve ilk kez hiicre lizat1 kullanilarak
in-vitro olarak sekerden etanol ve karbondioksit iretilebildigi de S. cerevisiae’'da
gosterilmistir. Bu maya tiiriine Saccharomyces cerevisiae adi 1837’de Meyen tarafindan

verilmistir.

Endiistride yaygin olarak kullanildigindan giiniimiizde halen 6nemini siirdiirmektedir.
Ekmek yapimi, igecek iiretimi, yemek atiklari isleme ve gida maddeleri iiretimi gibi
endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir. Saccharomyces cerevisiae tiiriiniin filogenetik

smiflandirilmasi ise asagida verildigi sekildedir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. S. cerevisiae filogenetik siniflandirilmasi.

Taksonomik Grup Grup/kategori Adi

Sube Ascomycota

Siif Saccharomycetes

Takim Saccharomycetales
Familya Saccharomycetacae

Cins Saccharomyces

Tiir Saccharomyces cerevisiae




S. cerevisiae’nin hiicresel yapisi ise kiiresel sekilli, hiicre ¢apt ~5-10 pm olan dkaryotik
bir mikroorganizmadir (Goffeau ve ark. 1996). S. cerevisiae tomurcuklanarak iirer.
Tomurcuklanma 0©karyotlardaki mitoz boliinmeyle Ozdestir. Ancak oOkaryotlardaki
mitozdan farkli olarak S. cerevisiae’da boliinme sirasinda niikleus zar1 kaybolmaz. Buna
kapali mitoz denir (Feldman 2012). Hiicre dongiisiinii kontrol eden genetik faktorler
olan siklinler ilk 6nce CDC (cell Division Cycle) genleri olarak S. cerevisiae’da tayin
edilmistir (Hartwell 1973).

S. cerevisiae okaryotik mikroorganizmalar igerisinde belki de bilimsel anlamda en ¢ok
calisilmig olanidir. Tek hiicreli 6karyotik bir mikroorganizma olmasi, insan hiicreleriyle
birgok yonden benzerlik tasimasi, kolayca kiiltire edilebilmesi, kisa siirede
¢ogalabilmesi, mayoz boéliinme gegirebilmesi, homolog rekombinasyon, gen delesyonu
gibi manipiilasyonlara uygun oldugundan rekombinant uygulamalara agik olmasi, ¢cok
uzun yillardir biliniyor ve kullaniliyor olmasi, tizerinde bircok ¢alisma yapilip,
karakteristiklerinin ve genomunun iyi biliniyor olmasi, bunun baslica sebeplerindendir
(Goffeau ve ark. 1996). Model organizma olarak bu tiir 6zelliklerinden dolayr S.

cerevisiae 21. yiizyilin organizmasi olarak da tanimlanmistir (Botstein ve Fink 2011).

S. cerevisiae ile yapilmis olan ¢alismalar sayesinde, 6karyot hiicre fizyolojisi ve genetik
mekanizmalar tizerine ¢ok degerli bilimsel bilgiler literatiire kazandirilmigtir. Tim
genom sekanslama ile genomu dizilenen ilk Okaryotik organizma Saccharomyces
cerevisiae olmustur (Feldman 2012, Goffeau ve ark. 1996). S. cerevisiae genom dizilimi
bilgisi 24 Nisan 1996 yilinda kamu erisimine agilmigtir (Goffeau ve ark. 1996). O
giinden beri, S. cerevisiae veri bankasinda (SGD: Saccharomyces Genome Database)
diizenli olarak giincellemeler yapilmaktadir (Anonim 2020a). SGD igerigi ve veri
bankasi olarak yapisiyla genomik caligmalara da ornek teskil etmistir. Giinlimiizde
birgok organizmaya ait genom veri tabanlarinin SGD 6rneginden hareketle hazirlandigi

bilinmektedir.

S. cerevisiae genomunda protein kodlayan yaklasik 6000 gen bulunur. Tiim genom ~12
MB biiyiikligiindedir. Bunlardan yaklasik 2000 tanesinin fonksiyonu tanimlanmamustir,

“orphan genes” olarak bilinmektedir. S. cerevisiae genomunda protein kodlanan agik



okuma cerceveleri de (ORF: Open Reading Frame) tespit edilerek genomik DNA
dizilimleri belirlenmistir. Bu agik okuma ¢ergeveleri yani ORF bdlgeleri farkli
aminoasit uzunluklarinda olabilmektedir (Anonim 2020a). Haploid S. cerevisea’'da
biitiin sekanslar1 bilinen 16 kromozom vardir. Genon biiyiikliigi ise 12x10° baz ¢ifti
kadardir. Yalniz ribozomal DNA tekrarlarinin bulundugu XII kromozomda bu
DNA’larin tekrar sayis1 maya suslarinda degiskenlik gostermektedir (Feldman 2012).

S. cerevisiae hiicreleri glukozu, glikoliz yoluyla ii¢ karbonlu piiriivat molekiiliine
pargalar. Ortamda yeterli miktarda oksijenin bulunmadigi durumda piriivat asetaldehit
tizerinden etanole diinistiiriilir. Bu metabolik yolagin sonucunda bir molekiil
glukozdan iki molekiil etanol iiretirler (Feldman 2012). Ortamda oksijen yeterli
miktarda bulunuyorsa, piruvat, AsetilCoa iizerinden Krebs Dongiisiine girebilir ve
yiiksek enerji elde edilir. Bu yoniiyle S. cerevisiae, fakiiltatif anaerobdur. Bu sekilde
aerob etkinlik sonucu, maya hiicreleri daha fazla enerji tretirler ve hizli bir sekilde
cogalirlar. Maya biyokiitlesi elde edilmek istendigi zaman, aerobik metabolizmayi
kullanmas1 tesvik edilir. Ancak, bira, ekmek iretimi vb. islemleri ilgilendiren, S.
cerevisiae 'min endiistriyel etkinligi, biiyiik oranda anaerob metabolik yolu kullanarak

fermentatif etkinlik gostermesinden ileri gelir.

S. cerevisiae hiicreleri, diger bir¢ok fungal organizma gibi, kendilerine has bir yasam
dongiisii  gosterirler ve vegetatif olarak boliinebildikleri gibi, eseyli olarak da
cogalabilirler. Aslinda, cogunlukla g¢evresel kosullar bu hiicrelerin hangi metot ile
cogalacaklarmi tayin eder. S. cerevisiae hiicrelerinin eseysiz olarak {iremesi
tomurcuklanmayla, eseyli olarak tiremesi sporla olur. S. cerevisiae diploid ya da haploid
olarak yasamina devam edebilir (Feldman 2012). Sporulasyon sadece dipliod hiicrelerde
gorliniir, haploid S. cerevisiae hiicreleri spor olusturmaz. Ayrica, azot acgligi gibi stres
kosullarinda S. cerevisiae hiicreleri mitotik olarak boliindiikten sonra birbirine bagli kalarak
psodohif olarak tanimlanan yapiy1 da olustururlar (Gimeno ve ark. 1993) Tomurcuklanma
islemi sirasinda, ana hiicrenin cekirdegi boliinlir ve kendisini yeni hiicreye dogru
konumlandirir. Tomurcuk siirekli biiylir ve tamamen olgunlastifinda, ana hiicreden
ayrilabilir ve bagimsiz bir hiicre olarak islev gorebilir (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2). S.

cerevisiae’da hiicre dongiisii asamalarini 151k mikroskobu ile ayirt etmek de miimkiindiir



(Sekil 2.2). Gl asamasindaki hiicreler hi¢ tomurcuk icermez. S fazinda ise
tomurcuklanma baglar. G2 asamasinda yavru hiicreyi olusturacak tomurcuk ana
hiicrenin yaklasik yaris1 kadardir. Mitoz sonundaki maya hiicrelerinde ise yavru hiicre

blytikligl yaklasik olarak ana hiicre kadardir (Sekil 2.2).
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2.2. Biyometal Iyonlar1 ve Hiicresel Onemi

Biitiin canli organizmalar biliylime, gelisme ve metabolik kontrolleri igin g¢esitli
biyometallere ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle canli organizmalar bulunduklar1 ortamlardan
cesitli tasima mekanizmalar1 ile hiicre igine ihtiyaclart oldugu kadar biyometal
iyonlarini alirlar. Ancak biyolojik sistemlerde bulunan biyometaller iyonlasmis sekilde
pozitif veya negatif yliklii olarak bulunur. Bu nedenle biyometal iyonlarinin hiicre igine
tasinmasi ve hiicrede farkli biyolojik olaylar i¢in kullanimi siki diizenleme gerektirir
(Cyert ve ark. 2013). Biyometal iyonlar1 hiicre i¢i pH kontroliinde, sinyal iletiminde ve
cesitli enzimatik reaksiyonlarda ko-faktdr olarak kullanilirlar. Insanda biyometal
iyonlarinin diizensiz olarak hiicrede bulunmasi veya eksikliginin c¢esitli metabolik
hastaliklara yol ac¢tig1 da bilinmektedir (Pokusa ve Trancikova 2017). Canli sistemleri
icin ¢ok sayida metal iyonu cesitli metabolik faaliyetler i¢in gerekmektedir. Ancak
dogada bulunan minerallerden magnezyum (Mg2"), ¢inko (Zn2%), sodyum (Na%),
potasyum (K*) demir (Fe2*), ve bakir (Cu2®) birgok metabolik olayin kontroliinde
merkezi islevi oldugu bulunmustur. Bu nedenle bu tiir metal iyonlarina biyolojik

sistemlerdeki Onemleri dolayisiyla biyometal iyonlari denir. Biyometal iyonlar

enzimlerde kofaktor olarak yer aldiklarinda enzim-substrat etkilesiminin saglanmasinda
da onemli islev goriirler. Katalaz ve peroksidaz demir, sitokrom oksidaz bakir, ve
karbonik anhidraz ise c¢inko igeren Onemli metallo enzimlerdir. Cinko ayrica
transkripsiyon faktorlerinin yapisinda da yer alir ve bu proteinlerde ¢inko parmak yapisi

(zinc finger) olusumuna neden olur (Brown 2013).

Demir bir¢ok enzim yapisinda bulunmakla birlikte 6zellikle 6karyotlarda mitokondride
elektron tasima zincirindeki islevi dolayisiyla hiicre igine kontrollii olarak tasinmasi
gerekir. Mitokondride oksidatif solunumda demir-siilfiir kompleksi olarak bulunan
demir farkli canlilarda farkli sekillerde depolanir. insanda basta karaciger olmak iizere
ferritin ve hemosiderin olarak depolanir. Ayrica hemoglobin yapisinda heme kompleksi
olarak bulunur (Nelson ve Cox 2013). S. cerevisiae’da ise demir mitokondiryel islevine
ek olarak ko-faktor olarak da kullanilir ve vokuolde depolanir. S. cerevisiae’da demir

taginimi bakir iyonlarina baglidir (Cyert ve Philpott 2013).



Sodyum potasyum ise hiicrelerde elektrolit dengesini korumak i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Canlilarda su dengesi dokularda ve viicut sivilarinda asit-baz dengesinin korunmasi
hiicre zarinda bulunan sodyum potasyum pompalari araciligi ile saglanir. Potasyumun
hiicre i¢i dengesi aynm1 zamanda insanda kardiovaskiiler fonksiyon ve sinir iletisinin
normal olarak gergeklesmesi i¢in gereklidir. Hiicrelerde sodyum potasyum dengesi

ATPaz olan membran transport sistemlerince saglanir (Nelson ve Cox 2013).

Kalsiyum diger énemli bir biyometaldir. Okaryotlarda ¢ok fonksiyonlu bir biyometal
iyonu olup hem yapisal olarak ve hem de sinyal aktive edici iyon olarak islevleri vardir.
Kalsiyum-kalmodulin sinyal yolagi hem maya hiicrelerinde hem de insanda molekiiler
bilesenleri iyi aydinlatilmis bir sinyal yolagidir. Kalsiyum iyonlar1 kalmoduline
baglanarak kalsiyum kalmodulin yolagini aktive ederler. Bu yolak tarafindan apoptoz,
T-hiicre aktivasyonu, insanda hafiza olusumu gibi ¢ok ¢esitli biyolojik siire¢ler kondrol
edilir. Kalsiyum kalmodulin yolagi biitiin Okaryotlarda korunmustur ve o6zellikle S.
cerevisia’da bu sinyal yolagi bilesenleri transkriptom seviyesinde oldukga iyi
aydinlatilmistir (Cyert ve Philpott 2013, Goldman ve ark. 2014, Theves 2014).

2.3. Biyometal Iyonlarimn S. cerevisiae’da Etkileri

Biyometal iyonlarimim farkli gen ifadelerine etkileri S. cerevisiae’da olduk¢a ayrintili
olarak incelenmistir. S. cerevisia’da yapilan bir transkriptom c¢aligmasinda bu
organizmadaki genlerin en az %22’sinin transkripsiyon seviyesinde arastirmada
uygulanan metal iyonlarina yanit olarak en az 2 kat degisiklik oldugu bulunmustur (Jin
ve ark. 2008). Farkli metal iyonlarmim S. cerevisiae’da farkli mekanizmalar ile hiicre
icine tasindigi bilinmektedir (Wysocki ve Tamas 2010, Cyert ve Philpott 2013). Bu
arastirmada incelenecek olan biyometal iyonlarinin S. cerevisiae i¢in metabolik 6nemi

ve hiicre i¢ine tasinma, transport mekanizmalar1 asagida 6zetlenmistir.

Metal iyon stresine yanit olarak S. cerevisiae’da aktive edilen diger bir genetik yolak ise
genel stres sinyal yolagidir. Bu sinyal yolagi ile aktive edilen transkripsiyon faktorleri
olan Msn2p ve Msndp (Msn2/4) hedef genlerin aktivasyonunu saglaylp maya

hiicrelerinin strese tolerans gostermelerini saglar. Toksik metal iyon stresine yanit



olarak aktive edilen diger transkripsiyon faktorii ise yAP (Yeast Activator Protein)
grubu transkripsiyon faktorleridir (Morano ve ark. 2012). Transkripsiyon faktorii
Msn2/4 kontrol ettigi genlerin promotor bolgesinde strese yanit olarak Stres yanit
elementi (Stres response element: STRE) olarak bilinen sekansa baglanir. Bu DNA
sekans1 (5’-CCCT-3") olup Msn2/4 ile kontrol edilen biitin promotorlarda
bulunmaktadir (Martinez-Pastor ve ark. 1996). yAP grubu transkripsiyon faktorlerinin
baglandigi DNA dizileri de bilinmekte olup yAP faktoriine gore degisiklik
gosterebilmektedir. S. cerevisiae’da ¢ok sayida yAP grubu transkripsiyon faktorii vardir
(YAP1-yAP8)( Fernandez ve ark. 1997). Bu faktorlerden bazilar aktivator, bazilari ise
represordiir. Bunlardan yAP5’in demir stresine yanit olarak aktive edilip hedef genlerin
trasnkripsiyonlarini aktive ettigi bilinmektedir (Li ve ark. 2008). yAP7 ise nitrik oksid
sinyaline yanit olarak aktive edilen represordiir (Merhej ve ark. 2015). yAP grubu
transkripsiyon faktorlerinin hedef promotorlarda baglanma dizileri (5-TGACTCA-3")

ve benzeri sekanslardir (Anonim 2020c).

Bu genel transkripsiyon faktorlerine ek olarak S. cerevisiea’da biyometal iyonlarina
spesifik olarak aktive edilen transkripsiyon faktorleri de vardir. Bunlardan birisi ise
kalsiyum stresine yanit olarak aktive edilen Crz1p (Calcineurin-Responsive Zinc finger)
transkripsiyon faktoriidiir (Thewes 2014). Demir iyonlarmnin kullanimi ile ilgili hedef
genleri kontrol eden transkripsiyon faktorii ise Aftl’dir (Activator of Ferrous
Transport). Ayrica bakir iyonlarmin da Maclp ve Acelp adli transkripsiyon faktorleri
aracilig1 ile hedef genlerin transkripsiyonunu kontrol ettigi bilinmektedir (Cyert ve
Philpott 2013).

Metal iyon stresine yanit olarak S. cerevisiae’da bazi metabolik adaptasyon
mekanizmalar1 da gelismistir. Maya lireme ortamina 6zellikle toksik seviye biyometal
iyonlar1 uygulandiginda maya hiicreleri buna yanit olarak metal iyonlarmin hiicreye
girisinin dnlenmesi veya metal iyonunu detoksifiye edici mekanizmalar da gelistirmistir

(Wysocki ve Tamas 2010)

Kalsiyum biitiin 6karyotlarda sinyal iletici biyometal olarak kalsiyum-kalmodulin sinyal

yolaginda aktivatordiir. Kalsiyum maya hiicrelerine hem yiiksek afiniteli ve hem de



diisiik afiniteli tasima sistemleri ile alinir. Hiicre i¢ine alinan kalsiyumun %90 kadari
maya hiicrelerinde vokuolde depolanir. Bu durum insan hiicrelerinden farklilik gosterir
(Cyert 2013). Kalsiyum biyometal iyonu olarak S. cerevisiae’da béliinmenin kontrol
edilmesinde islevseldir. Kalsiyum-kalmodulin sinyal yolag: S. cerevisia’da Crz olarak
adlandirilan transkripsiyon faktoriinii aktive ederek hedef genlerin transkripsiyonunu

kontrol eder (Thewes 2014, Cyert ve Philpott 2013, Cyert 2001).

Demir hiicrelerde ¢oklu islevleri olan bir biyometal iyonudur. S. cerevisiae’da hem
mitokondride elektron tasima zinciri bilesenlerinde hemde bazi enzimlerin yapisinda
kofaktor olarak bulunur. Bu nedenle hiicre i¢i seviyesi de oldukga siki sekilde kontrol
edilir. Demirin hiicre i¢ine tasinmasi ve vokuolde depolanmasi ile ilgili faktorleri aktive
eden traskripsiyon faktorleri Aftlp ve Aft2p’dir. Bu transkripsiyon faktorleri tarafindan
S. cerevisiae’da ekspresyonu kontrol edilen genlere topluca demir regulonu (iron
regulon) denir. Demir 6nce maya hiicre duvarinda bulunan bazi proteinlere baglanarak
lokal konsantrasyonu zenginlestirilir. Daha sonra ise maya hiicrelerine membranda
bulunan transporter protein Fet3p-Ftrlp kompleksi tarafindan aktif olarak hiicre igine
aktarilir. Fet3p-Ftrlp sistemine ek olarak S. cerevisia’da hiicre duvari kompleksinde
bulunan demir iyonu kompleksleri ayrica Arn/Sit sistemi olarak bilinen transport
sistemi ile de hiicreye alinir. S. cerevisiae’da demir vocuolde depo edilir (Cyert ve
Philpott 2013).

Diger bir biyometal iyonu olan ¢inko ise S. cerevisiae’da Zrt2 (Zinc-Regulated
Transporter) araciligi ile sitoplazmaya alinir ve vokuolde depolanir. S. cerevisiae’da
cinkoya bagli olarak aktivitesi kontrol edilen 476 farkli metallo protein oldugu
belirlenmistir. Cinko taginimi ve kullanimu ile ilgili genler Zaplp (Zinc-responsive
Activator Protein 1) tarafindan kontrol edilir. Cinko bazi transkripsiyon faktorlerinin
yapisinda yer alir. Ayrica karbonik anhidraz gibi 6nemli metabolik enzimlerin islevi de

kofaktor olarak bulunan ¢inko iyonuna baglidir (Cyert ve Philpott 2013)
Sodyum S. cerevisiae hiicrelerinde aktif olarak depolanmaz ve hiicre i¢i konsantrasyonu

da oldukca siki kontrol edilir. Sodyum iyonunun hiicre i¢ine taginmasi membran

transporteri olan Nhal tasiyici sistem ile gergeklesir. Bu sistem sodyum potasyum
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tasima sistemi olarak bilinmektedir (Cyert ve Philpott 2013). Sodyum iyonu yiiksek
konsantrasyonda bulundugunda S. cerevisiae’da HOG (High Osmolarity Glycerol)
sinyal yolag1 olarak bilinen yolag1 aktive ederek hiicrede gliserol biyosentezini aktive

eder. Sodyuma bagh olarak aktive edilen genlerden birisi de bu arastirmada incelenen

GPDL1 genidir.

Biyometal iyonu olarak bakir iyonlar1 hiicrede demir ve ¢inkoya nazaran ¢ok daha az
miktarda gereklidir. Bakir metalloproteinlerin yapisinda bulunur. Bakir iyonlarinin
hiicre igine taginmasi ve hiicrede kullanimu ile ilgili faktorler bakira bagli olarak aktive
edilen transkripsiyon faktorleri Maclp ve Acelp tarafindan kontrol edilmektedir. Bakir
iyonlar1 hiicre zarindan Frelp ve Fre7p olarak bilinen transporterler ile hiicre icine
taginir. Hiicre i¢i bakir konsantrasyonu oldukca diisiiktiir ve bakir iyonlar: sitoplazmada

protein kompleksi olarak bulunurlar ve metallo enzimlere baglanirlar (Cyert ve Philpott
2013).

2.4. GPD1 Geni Yapisal Ozellikleri

GPD1 geni NAD-bagiml gliserol-3-fosfat dehidrojenaz ailesinin {iyesi bir enzim olan
Gpdlp’yi kodlar (Albertyn ve ark. 1994). GPD1 geni S. cerevisiae genomunda 4.
kromozomda yer alir. Intron igermez ve 391 amino asit uzunlugunda kodlama bolgesi

vardir.

Gpdl enzimi dihidroksiaseton fosfatin (DHAP) ve indirgenmis nikotin adenin
diniikleotitinin (NADH) gliserol-3-fosfata (G3P) ve NAD™a doniisiimiinii katalize
ederek karbonhidrat ve lipid metabolizmasinda kritik bir rol oynar (Sekil 2.4). Bu
sekilde S. cerevisiae i¢in hem gliserol biyosentezini saglarken ayni zamanda
sitoplazmik NAD" konsantrasyonunun yenilenmesine de katki saglayan bir enzimdir
(Ansell ve ark. 1997, Bjorkqvist ve ark. 1997). NADH/NAD™ dengesinin korunmasi
biitlin Okaryotlarda basta glikolitik yolak olmak iizere metabolizmanin devami ig¢in

gereklidir.
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S. cerevisiae mayasinda da bu gen gliserol metabolizmasi igin gereklidir. Gliserol, S.
cerevisiae sitozolunda, sirasiyla gliserol-3-fosfat dehidrojenaz (Gpdlp) ve gliserol-3-
fosfataz (Gpp) ile katalize edilen iki asamada glikolitik ara dihidroksiaseton fosfattan
sentezlenir (Sekil 4.2). Gpd’nin iki izoenzimi vardir. Bunlar Gpdlp ve Gpd2p’dir.
Gpdlp ozmotik stresle aktive edilir ve bazal seviyede ekspresyonu da ¢ok yiiksetir
(Hohman 2002). Gpd2p ise oksijensiz ortam kosullarinda (anoxic) aktive edilir.
Sitoplazma ve mitokondride bulunur (Jung ve ark, 2010, Valadi ve ark, 2004).

Gliserol-3-fosfat dehidrojenazi kodlayan GPD1 ve GPD2 genleri S. cerevisiae, S.
diastaticus,  Schizosaccharomyces  pombe,  Candida  glycerinogenes  ve
Zygosaccharomyces rouxii gibi farkli maya tiirlerinden klonlanmistir ve sekanslar1 da
bilinmektedir (Chen ve ark. 2008). Bu maya tiirlerinde de islevi gliserol

metabolizmasinin kontroludiir.

GPD1 geni transkripsiyonunu kontrol eden faktorler farkli arastirma gruplar: tarafindan
ayrintilart ile calistlmistir. GPD1 transkripsiyonunu kontrol eden transkripsiyon
faktorleri ve bu faktorlerin genin promotor bolgesindeki baglanma sekanslart ve
transkripsiyona etkileri SGD ve YEASTRACT veri tabaninda ayrintilari ile verilmistir
(Anonim 2020a, Anonim 2020c). YEASTRACT kayitlarinda olan ve GPD1 geni
transkripsiyonuna etkileri olan faktdrlerden bazilar1 sunlardir: Msnlp, Msn2p, Msn4p,
Hotlp, Aftlp, Tuplp, Skolp, Yaplp, Yap6p, Pdrip, Gerp, Fkhlp vd. Bu transkripsiyon
faktorlerinin bazilar1 represordiir (Tupl ve Fkhl gibi). Pdlp ise ¢inko’nun hiicre ici
kullanimu ile ilgili faktorleri kodlayan genleri de kontrol eder ve ¢oklu ila¢ direncliligi
yanit sekansina (Pleiotropic Drug Response Element PDRE) baglh faktorler ile birlikte
hedef promotorlara etki eder. Msn2p ve Msndp (Msn2/4 olarak gosterilir)
transkripsiyon faktorleri ise metal iyon stresi dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli streslerle
aktive edilen transkripsiyon faktorleridir. Aktive ettikleri genlerin  promotor
bolgesindeki stres yanit elementi STRE: Stress Response Elements) olarak bilinen DNA
sekanslarina baglanirlar (Martinez-Pastor ve ark. 1996). Hotlp ise ozmotik strese yanit
olarak GPD1 geni transkripsiyonunu aktive eder (Rep ve ark. 2000). Hotlp bir ¢esit
protein kinaz olan ve ozmotik stresle aktive olan Hoglp protein kinazi tarafindan aktive

edilir (Hohmann 2002). GPD1 promotorunun ¢ok sayida faktorle kontrol ediliyor
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olmasi bu genin farkl stres kosullarina ve metabolik degisikliklere yanit olarak aktive

edildigini veya transkripsiyonunun baskilandigini da gostermektedir.

Biyometal iyonlarinin sivi ¢ozeltilerde pozitif yiiklii olarak bulunmalar1 bunlarin
hiicreye tasinmasi sonucu sitoplazmada da net yiikii degistirmektedir. Sitoplazmada ve
vokuol gibi organellerde iyonik net yiikiin belirli araliklarda sabit tutulabilmesi igin
hiicreler belirli yanit mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Biyometal iyonlar1 metallo
enzimlerde yapisal islevlerine ek olarak sinyal iletici elementler olarak da hiicre
metabolizmasi ve hiicre boliinmesine etki edebilmektedirler. Bu tez arastirmasinda bazi
biyometal iyonlarinin hiicrede bolinme, hiicre dongiisi ve GPD1 geni

transkripsiyonuna etkileri incelenmistir.
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Sekil 2.3. GPD1 geni transkripsiyonuna etki eden bazi transkripsiyon faktorleri
(Anonim 2020a).
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Sekil 2.4. S. cerevisiae’da gliserol biyosentezi yolagi ve Gpdl’in islevi (Anonim
2020d).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3. 1. Arastirmada Kullanilan Maya Suslari1 ve Ureme Kosullar

Bu tez arastirmasinda kullanilan S. cerevisiae’nin yaban tip ve mutant suslari ve
ozellikleri ¢izelge 3. 1°de verildi. Bu S. cerevisiae suslari Frankfurt Universitesi
tarafindan kontrol edilen EUROSCARF maya koleksiyonundan satin alindi. Bu S.
cerevisiae suslarinin tim genomlar1 sekanslanmis olup Cizelge 3.1°de verilen
delesyonlardan bagka mutasyon icermedikleri bilinmektedir. Arastirmamizda yaban tip
sus olarak kabul edilen BY4741 (Y00000) (laboratuvar kodu olarak YST124) susu
biyometallarin hiicre i¢ine tasiniminda ve hiicresel 6zelliklerin incelenmesinde standart
referans sus olarak kabul edilmistir. EUROSCAREF’dan saglanan yaban tip ve mutant S.
cerevisiae suslarina ait ornekler ayr1 ayri YPD (Yeast Extract, Peptone, Dextrose)
petrilerine ¢izgi ekimi yapilarak yeniden iiretilmek ve canliliklarint dogrulamak i¢in 30
°C’de, 48 saat inkiibatorde liremeye birakildi. Delesyonlu suslarin ilgili gende delesyon
icerdikleri satin alinan S. cerevisiae suslar1 G418 (Geneticin) igeren petrilerde iiretilerek
dogrulandi. KanMX4 markdr geni igeren delesyonlu suslarin G418 antibiyotigine
diregli olduklari dogrulandi. Delesyonulu suslar daha 6nce iiretici kurum tarafindan

aciklandig sekilde elde edilmistir (Brachmann ve ark. 1998).

YPD petrilerinde tiretilen maya suslarindan steril sartlarda kiirdan ile bir miktar 6rnek
alinarak uzun siireli saklamak i¢in 1 mL %20’lik gliserol igeren mikrofiij tiiplerinde
stispanse edildikten sonra —80 °C’de depo edildi. Normal veya zengin besiyeri olarak da
adlandirilan YPD (yeast Extract, Peptone, Dextrose) ortaminda iiretilen maya suslari
tez deneyleri sirasinda sivi kiiltiir baslatmak i¢in +4 °C’de buzdolabinda muhafaza
edildi. S. cerevisiae suslarinin {iretilmesinde kullanilan besiyeri igerikleri ve bu
besiyerlerinin hazirlanmasinda uygulanan standart yontemler Rose ve ark. (1990)
tarafindan agiklandig: sekilde yapildi (Rose ve ark. 1990). Arastirma kullanilan besiyeri

icerikleri ve diger ¢ozeltilerin hazirlanmast Ek 1°de verildi.
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Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan S. cerevisiae suslar1 ve 6zellikleri

ST Lab  Genotipi ve ilgili mutasyonlar
Kodu
YST124 MATa, his3A1; leu2A0; met1 5A0; ura3AO.
vsT240 MATa, ura3A0; his3A1; leu2A0; met15A0; YLR113w: : kanMX4
(Ahogl mutant1)
MATa, ura3A0; his3A1; leu2A0; met15A0; YMR172w: : kanMX4
YST241
(Ahot1 mutanti)
MATa, ura3A0; his3A1; leu2A0; met15A0; YGLO71w: : kanMX4
YST297
(Aaftl mutantr)
MATa, ura3AO0; his3A1; leu2A0; metl5A0; YMRO037c: : kanMX4
YST299
(Amsn2 mutanti)
YST300 MATa, ura3AO0; his3A1; leu2A0; met15A0; YIR018w: : kanMX4

(Ayap5 mutanti)

3. 2. GPD1-LacZ Raportor Vektoriiniin Yapis1 ve Transformasyonu

Arastirmamizda biyometal stresinin etkileri arastirilacak olan GPD1 geni raportor gen
fiizyonu olarak daha 6nce hazirlanmistir (Rep ve ark. 2000). Bu gen fiizyonu Prof. Dr.
S. Hohmann (university of Gothenburg) tarafindan laboratuvarimizdaki arastirmalar i¢in
daha onceden saglanmistir. GPD1-LacZ gen fiizyonu YEp (Yeast Epizomal plasmid)
tiirli bir ekspresyon vektorii olan 2um-URA3 plazmit vektorii tizerine klonlanmistir. Bu
raportdr gende GPD1 geni promotor bolgesi olan 516 bg’lik bolge (-693’den -177 bg’lik
bolgesi) bulunmaktadir ve daha once yapilan delesyon ¢alismalarinda normal GPD1
geni transkripsiyonunun kontrolii i¢in gerekli olan biitlin diizenleyici bolgeleri icerdigi
gosterilmistir (Rep ve ark. 2000). YEp vektorlerinin transformasyonla aktarildiklar

maya suslarinda sec¢ici iireme ortaminda stabil olarak bulunduklari da daha once

gosterilmistir (Farabaugh ve ark. 1989).
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GPD1-LacZ raportor plazmitinin yukarida verilen yaban tip ve mutant maya suslarina
transformasyonu daha 6nce agiklanan sekilde lityum asetat-polietilen glikol metodu ile
yapildi (Gietz ve ark. 1995). Bu yontem kisaca asagida 6zetlendigi sekilde uygulandi.
Maya suglar1 standart sartlar olarak adlandirilan 30C’de 140 devir/dk doniis hizinda
inkiibatorde bir gece iretildi. Ertesi sabah bu maya suslarinndan 20 mL’lik YPD
besiyerine 500 ml ekim yapildi ve maya suslari tekrar standart sartlarda logaritmik
asamaya kadar (yaklasik ODgoo= 1-1.5) iiretildi. Bu asamada maya kiiltiirler1 masatistii
santrifiijjde 1600 rpm’de 5 dk coktiiriildii ve 25 ml steril saf suda suspanse edildi tekrar
yani hizda ¢oktiriildii. Sivi faz atildi, maya pelletleri bu kez 1 ml steril 0.1 M lityum
asetat c¢ozeltisinde supanse edilerek mikrofiij tiiplerine alindi. Bu kez maya
supansiyonlart 12500 rpm’de 1 dk ¢oktiiriildii siv1 faz atildi. Maya pelletleri bu kez 500
uL 0.1 M Lityum asetat’da suspane edildi. Bu maya siispansiyonlarindan mikrofiij
tipiine 50 pL almarak {izerine asagida verilen miktarda ve sirada transformasyon
cozeltileri ve plazmit DNA’s1 ilave edildi.

240 pL PEG (%50’lik stoktan)

36 uL 1 M LiAOc (taze stok)

6 puL denatiire Herring sperm DNA’s1

4-5 pL (1-2 pg) plazmid DNA’s1

64 pL dsH20

Toplam hacim 350 pL olacak sekilde su eklendi.

Elde edilen transformasyon karisimi vortekle karistirip 6nce 30 C’de 30 dk, daha sonra
42 C’de 20 dk bekletildi. Daha sonra transformasyon karisimi mikrofiijde 12500 rpm’de
30 sn ¢oktiiriildii. Sivi faz atildi. Pellet olan maya hiicreleri 500 pL stersil saf suda
suspanse edildi. Bu transformant maya siispansiyonlarindan Sc-Ura+%2 dekstroz iceren
petriler steril cam baget ile 100 uL yayma ekimi yapildi. Petrilerin yiizeyleri kuruduktan
sonra 30 C’de etlivde transformants maya kolonileri gelisinceye kadar inkiibe edildi.
Koloniler 1-2 mm capinda gelistikten sonra tekrar Sc-Ura+%2 dekstroz igeren petrilere
0.5 cm ebatlarinda pasajlar yapildi. Bu pasajlar da 30 C’de 2-3 giin inkiibe edildi. Pasaj
yapilan maya transformantlar1 bir sonraki agsmada siv1 kiiltiirlerin hazirlanmasinda stok

olarak kullanildi. Transformant petriler deneyler siiresince +4 C’de buz dolabinda
bekletildi.
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3. 3. S. cerevisiae Transformantlarina Biyometal Stresi Uygulamasi

GPD1 promotor aktivitesine biyometal iyonlarinin etkisini belirlemek i¢in 6nce maya
transformantlart 10 mL Sc-Ura+%?2 dekstroz igeren secici iireme ortaminda ikiserli
olarak logaritmik asamaya kadar iiretildi. Log asamasinda maya kiiltiirleri 5’er mL’lik
iki kisma béliindii. Bir boliimii normal kosullarda tireme ortaminda inkiibe edildi. Maya
kilttirlerinin ikinci 5’er mL’lik kisimlarma ise son konsantrasyonlari daha once
belirlenen miktarlarda biyometal iyonlari ilave edildi ve maya kiiltiirleri 4-5 saat
standart iireme sartlarinda iiremeye birakildi (Schmidt ve ark. 2009). Ureme siiresi
sonunda maya kiiltiirleri masa {istli santrifiijde 1600 rpm’de 5 dk ¢oktiirtildii, siv1 faz
atildi. Maya pelletleri 1 mL steril saf suda siispanse edilerek steril mikrofiij tiiplerine
aktarilarak tekrar 12500 rpm’de 1 dk ¢oktiriildi, sivi faz atildi. Maya pelletleri bir
sonraki asamada [-galaktozidaz aktiviteleri tayini i¢in 200 uL B-galaktozidaz lizis
tampon ¢Ozeltisinde suspanse edildi. Daha sonraki asamalarda [3-galaktozidaz aktivitesi
tayini i¢in ise maya suspansiyonlar1 —80 C’de derin dondurucuda bekletildi. GPD1
promotoru glukoz baskilamasi ile kontrol edilmektedir. GPD1 transkripsiyonuna
biyometal iyonlarmin derepres kosullarda etkisini analiz etmek i¢in yukarida agiklanan
sekilde tretilen maya kiiltiirleri logaritmik asamada masa tistii santrifiijde 1600 rpm’de
5 dk ¢oktirildi sivi faz atildi. Maya pelletleri 10 mL steril saf suda suspanse edilerek
tekrar ayn1 sekilde santrifiijde ¢oktiiriildii, sivi faz atildi. Maya pelletleri derepres lireme
kosullar1 ig¢in Sc-Ura+%0.1 dekstroz tireme ortaminda suspanse edildi. Bu sekilde
hazirlanan maya kiiltiirlerinin bir kismina yukarida agiklanan sekilde biyometal stresi

uyguland.

3. 4. GPD1-LacZ Gen Fiizyonundan Promotor Aktivitesi Tayini

GPD1-LacZ gen fiizyonunda yer alan GPD1 promotorundan yapilan transkripsiyonun
kantitatif tayini bu gen flizyonundan maya suslarinda ekspres edilen P-galaktozidaz
aktiviteleri Olciilerek belirlendi. Bolim 3.3’de agiklandigi sekilde hazirlanan maya
transformantlar1 6nce lizat elde etmek i¢in daha Once agiklanan sekilde SDS ve

kloroform ile permeabilized edildi (Rose ve ark. 1990, Gurantee 1983). B-galaktozidaz
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aktivitesi tayininde her bir transformants igin ti¢lii olarak deney tiipleri hazirlandi. Bu
tiiplere 6nce 980 puL Z-tampon ¢ozletisi ve iizerien de 20 puL permebilize edilmis hiicre
liazt1 eklendi. Bu karisim 30 C’de su banyosunda 3 dk bekletildi ve tizerine 200 pL
ONPG ilave edilerek baslangic zamani kronometre ile tayin edildi. Deney tiiplerinde
belirli tonda (agik sar1 renk) sar1 renk gelisinceye kadar beklendi. Bu siire sonunda
gecen zaman dakika olarak kKayit edildi ve reaksiyonu durdurmak i¢in deney tiiplerine
500 uL 1 M Na2COs ilave edildi. Deney tiipleri masa {istii santrifiijde 1600 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek c¢ozeltideki lizat parcalar1 c¢oktiiriildii, sivi faz 2 mL’lik
spektrofotometre hiicrelerine aktarildi ve 420 nm’deki absorbanslar1 lizat igcermeyen
kontrol siviya kars1 dlgiilerek kayit edildi. GPD1-LacZ gen fiizyonlarindan yapilan -
galaktozidaz ekspresyonunu normalize etmek i¢in lizatlardaki toplam ¢oziiniir protein
konsantrasyonlar1 da daha once agiklanan sekilde Lowry testi ile belirlendi (Lowry ve
ark. 1951). Protein tayinleri igin test tiplerine 180 pL steril saf su ve 20 uL
transformantlardan elde edilen ve [-galaktozidaz aktivitesi tayininde kullanilan
lizatlardan 20 uL bu test tiiplerine ilave edildi. Daha sonra bu tiiplere taze hazirlanmig 1
mL Lowry-C ¢ozeltisi ilave edildi, vorteksle kisaca karistirldi ve 10 dk beklendi. Daha
sonra bu tiiplere 1IN folin ¢ozeltisinden 100 uL ilave edildi, vortekle birkag sn
karistirildi ve 30 dk oda sicakligunda bekletildi. Bekleme siiresi sonunda test tiipleri
1600 rpm’de 5 dk masa lstli santrifiijde santrifiij edilerek ¢ozeltideki maya lizatlar
coktiiriidii. Sivi faz 2 mL’lik spektrofotometre tiiplerine aktarilarak olugsan mavi rengin
absorbansi spektrofotometrede 750 nm’de lizat igermeyen kontrole gére okunarak kayit
edildi. GPD1-LacZ gen flizyonundan yapilan P-galaktozidaz aktiviteleri ek-2’de
verildigi sekilde hesaplandi. B-galaktozida linitesi nm ONPG/dk/mg protein olarak ifade
edildi. B-galaktozidaz aktivite tayinleri 3’lii olarak yapildi. Transformant kiiltiirler de
ikiserli olarak tiretildi. Biitiin deneyler en az iki kez tekrarlandi. Sonuglar boliimiinde

verilen -galaktozidaz aktivitelerinde standart sapma degerleri %10-15 araligindadir.

3. 5. Biyometal Iyon Stresinin Hiicre Fenotipi ve Uremesine Etkilerinin Tayini

Biyometal iyonlarinin S. cerevisiae’da hiicre fenotipine etkileri logaritmik agamadaki
normal ortamda ve biyometal iyonu uygulanmis ortamdaki kiiltiirlerden 4. saatte 6rnek

alinarak 151k mikroskobunda direkt goriintiilenme ile 10x40 biiylitme ile incelendi.
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Maya hiicrelerinin 151k mikroskobu goriinlerinin  fotograflar1 alinarak sonuglar

boliminde verildi.

Biyometallerin S. cerevisiae hiicrelerinin iireme 6zelliklerine etkileri ise Kalitatif olarak
petri testleri ile tayin edildi. Bunun i¢in logaritmik asamaya kadar sivi kiiltiirlerde
tiretilen maya suslarindan 3-4 uL alinarak direkt olarak normal iireme ortam1 olan YPD
petrisine ve ayrica sivi kiiltiirlerde verilen konsantrasyonlarda biyometal iyonlarini
iceren YPD petrilerine ¢izgi ekimi yapildi. Ekim yapilan maya petrilerinin yiizeyleri
kuruduktan sonra 30 C etiivde 24-48 saat inkiibe edildi. Petrilerdeki maya hiicrelerinin
iireme durumlar inkiibasyon siireleri sonunda fotograflandi. Bunlarla ilgili fotograflar

sonuglar boliimiinde verildi.
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4- BULGULAR

4. 1. Farkh Biyometal iyonlarimn GPD1 Transkripsiyonuna Etkiler

Biyometal iyonlarinin normal {reme ortam1 kosullarinda GPD1 geni bazal
transkripsiyonuna etkileri GPD1-LacZ raportdr gen fiizyonu kullanilarak test edildi. Bu
calismada etkisi test edilen biyometaller sirasiyla; Ca*2, Cu*?, Fe*3, Zn*2 ve Na*®’dur.
Elde edilen sonuglarin karsilastirmali analizinde GPD1 transkripsiyonunun ¢inko hari¢
olmak tizere diger biyometal iyonlarinca en az iki kat aktive edildigini gostermektedir
(Cizelge 4.1). Sodyumun ozmotik stres dolayisiyla GPD1 transkripsiyonunu &nemli
derecede aktive ettigi ve bu aktivasyonun molekiiler bilesenleri daha Once
tamimlanmustir (Albertyn ve ark. 1994). Bu nedenle GPD1 transkripsiyonunun sodyum
iyonu ile aktive edilmis olmas1 da bir ¢esit pozitif kontrol olarak arastirmada kullanilan
GPD1-LacZ raportdr gen flizyonunun dogru sekilde ¢alistigini gostermektedir. Diger
biyometal iyonlariin etkileri analiz edildiginde en fazla aktivasyonun kalsiyum ile
gerceklestigi, bakir ve demir iyonlarinin ise yaklasik iki kat aktivasyona neden oldugu
goriilmektedir  (Cizelge 4.1). Cinkonun verilen konsantrasyonlarda GPD1
transkripsiyonuna etkisi goriilmediginden arastirmanin bundan sonraki asamalarinda

incelenmemistir.

GPDL1 geni transkripsiyonu bazal seviyesi olduk¢a yiiksek olmasina ragmen kismen de
olsa glukoz baskilamasi altindadir (Albertyn ve ark. 1994). Bu nedenle test edilen
biyometal iyonlariin GPD1 geni transkripsiyonuna etkileri derepres kosullarda da test
edildi. Bunun igin logaritmik agsamaya kadar %2 glukoz igeren ortamda iiretilen GPD1
transformant1 yaban tip maya hiicreleri (YST124 susu) bu asamada Sc-Ura +%0.1
glukoz igeren ortama aktarildi ve farkli biyometal iyonlarmin etkileri karsilastirmali
olarak analiz edildi (Cizelge 4.2). Derepres sartlarda tamamen aktif promotor iizerine
sadece bakir iyonunun etkin oldugu, bakir iyonunun bazal transkripsiyon durumdan
derepres duruma geg¢isi engellendigi elde edilen sonuglardan goriinmektedir. Derepres
sartlarda demir iyonunun GPD1 transkripsiyonuna herhangi bir etkisinin olmadigi,
kalsiyumun etkisinin de diisiik seviyede kaldigir (%25 kadar artig) goriilmektedir. Bu

sonuglardan dolayr arastirmanin bundan Sonraki asamasinda biyometallerin GPD1
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transkripsiyonuna etkilerinin normal iireme kosullarinda analiz edilmesinin daha uygun

olduguna karar verildi.

Cizelge 4.1. Farkli biyometal iyonlarmnin repres sartlarda GPD1’de transkripsiyona

etkileri.

Biyometal iyonu

B-Galaktozidaz Aktiviteleri*+ SD

Normal ortam 1762 + 92
+100 mM Ca?* 5355 + 355
+1 mM Cu?* 3166 + 87
+1 mM Fe* 3460 £ 41
+4. 4 mM Zn* 1618 + 13
+400 mM Na?* 7679 + 335

*B-Galaktozidaz aktiviteleri nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir.

+ SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir.

Cizelge 4.2. Farkli biyometal iyonlariin derepres sartlarda GPD1’de transkripsiyona

etkileri.
Biyometal iyonu B-Galaktozidaz Aktiviteleri*+ SD
Normal derepres ortam 3442 + 89
+100 mM Ca*? 4583 + 291
+1 mM Cu*? 1385 + 42
+1 mM Fe*3 3641+ 175
+400 mM Na*? 5783 + 105

*B-Galaktozidaz aktiviteleri nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir. + SD:

Standart sapma degerlerini gostermektedir.

22




Bu arastirmada incelenen biyometal iyonlariin GPD1 transkripsiyonuna etkilerinin
kiimiilatif olup olmadiklar1 da test edildi. Bunun i¢in normal iireme ortaminda bulunan
yaban tip GPD1 transformantlar1 ayni anda ikili metal iyon streslerine maruz birakildu.
Sonuglar Cizelge 4. 3°de verildi. Ikili olarak test edilen biyometal iyon stresinin GPD1
transkripsiyonu tizercine kimilatif etki gostermedigi bulundu. Kalsiyum ve demir
stresinin es zamanli olarak uygunlanmasi durumumda GPD1 transkripsiyonunun
kalsiyum stresi kadar aktive edildigi bulundu (Cizelge 4.3). Buna benzer sekilde
kalsiyum ve sodyum stresinde de GPD1 transkripsiyonunun tek basina sodyum iyon
stresi seviyesine kadar aktive edildigi bulundu. Kalsiyum ve bakir stresi ortaminin da
GPD1 transkripsiyonunun yaklasik olarak kalsiyum ile aktive edilen seviyede
gerceklestigi goriildi (Cizelge 4.3). Bu sonuglar arastirmada uygulanan biyometal iyonu

stresi sartlarinin etkilerinin kiimiilatif veya sinerjistik olmadigin1 gostermektedir.

Cizelge 4.3. ikili metal iyon stresinin GPD1’de transkripsiyona etkileri.

Biyometal iyonu B-Galaktozidaz Aktiviteleri*+ SD
Normal derepres ortam 1762 + 92

Ca*? + Fe*3 5016 + 545

Ca*? + Na* 7174 £226

Ca*2+ Cu™ 4825 + 294

*B-Galaktozidaz aktiviteleri nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir.
+ SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir.

4. 2. Msn2p’nin Biyometal Stresinde GPD1 Transkripsiyonuna Etkileri

Transkripsiyon faktorii Msn2p genel stres sartlari altinda aktive edilip stres kosullarinda
ilgili genlerin transkripsiyonel aktivasyonu igin gereklidir. Msn2p STRE (Stress
Response Element) olarak bilinen DNA sekansina (5°-CCCT-3") baglanmaktadir
(Martinez-Pastor ve ark. 1996). GPD1 promotorunda potansiyel transkripsiyon faktorii
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baglanma dizileri YEASTRACT veritabainda analiz edildiginde Msn2p/Msn4p
faktorleri icin baglanma sekansi oldugu goriilmektedir (Anonim 2020c). Msn2p’nin
biyometal iyon stresine bagli olarak da GPD1 transkripsiyonunu aktive edip etmedigi
MSN2 geni delesyonlu maya susunda test edildi ve elde edilen sonuglar yaban tip maya
susu ile karsilastirildi. Msn2p faktoriinii igermeyen mutant S. cerevisiae susunda normal
kosullarda o6lgiilen transkript miktarinin yaklasik olarak yaban tip maya susunda goriilen
seviyede gergeklestirigi bulundu (Cizelge 4.4). Ancak Amsn2 mutant maya susunda
biyometal iyonlari stresine yanit olarak yaban tip maya susuna gore ¢cok daha diisiik
seviyede aktivasyon gergeklestigi bulunudu (Cizelge 4.4). Kalsiyum ve demir iyon
stresine yanit olarak GPD1 transkripsiyonunda yaklasik %40-50 kadar bir artis oldugu
goriildii. Bakir stresi uygulandiginda ise bu mutant susta higbir aktivasyon
gergeklesmedigi goriildii. GPD1 promotorunun sodyumla aktivasyonunun da yaban tip
susa gore sadece iki kat kadar gergeklestigi goriildii. Bu sonuglar transkripsiyon faktorii
Msn2p’nin kisemn de olsa biyometal iyonlar1 stresine yanit olarak GPD1 geni

transkripsiyonu aktivasyonunda yer aldigini1 gostermektedir.

Cizelge 4.4. Msn2p’nin biyometal iyonu stresinde GPD1’de transkripsiyona etkileri.

Biyometal iyonu B-Galaktozidaz Aktiviteleri*+ SD
Normal derepres ortam 1739 + 92

+100 mM Ca*? 2450 + 10

+1 mM Cu*? 1581+ 105

+1 mM Fe*3 2590 + 175

+400 mM Na*? 3855 + 199

*B-Galaktozidaz aktiviteleri nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir.
+ SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir.
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4. 3. Hoglp ve Hotlp’nin Biyometal Stresinde GPD1 Transkripsiyonuna Etkileri

Protein kinaz Hoglp S. cerevisiae’da ¢esitli ¢cevresel streslere yanit olarak aktive edilen
ve etkilestigi faktorleri fosforlayip aktivitelerini degistiren 6nemli bir sinyal iletim
faktoriidiir. Hoglp’nin GPD1 transkripsiyonunu sodyum iyon stresine bagli olarak
aktive ettigi ve bunun sonucu olarak da S. cerevisiae’da gliserol biyosentezi sagladigi
bilinmektedir (Hohmann 2002). Arastirmamizda protein kinaz Hoglp’nin biyometal
iyonlarina yanit olarak da GPD1 transkripsiyonuna etkisi olup olmadig test edildi. Bu
amagla HOG1 geni delesyonlu mutant sus kullanilarak elde edilen sonuglar yaban tip
maya susu sonuclar1 ile karsilagtirildi. Hogl mutant susunda bazal seviyede GPD1
transkripsiyonun da yaban tip seviyeye gore yaklasik 2 kat azaldigi goriildii (Cizelge
4.5). Biyometal iyonlarina maruz birakilan hogl mutantinda GPD1 transkripsiyonunda
higbir aktivasyon olmadig: gibi bakir stresi kosullarinda GPD1 transkripsiyonunda %50
kadar azalma oldugu bulundu (Cizelge 4.5). Kalsiyum, demir ve sodyum iyon stresine
maruz birakilan Ahogl mutant susunda GPD1 geni traskripsiyonunun yaklasik olarak

850-936 seviyelerinde gerceklestigi goriildii.

Cizelge 4.5. Hoglp sinyal iletim yolaginin biyometal iyonu stresinde GPD1’de
transkripsiyona etkileri.

Maya suslan ve B-Galaktozidaz Aktiviteleri*(+ SD)
Biyometal iyonlar:
Ahogl mutanti Ahotl mutanti
Normal ortam 850 + 54 1917 + 161
+100 mM Ca*? 829 + 26 3621 + 272
+1 mM Cu*? 458 +27 1028 + 116
+1 mM Fe*? 860 +5 3519+ 8
+400 mM Na*? 939+ 8 NA
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Hoplp kinazin etkisi ile aktive edilen ¢ok sayida transkripsiyon faktorlerinden birisi de
Hotlp’dir. Hotlp’nin ozmotik stres kosullarinda GPD1 transkripsiyonu aktivasyonu
icin gerekli oldugu da daha oOnceki g¢alismalarda bulunmustur (Rep ve ark. 2000).
Arastirmamizda biyometal iyon stresine yanit olarak GPD1 geni transkripsiyonunda
Hotlp’nin de islevi olup olmadigi incelendi (Cizelge 4. 5). Normal tireme kosullarinda
Ahotl mutant susunda GPD1 transkripsiyonunun yaban tip maya susunda oldugu
seviyede gergeklestigi bulundu. Biyometal iyon stresi uygulanan Ahotlp mutantt maya
susunda kalsiyum ve demir iyon stresine karst GPD1 transkripsiyonunda kismen
aktivasyon gerceklestigi fakat bakir iyon stresine karsi bu mutant susta aktivasyon
goriilmedigi bulundu (Cizelge 4. 5). Elde edilen sonuglar biyometal iyonu stresine karsi,

bakir iyon stresi hari¢, Hotlp’nin de kismen islevsel oldugunu géstermektedir.

4. 4. Aftlp’nin Biyometal Stresinde GPD1 Transkripsiyonuna Etkileri

Transkripsiyon faktorii Aftlp S. cerevisiae’da demir iyonu taginimi ve dengesi igin
gerekli olan bir transkripsiyon faktorii olup bu metal iyonunun S. cerevisiae’da
kullanimu ile ilgili faktorleri kodlayan genlerin aktivatoriidiir (Yamaguchi-lwai ve ark.
1996). Arastirmamizin bu boliimiinde Aftlp’nin GPD1 transkripsiyonunda islevi olup
olmadigi bu faktorii igermeyen mutant sus kullanarak incelendi. Normal ortamda
iretilen Aaftl mutant susunda yaban tip maya susuna gore GPD1’in bazal
transkripsiyonunda artis oldugu goriildii. Fakat kalsiyum ve demir iyon stresine yanit
olarak GPD1 transkripsiyonunda artis oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.6). Bakir
stresine yanitta ise bu mutant susta GPD1 transkripsiyonunun yaklasik 2 kat azaldigi

bulundu (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Transkripsiyon faktorii Aftl’in biyometal iyonu stresinde GPD1’de
transkripsiyona etkileri.

Biyometal iyonu B-Galaktozidaz Aktiviteleri*+ SD
Normal ortam 2149 + 191

+100 mM Ca*? 4053+ 205

+1 mM Cu*? 824+ 25

+1 mM Fe*3 3301 + 112

*B-Galaktozidaz aktiviteleri nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir.
+ SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir.

4. 5. Yap5p’nin Biyometal Stresinde GPD1 Transkripsiyonuna Etkileri

Transkripsiyon faktorii YapSp stresle aktive edilen faktor olup demir iyonlarina yanitta
bazi genlerin aktivasyonu i¢in gereklidir (Li ve ark. 2008). S. cerevisiae’da sitoplazmik
demir iyonlarinin vokuol’e taginmasini saglayan CCC1 geni aktivasyonunu da saglar
(Li ve ark. 2008). Arastirmamizda Yap5’nin biyometal iyonu stresine yanit olarak
GPD1 geni transkripsiyonuna etki edip etmedigi de Ayap5 mutant S. cerevisiae susu
kullanilarak incelendi. Bu mutant susta normal ortamda iiretilen GPD1’de bazal
transkripsiyone seviyesinin yaban tip susa oranla artis gosterdigi goriilmektedir.
Biyometal iyonlar1 kalsiyum ve demir stresi uygulandiginda Ayap5 mutant susunda
yaklasik 2 kat artis meydana geldigi gorildi (Cizelge 4.7). Bakir stresi uygulanan
mutants susta ise GPD1 transkripsiyonunda azalma oldugu bulundu. Bu sonuglar
YapSp’nin biyometal iyonlar1 stresine yaban tip susa benzer sekilde yanit verdigini

gostermektedir.
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Cizelge 4.7. Transkripsiyon faktorii YAPS5p’nin biyometal iyonu stresinde GPD1’de
transkripsiyona etkileri.

Biyometal iyonu B-Galaktozidaz Aktiviteleri*+ SD
Normal ortam 2766 + 290

+100 mM Ca*? 5130+ 176

+1 mM Cu*? 2052+ 26

+1 mM Fe*3 4515 + 230

*B-Galaktozidaz aktiviteleri nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmistir.
+ SD: Standart sapma degerlerini gostermektedir.

4. 6. Biyometal Tyonlar1 Stresinin Hiicre Fenotipine ve Uremeye Etkileri

Bu aragtirmada incelenen biyometal iyonlarmin hiicre morfolojilerine etkileri direkt
olarak 1s1k mikroskobunda incelendi ve normal ortamda iireyen maya hiicreleri ile
karsilastirildi. Biyometal iyonlarinin tiremeye etkileri ise kalitatif olarak metal

iyonlarini igeren petrilerde tayin edildi.

Farkli biyometal iyonlarini sivi kiiltiirlerde uygulanan konsantrasyonlarda igeren tam
besiyeri (YPD) ortamina ekilen yaban tip ve mutant maya suslarinin biyometal
iyonlarina kars1 olan duyarlikliklarinda da farkliliklar gériildii. Sodyum stresi uygulanan
tireme ortaminda Ahogl ve Aaftl mutantlarinda iireme olmadigi goriildii (Sekil 4.1).
Hoglp’nin sodyum stresine yanit i¢in gerekli oldugu bilindiginden 400 mM sodyum
iceren ortamda 4hogl mutant susunda beklendigi sekilde {ireme olmadig
goriilmektedir. Ancak bu iireme ortaminda Aaftl mutant susunda da {ireme olmamasi
beklenmeyen bir sonugtur. Arastirmada kullanilan mutant maya suslarinin demir stresi
uygulanan ortamda tireme durumlarinin etkilenmedigi herbirinin normal yaban tip maya

seviyesinde tireme gosterdikleri bulundu (Sekil 4.2).
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Normal Ortam Sodyum stres:

YST124

YST124
=

Sekil 4.1. Sodyum stresinin farkli maya suslarinin tiremesine etkileri.

Kalsiyum stres: Demir stres:

YST124

Sekil 4.2. Kalsiyum ve demir stresinin farkli maya suslarinda tiremeye etkileri.
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Kalsiyum stresine karsi da sadece Aaftl mutant susunda {ireme goriilmedi. Bu durum
Aftlp’nin sadece demir iyonu taginimi ve hiicresel dengesi igin degil kalsiyum ve
sodyum iyonlarinin olusturdugu strese yanit i¢in de islevleri olabilecegini One
stirmektedir. Siv1 kiiltiir ortaminda GPD1 transkripsiyonunun en ¢ok etkilendigi bakir
iyonu stresine kars1 da arastirmada kullanilan maya suslarinda tireme durumlarina
onemli bir etkisinin olmadigi bulundu. Ancak Aaftl mutant susunda 24 saatlik
inkiibasyon sonucu ilireme yaban tip susa gore yavas ve yetersiz durumda iken 48. saat

sonunda bu mutants susta da bakir stresinin iiremeye etkisi olmadigi goriildii (Cizelge
4.3).

Bakar stres: (24. saat) Bakur stres: (48, saat)

Sekil 4.3. Farkli maya suslarinda bakir stresinin iiremeye etkileri.

Aragtirmamizda incelenen biyometal iyonlarinin hiicre morfolojilerine olan etkileri de
mikroskobik olarak incelendi. Ancak tez arastirmasinin bu asamasi igin sivi kiltiir

ortaminda GPD1 transkripsiyonunun en fazla etkilendigi mutant sus olan Ahogl mutant
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sugunun fenotipik 6zellikleri i¢in yaban tip hiicre morfolojileri ile karsilastirmali olarak
inceleme yapildi.

Biyometal iyonlarinin hiicre morfolojisine etkilerinin incelenmesinde bu metal
tyonlarinin hiicre biiyiikliikkleri ve tomurcuklanma durumuna etkileri dikkate alindi.
Kalsiyum stresinin normal hiicrede aragtirmada kullanilan inceleme kosullarinda hiicre
morfolojine 6nemli bir etkisi gorilmedi (Sekil 4.4). Kalsiyum stresi uygulanan
hiicrelerde tomurcuklanmamis hiicre sayilarinin daha fazla oldugu dikkat ¢ekmektedir.
Ancak bakir ve demir iyon stresinin maya hiicrelerinde hiicre biiytikliiklerinde 6nemli

artisa neden oldugu ve anormal tomurcuklanmaya neden oldugu goriildii (Sekil 4.5)

Sekil 4.4. Kalsiyumun yaban tip hiicrede morfolojik etkisi. A panelinde normal lireme
ortami, B panelinde ise kalsiyum stresi uygulanmis ortamdaki hiicre sekilleri
goriilmektedir.



Sekil 4.5. Bakir ve demir iyon stresinin yaban tip hiicrede morfolojik etkisi. A
panelinde bakir stresi uygulanmig iireme ortami, B panelinde ise demir stresi
uygulanmis ortamdaki hiicre sekilleri goriilmektedir.

Elde edilen sonuglar 6zellikle demir ve bakir iyon stresinin maya hiicrelerinde hiicre
buytikliiklerinde artisa ve boliinme seklinde anomaliye yol agabildigini gostermektedir.
Bakir stresinde bazi hiicrelerde G1 asamasi tamamlanmadan yani hiicreler belirli bir
biiytikliige erismeden tomurcuklanma yani S fazinin basladig1 da goriilmektedir (Sekil
4.5 A paneli). Farkli bir anomali olarak yine bakir stresi uygulanmis hiicrelerde bir S
faz1 tamamlanmadan ayni ana hiicrede ikinci bir S fazi (tomurcuklanma) oldugu da

goriilmektedir (Sekil 4.5).
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5. TARTISMA ve SONUC

Biyometal iyonlar1 biitlin organizmalar i¢in biiylime ve gelisme icin gereklidir. Bu
iyonlarin hiicre i¢ine tasinmasi ve hiicredeki konsantrasyonlarmin da siki sekilde
kontrol edilmeleri gerekir. Kadmiyum, krom gibi bazi toksik metal iyonlarinin diisiik
seviyede (sub-letal) hiicreye uygulanmasi ile maya hiicrelerinde genlerin %?22’sinde
(6000 maya geninden 1320 tanesinde) transkripsiyon seviyesinde en az iki kat
degisiklik oldugu daha once gosterilmistir (Jin ve ark. 2008). Toksik metal iyonlarina
kars1 maya hiicrelerinde ¢esitli detoksifikasyon mekanizmalar1 gelistirilmistir. Ancak
hiicre metabolizmas1 i¢in hiicreye alinmasi gereken biyometal iyonlarinin da
konsantrasyonlarinin belirli araliklarda olmasi gerekir. Bu durum S. cerevisiae’da
biyometal iyonlarinin hiicreye tasinimi ve hiicre i¢inde farkli organellerde (Vokuol ve
mitokondri gibi) belirli konsantrasyonlarda depolanmasi ile saglanir (Cyert ve Philpott
2013). Bu arastirmada bazi biyometal iyonlarmm (Ca?*, Cu®*, Fe®*", Zn*, Na*) S.
cerevisiae’da hiicresel etkileri ve GPD1 geni transkripsiyonuna etkileri arastirildi.
Arastirmada kullanilan biyometal iyonlar1 daha 6nceden tanimlanan konsantrasyonda
petrilerde veya sivi kiiltiirde iiretilen maya hiicrelerine uygulandi (Schmidt ve ark.
2009).

Arastirmamizda Oncelikle yaban tip laboratuvar susu olarak kullanlan S. cerevisiae
hiicrelerinde verilen biyometal iyonlarinin GPD1 geni transkripsiyonuna etkileri
incelendi. Bu incelemede GPD1 geni promotor bolgesini iceren GPD1-LacZ raportor
gen filizyonu kullanildi. Bu gen flizyonunda transkripsiyonel aktivasyonun normal
GPD1 geninde oldugu gibi kontrol edildigi daha once yapilan caligmalar ile
gosterilmistir (Rep ve ark. 2000). Logaritmik asamada glukoz baskilamasi olan
kosullarda iretilen S. cerevisiae hiicrelerinde uygulanan biyometal iyonu stresi
kosullarinda GPD1 transkripsiyonunun iyon ¢esidine gére degismekle birlikte 2-4 kat
aktive edildigi bulundu. En yliksek aktivasyonun ise sodyum iyonlar: ile saglandigi
goriildii. Sodyum’un ozmotik stres yolagimi aktive ederek GPD1 transkripsiyonunu
aktive ettigi daha Onceden gosterilmistir (Eriksson ve ark. 1995). GPD1
transkripsiyonunun sodyum iyon stresi ile aktivasyonu arastirmamizda pozitif kontrol

olarak da degerlendirilebilir. Demir, bakir ve 6zellikle kalsiyum stresine yanit olarak
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GPD1 transkripsiyonunun 2-3 kat aktive edilmesi bu genin transkripsiyonunun
biyometal iyonlarina yanit olarak da kontrol edildigini gostermektedir. GPD1 geni
transkripsiyonu ayn1 zamanada glukoz baskilamasi ile de kontrol edilmektedir. Diger
ifade ile yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda transkripsiyonu daha diisiik seviyede,
diisiik glukoz konsantrasyonlarinda ise transkripsiyonu daha fazla gerceklesmektedir.
Biyometal iyonlarimin glukoz baskilamasinin olmadigi kosullarda (iireme ortaminda
+0.1 glukoz varliginda) GPD1 transkripsiyonuna etkileri de incelendi. Elde edilen
sonuglarda biyometal iyonlarinin glukoz baskilamssinin olmadigi kosullarda aktive
edilmis GPD1 transkripsiyonuna ¢ok fazla etkisi olmadigin1 gosterdi (Cizelge 4.1 ve
4.2). Ancak buna ragmen sodyum ve kalsiyum stresinin glukoz baskilamasinin olmadigi
kosullarda da GPD1 transkripsiyonuna diisiik seviyede de olsa etkilerinin oldugu
goriildii. Bakir iyonlarinin ise glukoz baskilamssinin olmadigi kosullarda GPD1
transkripsiyonunun aktivasyonu engelledigi ortaya konuldu. Biyometal iyonlarinin
olmadig1 kosullarda 1618 tiniteden 3492 {initeye ¢ikan GPDI1 transkripsiyonunun
ortamda bakir iyonu bulundugunda derepres kosullarda transkripsiyonun aktive
edilemedigi bulundu (Cizelge 4.2). Bu durum bakir iyonlarina bagh olarak glukoz
derepressed kosullarda GPD1 transkripsiyonun baskilandigini gostermektedir. Bakir
iyonlar1 ile aktive edilen transkripsiyon faktorlerinden bir veya birkaginin (6rnegin yAP
grubu faktorler) GPD1 transkripsiyonunu derepres kosullarda baskiliyor olabilir
(Cizelge 4.2).

Arastirmada uygulanan biyometallerden GPD1 transkripsiyonuna en yiiksek etkisi olan
kalsiyum ve sodyumdur. Arastirmada uygulanan biyometal iyonu stresinin GPD1
transkripsiyonuna etkilerinin kiimiilatif veya sinerjistik olup olmadigini da test etmek
icin bu metal iyonlar1 S. cerevisiae susuna ikili kombinasyonlar olarak da uygulandi.
Kalsiyumla birlikte uygulanan demir, bakir ve sodyum iyonlarinin herhangi bir
kiimiilatif etkilerinin olamdig1 goriildi (Cizelge 4.3). Bu durum incelenen biyometal
iyonlarinin farkli yolaklar {izerinden degil ortak bir faktdr ilizerinden etki ettigini

gostermektedir.

Biyometal iyonlarinin hangi transkripsiyon faktorleri araciigt ile GPD1

transkripsiyonuna etki ettiklerini de analiz etmek icin biyometal iyonlar1 ile aktive
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edildigi bilinen transkripsiyopn faktorlerinin olmadigi mutant maya suslar1 kullanildi ve
sonuglar yaban tip maya susundan elde edilen sonuglar ile karsilastirildi. Genel stres
yanit1 transkripsiyonel aktivatorii oldugu bilinen Msn2 faktériinli igermeyen mutant
maya susunda biyometal iyonu stresi uygulanmasi sonucu GPD1 transkripsiyonunda
kismen azalma oldugu goriildii. Bu durum biyometal iyonu stresine yanit olarak
gerceklesen GPD1 transkripsiyonel aktivasyonunun kismen Msn2/4’¢ bagli oldugunu
gostermektedir. Hoglp protein kinaz olup basta sodyum stresi olmak iizere farkl
stresler ile aktive edilip hiicre dongiisiinii kontrol eden protein kinazdir. Arastirmamizda
Hogl kinaz mutantinda GPD1 transkripsiyonunda biyometal iyonlarina bagli olarak
GPD1 transkripsiyonunda hicbir aktivasyon olmadigi hatta bakir stresine yanit olarak
en az 2-kat baskilama oldugu bulundu. Bu durum biyometal iyonlar1 stresine yanit
olarak GPD1 transkripsiyonu aktivasyonunun tamamen Hoglp kinaza bagli oldugunu
gostermektedir (Cizelge 4.5). Hoglp protein kinaz olarak hiicrede farkli transkripsiyon
faktorlerini aktive etmektedir. Bu faktorlerden birisi de Hotlp’dir. Hotlp mutant
susunda yapilan ¢alismada kalsiyum ve demir iyonlarina bagl aktivasyonun Hotlp’den
bagimsiz oldugunu ancak bakir iyonlarina bagli olan aktivasyonun Hotlp’ye bagh
oldugu goriildii. Ciinkii, yaban tip maya sususunda bakir stresi kosullarinda 3166 {inite
olan GPD1 transkripsiyonunun Ahotl mutant susunda aktive edilemedigi ve 1028 {inite

olarak bazal seviyede kaldig1 goriilmektedir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.5).

Aftl transkripsiyon faktorii demir iyonlarmin hiicreye alinmasi ile ilgili faktorleri
kodlayan genlerin aktivatoriidiir. Bu transkripsiyon faktoriinii igermeyen Aaftl mutant
susunda da GPD1 transkripsiyonu normal ve biyometal iyonu stresi kosulslarinda analiz
edildi. Kalsiyum stresine bagl aktivasyonun Aftl mutasyonundan etkilenmedi ancak
bakir stresine bagl aktivasyonun Aftlp’ye bagl oldugu goriildii. Demir stresine bagli
aktivasyonun da Aftl mutasyonundan etkilenmedi goriildi. Bu durum GPD1
transkripsiyonunun demir stresine bagli aktivasyonun Aftlp’den bagimsiz olarak
gerceklestigini de gostermektedir. Ayn1 zamanda bakir stresine bagli aktivasyonun hem
Hotlp ve hem de Aftlp’ye bagl oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.6). Bu faktorler eke
olarak transkripsiyon faktorii yAPS5’in de biyometal iyonlarma bagli olarak GPD1
transkripsiyonuna etkileri incelendi. Kalsiyum ve demir stresine bagli aktivasyonun

yAP5’den bagimsiz olarak gerceklestigi ancak bakir stresine yanitin yAPS5’e bagh
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oldugu goriildii (Cizelge 4.7). Yapilan bu incelemeler sonucu 6zellikle bakir stresine
yanit olarak GPD1 transkripsiyonunun kontrol edilmesinde Msn2, Hotlp, Aftlp ve
Yap5’nin direkt veya dolayh olarak etkileri oldugu bulundu.

Biyometal iyonlarina bagl stresin S. cerevisiae’da iireme hizi petri testleri ile hiicre
morfolojilerine olan etkileri ise mikroskobik olarak incelendi. Biyometal iyonlarina
bagli olarak yaban tip maya hiicrelerinde (YST124) lireme hizinda petrilerde herhangi
bir onemli fark goriilmedi (Sekiller 4.1-4.3). Ancak Ozellikle Daftl mutanti maya
susunun kalsiyum ve sodyum stresi uygulanan ortamlarda iiremedigi bulundu. Bu
durum Aftl’in hiicre dongiisiinii ve boliinmesini kontrol eden faktorlere de etki ettigini
gostermektedir. Beklendigi sekilde Ahog mutantt maya susunda sodyum stresi
uygulanan ortamda iireme olmadigi bulundu. Ayrica, Aaftl mutant susunun bakir
stresine yanit olarak baslangigta (ilk 24 saat) iiremesinin ger¢eklesmedigi ancak daha
sonra bu mutant susun bakir stresine adapte olarak iiremesinin gerceklestigi de goriildi
(Sekiller 4.1-4.3). Biyometal stresi uygulanan hiicrelerde ise baz1 morfolojik anomaliler
oldugu goriildi. Demir ve bakir stresi uygulanan hiicrelerde normal iireme ortamina
gore hiicre biiyilikliiklerinde artis ve ¢oklu tomurcuklanma gibi fenotipler goriildii (Sekil
4.4-4.5). Ozellikle ¢coklu tomurcuklanma olmasi bakir stresinin G1 ve S asamalarinda
onemli anoliler oldugunu G1 tamamlanmadan tekrar S fazina gecildigi veya aym
hiicrede iki kez S faz1 olusumuna yol a¢tig1 seklinde degerlendirildi. Arastirmada elde
edilen sonuglar GPD1 geni transkripsiyonunun biyometal iyon g¢esidine bagli olarak
farkli transkripsiuyon faktorleri ile kontrol edildigini ve bazi biyometal iyonlarmin

(6rnegin bakir) hiicre morfolojisinde anomaliye neden oldugunu gdstermistir.
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EK 1. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

1: Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz (YPD) (Tam Besiyeri)

10 g yeast ekstrakt ve 20 g pepton saf suda ¢6ziildii. Kat1 besiyeri (petriler) i¢in, sivi
besiyeri ortamma 20 gram/litre olusturacak sekilde Agar agar ecklendi ve 121°C
sicaklikta, 25 dk steril edildi. Karbon kaynagi olarak %20’lik stok ¢ozelti halinde glikoz
hazirlandi, 121°C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. Glikoz, kullanimindan 6nce
besiyerlerine son konsantrasyonu %?2 olacak sekilde ortama ilave edildi. Tam besiyeri S.

cerevisiae suslarinin transformasyon oncesi rutin iiremesi i¢in kullanildi.

2: Urasil Icermeyen Sentetik Tam Besiyeri (Sc-Ura)

Sc-Ura besiyerini hazirlamak i¢in 1.7 gram/litre Yeast Nitrogen Base (YNB), 5
gram/litre Amonyum siilfat distile suda ¢oziiliip, otoklavda steril edildi. Otoklavdan
sonra Sc-Ura amino asit karisimi1 1 gram/litre olacak sekilde saf suda ¢oziildii ve 0.45
mm’lik disk filtre ile steril edilerek verilen konsantrasyonlarda besiyerine eklendi.
Sc-Ura Kati besiyerleri igin 20 gram/litre olacak sekilde Agar agar ilave edildi. Glukoz
son konsantrasyonu %2 olacak sekilde %20’lik steril stok ¢ozeltiden deneydeki
kullanimdan hemen 6nce ilave edildi. Derepres sartlar i¢in son konsantrasyon %0.1

olacak sekilde steril glukoz ilavesi yapildi.

3: Lityum Asetat Cozeltileri (LM ve 0, 1M)
Lityum asetat (Molekiil agirligi: 102,02) 1M olacak sekilde saf suda hazirlandi ve 0,45
um por capli steril disk filtreler ile steril edildi. Maya transformasyonu i¢in kullanildi.

4: Polietilen Gilikol (%50 PEG)
Polietilen Glikol (PEG) (Molekiil agirligi: 3350) distile suda %50°lik stok ¢ozelti olarak
hazirlanip, 121°C’de 25 dk otoklavda steril edildi. Maya transformasyonu igin

kullanildi.

5: Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (%0, 1) ve Kloroform Cozeltileri
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Sodyum dodesil siilfat (SDS), steril distile suda % 0,1°lik stok ¢6zelti olarak hazirland.
Kloroform seyreltilmeden, dogrudan stoktan kullanildi. Bu ¢6zeltiler maya hiicrelerini

permeabilized ederek hiicre lizati hazirlamak i¢in kullanildi.

6: Lizis Tampon Cozeltisi ( Break Buffer)

Lizis Tampon Cozeltisinin (Break Buffer) Bilesenleri:
100 mM Tris. HCI (pH: 8)

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

%20 Gliserol

4 mM Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF).

7: B-Galaktozidaz Tampon Cozeltisi (Z Buffer)
Z Buffer icerigi:

60 mM NazHPOa4. 7H20,

40 mM NaH2POa. H20,

10 mM KCl,

1 mM MgSOs. 7TH20

50 mM B-Merkepto-etanol ¢ozeltisi

Yukarida belirtilen son konsantrasyonlarda, steril distile su ile hazirlanip +4°C’de

sakland1

8: Lowry Cozeltileri

I: Lowry A cOzeltisi:

20 g Na2CO3z ve 4g NaOH, toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile suda ¢oziildii.

1l: Lowry-B1 cozeltisi:

1 g CuSOg, toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile ¢oziilip, +4 °C’de
depolandi. I1I: Lowry-B2 cozeltisi:

2 g Sodyum potasyum tartarat, toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile
¢oziiliip, +4 C’de depo edildi. (Stok ¢ozelti)

1IV: Lowry-C cozeltisi:

Her deney igin, Lowry-A, Lowry-B1 ve Lowry-B2 stok c¢ozeltilerden belirlenen

konsantrasyonda taze olarak hazirlandi.
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Lowry-C Cézeltisinin Icerigi:
24,5 ml Lowry A,
250 ul Lowry B1,
250 ul Lowry B2.

9: ONPG (O-Nitrofenil g-D-Galaktopiranozid)
ONPG (Sigma N1127), en son konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde Z-tampon

¢oOzeltisi i¢cinde hazirlanip, +4°C’de saklandi.
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EK 2. B- Galaktozidaz aktivitesi hesaplanmasi

B-Galaktozidaz aktivitesi asagida verilen formiile gére hesaplandi.

Aktivite: (ODa2ox 1. 7/0. 0045)/(tx\VVXP)

ODa20: Sar1 rengin absorbansi

1. 7: Sar1 rengin bulundugu tiipiin hacmi (980uL Z buffer, 20uL lizat, 200uL ONPG,
500 uL NaCOs)

0,0045: ONPG’nin molar absorbsiyon katsayis1

t: B-galaktozidaz reaksiyon siiresi (dakika)

V: B-Galaktozidaz 6l¢iimiinde kullanilan hiicre lizatt hacmi (mL)

P: Hiicre lizatlarinin protein konsantrasyonlart (mg/mL)

B-Galaktozidaz aktivitesi biririmi, dakika basina hiicre lizatindaki 1 mg ¢6ziiniir protein
icindeki B-Galaktozidaz enzimince hidroliz edilen nmol ONPG (nmol ONPG/dk/ mg

protein) cinsinden verilmistir
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EK 3. Metal Iyon Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Biyometal iyonlar1 asagida verilen sekilde stok cozeltiler olarak deiyonize saf suda
hazirland1 ve 0.45 pm’luk membran filtre ile steril edildi. Metal iyonlar1 bu stok
cOzeltilerden materyal metod boéliimiinde verilen son konsantrasyonlari saglayacak

sekilde S. cerevisiae iireme ortamlarina ilave edildi (Schmidt ve ark. 2009).

a-) Cu?* (CuSO4. 5H20, Formiil agirhigi (FW): 249.69)

Son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde kullanildi. Stok: 100 mM’dir. 0.745 gr
CuSOa4. 5H20, 25 mL dH20’da ¢6ziildii. Bu 100 mM’lik stoktan 5 mL’lik kiiltiirler i¢in
50 pL eklendi ve 4 saat inkiibe edildi.

b-) Fe3* (Fe2(SO4)s. H20, Fw: 399.88)
Son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde kullanildi. Stok: 50 mM’dir. 0.5 gr
Fe2(SO4)s, 25 mL dH20’da ¢oziildii. Bu 50 mM stoktan 5 mL’lik kiiltiirlere 100 pL

eklendi.

c-) Zn?* (ZnClp, FW: 136.3)

Son konsantrasyonu 4.4 mM olacak sekilde kullanildi. Stok: 100 mM’dir. Stok Zn
¢ozeltisi hazirlamak igin 0.34 gr ZnCl> 25 mL dH.O’da ¢oziildi. Bu 100 mM’lik
stoktan 5 mL’lik kiiltiirlere 220 pL eklendi ve standart sartlarda 4 saat beklendi.

d-) Ca?* (CaClz, FW: 147.02)
Son konsantrasyonu 100 mM olarak kullanildi. Stok: 2 M’dir. 2 M stok hazirlamak icin
7.35 gr CaCly, 25 mL dH20’da ¢6ziildii. Bu 2 M stoktan 5 mL’lik kiiltiirlere 250 pL

eklendi ve 4 saat beklendi.

e-) Na?* (NaCl, FW: 58.5)
Son konsantrasyonu 400 mM olarak kullanildi. Stok: 4 M’dir. 4 M stok hazirlamak icin
11,7 gr NaCl, 50 mL dH20’da ¢oziildi. Bu 4 M stoktan 5 mL’lik kiiltiirlere 500 pL

eklendi ve 4 saat beklendi.
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