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OZET

Amag: Caligmanmin amact, model organizma olarak demire
direngli Saccharomyces cerevisiae mayast kullanilarak, demir
iyonlarimin tagiminmindan sorumlu genlerin demir diren¢ meka-
nizmasindaki roliiniin deneysel olarak arastirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Onceki calismalarimizda, demir direnci
kazandirilmis olan S. cerevisiae MSFE susu, bu ¢alismada
S. cerevisiae CEN.PK113-7D referans susu ile birlikte kullanil-
mustir. Referans sus ile karsilastirmalr olarak, MSFE’nin demir
tagimimuyla iligkili oldugu bilinen AFTI, FET3, FET4, COTI,
CCC1 ve ZRCI genlerinin anlatim diizeyleri; kontrol, diisiik (1
mM) ve yiiksek (15 mM) demir stresi altinda, ger¢cek zamanli,
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (q rt-PCR) yontemiyle
belirlenmigtir.

Bulgular: Incelenen genler arasinda, anlatim diizeyleri en ¢ok
farklilagsan gen FET3 tiir. Demire direngli MSFE susunda, 1mM
demir stresi varliginda bu genin anlatim diizeyi, kontrol kosu-
lundaki referans susununkinin yaklagik 16 katina, yiiksek demir
stresi (15 mM) varligindaysa yaklasik ii¢ katina ¢ikmugtir.
CCC1 ve COT1 genlerinin anlatiminda da genel olarak anlam-
It bir artis gozlenmigstir. AFT1 geninin anlatim diizeyleri, yiiksek
demir stresi varliginda azalirken, FET4 genininki ise diisiik
demir stresi varliginda artmistir. ZRC1 geni ise, yalnizca yiik-
sek (15 mM) demir stresi altindaki MSFE’de, kontrol kosulla-
rindaki referans susunun anlatim diizeyinin yaklagsik ii¢ katina
ctkmustir. Yiiksek demir stresi, MSFE’de ZRC1 gibi CCCI ve
COT1 genlerinin anlatiminda da ciddi bir artisa neden olmug-
tur.

Sonug: Gen anlatim diizeylerinin analizine dair bulgular, FET3
ve AFTI1 genlerinin demir direnci ve ortamdaki demir iyonlari
diizeyiyle iliskili oldugunu gostermektedir. Gen anlatim diizeyi
verileri, vakuole demir tasimimindan sorumlu CCC1 geninin ve
cinko ile kobaltin vakuole tasinimindan sorumlu ZRCI ve
COTI genlerinin de yiiksek demir stresi varliginda vakuole
demir tagimimi ve demir direnci ile iligkili olabilecegine isaret
etmektedir.

Anahtar kelimeler: Demir direnci, q rt-PCR, Saccharomyces cerevisiae

SUMMARY

Determination of Iron-Transport-Related Gene Expression
Levels in Acquired Iron Stress-Resistant Saccharomyces
cerevisiae Yeast Using Real-Time, Quantitative Polymerase
Chain Reaction (q rt-PCR)

Objective: The aim of this study was to investigate experimentally
the roles of iron transport-related genes involved in iron-resistance
mechanism, using the iron-resistant yeast Saccharomyces
cerevisiae as a model organism.

Materials and Methods: S. cerevisiae MSFE strain previously
made resistant to iron ion in our previous studies was used with S.
cerevisiae CEN.PK113-7D reference strain. The expression levels
of AFTI, FET3, FET4, COT1, CCC1 and ZRC1 genes known to be
related to iron ion transport were comparatively determined under
control, low (I mM) and high (15 mM) iron-stress conditions,
using real-time, quantitative polymerase chain reaction (q rt-PCR)
method.

Results: Among the investigated genes, FET3 had the highest
variation in expression levels. In the presence of 1 mM iron-stress,
FET3 expression increased in iron stress-resistant MSFE strain up
to about 16-fold of the reference strain under control conditions
whereas it increased to about three-fold at high (15 mM) level of
iron-stress. Generally significant increases were also observed in
CCC1 and COTI gene expression levels. AFTI expression levels
decreased under high iron-stress while those of FET4 gene
increased under low iron stress. ZRCI expression level increased
up to three-fold of the reference strain under control conditions in
MSFE grown only under high (15 mM) iron-stress. High iron-
stress resulted in a significant increase in CCCI and COTI gene
expression levels in MSFE, similar to ZRC1.

Conclusions: Gene expression analysis results showed that FET3
and AFTI genes are related to iron resistance and environmental
iron ion levels. Gene expression level data imply that CCClI,
responsible for vacuolar iron-transport, ZRCI, for vacuolar zinc-
transport, and COT1, for vacuolar cobalt transport which all may
be associated with vacuolar iron transport under high levels of
iron stress, and iron resistance.
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GIRIS

Pek cok metal, canlilarin yasamlarini siirdiirebil-
meleri i¢in gereklidir. Bu nedenle canlilar metal
iyonlarmin hiicre igine taginimi icin sistemler
gelistirmiglerdir. Ancak canlilarin metal iyonla-
rina yiiksek konsantrasyonlarda maruz kalmalari
ise toksisite ile sonuclanir.

Demir, hemen hemen tiim okaryotik organizma-
lar icin 6nemli bir yapisal elementtir. Ferrik
(Fe*) ve Ferroz (Fe**) oksidasyon diizeyleri ara-
sinda gecis yapabilmesi, demiri yiikseltgenme-
indirgenme reaksiyonlart i¢in Onemli kilar.
Yapisal demir bilesenleri; elektronlarin tasini-
mindan sorumlu; ferrodoksinler, Fe/S proteinle-
ri, heme proteinleri, siiperoksit dismutaz (SOD)
ve dioksigenazlarda bulunurt-.

Demir, reaktif radikallerle etkileserek DNA
hasarina, lipit peroksidasyonuna, protein siilf-
hidrillerinin azalmasina neden olabilir. Oksidatif
hasara neden olan hidroksil radikallerinin (¢\OH)
olusumunu, Fenton reaksiyonu ile saglar®.
Demir metabolizmasi insan saglig1 acisindan da
onemlidir. Kalitsal hemokromatozis ve anemi,
demire dayali temel hastaliklardandir. Anahtar
proteinlerin mutasyonlar1, hastaliklara neden
olmaktadir. Demirin taginmasi, algilanmasi,
metabolize edilmesi ve kullanimi ile iligkili
anahtar proteinlerin mutasyonlari sonucunda,
demir eksikligi veya agir1 alimu ile iligkili hasta-
liklar ortaya cikmaktadir®. Hemokromatozis
hastaliginin ilerlemesi ile, organlarda agir1 mik-
tarda demir birikimi gerceklesir ve bunun sonu-
cunda da seker, hepatoma, siroz, kardiyomiyo-
pati ve artrit gibi hastaliklar gelisebilir®.

Basit bir 6karyotik organizma olan Saccharomyces
cerevisiae mayasi, endiistriyel Oneminin yani
sira, insan da dahil olmak iizere, yiiksek Okar-
yotlara dair karmagik biyolojik stireclerin ve
bunlarla iligkili hastaliklarin molekiiler meka-
nizmalarini aydinlatmada da bir model organiz-

ma olarak 6nem tagimaktadir. S. cerevisiae’nin
genom dizisi tamamen aydinlatilmig olup,
memeli genom dizisinin %1’inden daha
kisadir®?. S. cerevisiae genomu, insan geno-
mundan 200 kat daha kiiclik ve Escherichia coli
genomundan dort kat daha uzundur. Maya geno-
mu oldukca kompakt bir yapidadir, genomun
%70’1 Acik Okuma Cergeveleri'nden (ORF)
olusmaktadir ve yiiksek Okaryot genomlarina
kiyasla genler arasi bosluk daha kisadir.
Kodlanmayan DNA icermez ve genlerin yalniz
%4’ intron igerir®?, Maya genomunun bu 6zel-
likleri ve genetik manipiilasyon kolayligi, genle-
rin fonksiyonlarini anlamak ve insan genomun-
daki homologlarini bulmak yoniinden avantaj
saglar. Mayada bazi metal homeostaz genleri
bulunmakta olup, bunlarin insan genomundaki
homologlar1 da mevcuttur. FET3 maya geni,
insan Hephaestin/Ceruloplasmin proteinlerini
kodlayan genler ile homologtur ve demir home-
ostazindaki multi-bakir ferroksidaz fonksiyo-
nundan sorumludur. Bu genlerdeki hasarlar,
insanlarda metal ile iligkili hastaliklarin olugsma-
sma yol agar®.

Organizmalar, yiliksek konsantrasyonlarda demi-
re cevap olarak, tasiyicit genlerin anlatimini
baskilayarak, diisiik kapasitede alim mekaniz-
masini ¢aligtirarak, metallerin hiicre digina tagi-
nimi icin tasarlanmig direng saglayicilarin anla-
timini arttirarak metal toksisitesi ile miicadele
ederler'”. Bir diger miicadele yonteminin ise
vakuollerde depolama (sequestration) seklinde
oldugu bilinmektedir'”. Metal iyonlarinin regii-
lasyonunda ve toksik metallerin detoksifikasyo-
nunda maya vakuolleri olduk¢a énemli rol oynar.
Ramsay ve Gadd"? 1997°de; vakuolii zedelen-
mis bir S. cerevisiae mutantinin Zn, Mn, Co ve
Ni’ye karsi hassasiyetinin arttifint ve metal
biriktirme kapasitesinin diistiiglinii gdstermisler-
dir.

Aftl proteini, demir alimi ve homeostaz ile ilig-
kili genleri diizenleyen bir transkripsiyon fakto-
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riidiir. Demir yoksunlugunda, Aftlp cekirdekte
konuslanip, DNA’da diizenleyici bolgeye bagla-
nir ve demir alimi ile homeostazindan sorumlu
olan genlerin transkripsiyonunu indiikler.
Demirin yliksek konsantrasyonlarda mevcut
oldugu tersi durumlarda ise, aftlp sitoplazmada
konuglanmaktadirt'?.

Diisiik afinitede, hiicresel demir miktarina gore
diizenlenme az iken, yiiksek afinite demir tagima
sisteminde hiicresel demir miktar1 ile diizenlen-
me oldukca fazladir. Hiicreler, demirin ¢ok oldu-
gu ortamlarda, demir alimi i¢in diisiik afinite
tagima sistemini kullanirlar. Fe* fizyolojik
pH’da Fe*’dan cok daha fazla ¢oziiniir. Bu
nedenle, hiicreler demiri elde etmek amaciyla
ferr6z demiri ferrik demire indirgerler.
S. cerevisiae FREI ve FRE?2 tarafindan kodlan-
mis olan iki protein tarafindan ferrik indirgeme
saglanir®.

Yiiksek afinite demir tagima sistemi, demir mik-
tart tarafindan diizenlenir. Cevresel demirin az
oldugu durumlarda, yiiksek afinite demir tagima
sistemi indiiklenir. Bu yliksek afinite demir alim
sistemi, maya hiicrelerinin cogunda agirlikli ola-
rak kullanilir®. Bu mekanizma ¢oklu bakir oksi-
daz (multicopperoxidase)-Fet3 ile Fe*’nin
Fe’*’ya oksidasyonu ve Fe**’nin Ftrl-permeaz
ile hiicre zarindan gegirilmesi ile olur. Fet3p ve
Ftrlp proteinlerini kodlayan FET3 ve FTRI
anlatimi, Aftlp tarafindan siki bir sekilde
diizenlenmektedir®. ATP bagimli olmayan trans-
membran tasiyict ‘Fetdp’ ise, diisiik afinite
demir alimi sisteminden sorumludur. Fetdp
demir homeostazinda yalnizca sinirli bir rol
oynar®,

Bu calismanin amaci, okaryotik bir model orga-
nizma olan S. cerevisiae mayast kullanilarak
canlilarda demir iyonlarina olan tepki ve diren-
cin molekiiler mekanizmasini aydinlatmaya
yonelik; demir iyonunun taginimu ile ilgili genle-
rin anlatim diizeylerinin, demire diren¢ kazandi-
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rilmig ve kontrol (referans) maya suslarinda
karsilastirmali olarak belirlenmesidir.
S. cerevisiae mayasinda demirin hiicreye alimi
ve tasinimi ile iligkili olduklar: literatiirde yer
alan genler Sekil 1°’de sematik olarak gdsteril-
misgtir. Bu genlerin (AFTI, COTI, CCCl, ZRCI,
FET3 ve FET4) anlaim diizeylerindeki artig
veya azalmalar; demirin hiicre ici taginimi ve
ozellikle de kazanilmig demir direnci hakkinda
molekiiler diizeyde 6nemli bilgiler saglayabile-
ceginden otiirii, bu genlerin anlatim diizeyleri,
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (q-PCR)
kullanilarak belirlenmistir.

GEREC ve YONTEM
Yazilimlar ve Web adresleri

Bu calismada, asagidaki yazilimlar ve web
adreslerinden yararlanilmigtir:
* Primer3Plus: Primer tasarimi i¢in kullanil-

mugtir. (http://www bioinformatics.nl/cgi-bin/
primer3plus/primer3plus.cgi)

* Saccharomyces cerevisiae veribankast:
S. cerevisiae’nin 1ilgili gen verileri i¢in bu
veritabanindan yararlanilmigtir. (http:/www.
yeastgenome.org/)

* LightCycler® 480 Software: g-PCR cihazinin
yazilimidir. Software Version 1.2.

Maya Susu, Besiyeri, Kiiltiir Kosullari

Saccharomyces cerevisiae CEN.PK113-7D
(MATa, MAL2-8c, SUC2) susu Dr. L. Benbadis
(Toulouse Universitesi, Fransa) tarafindan sag-
lanmis ve bu ¢alismada referans sugu (905) ola-
rak adlandirilmistir. MSFE adli 35mM demir
stresine direncli S. cerevisiae susu ise; tersine
metabolik miihendislik yaklagimiyla, referans
susunu siirekli olarak artan demir iyonlar1 varli-
ginda kiiltiire ederek, arastirma grubumuz tara-
findan daha Onceki c¢aligmalarimizda elde
edilmigstir™. Maya kiiltiirlerinin gelismesi i¢in;
%2 dekstroz, %0.5 amonyum siilfat, %0.17
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maya azot bazi (amino asitsiz) ve kati besiyeri
icin %2 agar iceren Maya Minimal Besiyeri
(YMM) kullanilmistir. Maya kiiltiirleri, 100 ml
YMM igeren 500 mI’lik Erlenmeyer siselerinde,
30°C sicaklik ve 150 devir/dak karistirma hizin-
da (Certomat® SII Sartorius, Almanya) iiretil-
migtir. Kiiltlirlerin gelisimi, spektrofotometrik
(Shimadzu UV-1700, Japonya) olarak, 600 nm
dalga boyunda yapilan diizenli optik yogunluk
(OD,,,) olgiimleriyle izlenmigtir. Maya kiiltiirle-
ri, hacmen %30 oraninda gliserol igerisinde,
-80°C’de (Sanyo, Japonya) uzun siireli olarak
saklanmistir.

Primer Tasarimm

Caligsmada incelenen genlerin anlatim diizeyleri-
nin analizi i¢in, her bir gene 6zgii primer tasari-
m1 “Primer3 Plus Software” ve “Amplify3 -
3.1.4 versiyonu - MacOS X” yazilimlar1 kullani-
larak gerceklestirilmistir. Bu genlere ait primer
dizileri Tablo 1°de gosterilmistir.

Total-RNA 1izolasyonu, Konsantrasyon ve
Saflik Tayinleri

Referans susu 905 ve demire direncli mutant sus
MS8FE’nin -80°C’deki stok kiiltiirleri maya mini-
mal besiyerinde 24 saat inkiibe edilmisgtir. Ertesi
giin bu onkiiltiirler, 100 mI’lik Erlenmeyer sise-
lerindeki O mM (kontrol), 1 mM ve 15 mM
NH,Fe SO, igeren 20 ml maya minimal besiyer-
lerine, kiiltiirlerin baslangi¢ OD,, degerleri sifir
tam yiizde yirmi bes olacak sekilde ekilerek
30°C, 150 dev/dakikada inkiibe edilmistir.

Tablo 1. Primer dizileri.

Gen ad1 ileri primer dizisi Geri primer dizisi
5->3) 5>3)
ACT1(kontrol) ctttcaacgttccagectte tcaccggaatccaaaacaat
AFT1 atgcatctaaaaggccatge ggcagtggcaagatttcatt
COT1 geatggtgtgtttcttcacg ggaagccttgecacgatagag
CCC1 actaaagaacgcagtggtga tcatgecttgaactattget
FET3 acggtgtgaattacgectte ttggaaagcgtgaccatgta
FET4 aactgcctgtggaaaattgg ttctecggtgtaaggtggag
ZRC1 aagaaattcaaaacccaagg  catgatcgtggaacaaaaat

Kiiltiirlerin OD600 degerleri iice ulastiginda,
“High Pure RNA Isolation Kit” (Roche, 1svigre)
kullanilarak RNA izolasyonu yapilmis ve elde
edilen total-RNA’lar -80°C’de saklanmuistir.
Referans susu 905 ve demire direncli mutant
MS8FE’nin kontrol ve demir (1 ve 15 mM
NH,Fe,SO,) stresi kogullarinda tiretilmis kiiltiir-
lerinden izole edilen total-RNA’larin konsant-
rasyonlar1 ve saflik dereceleri spektrofotometrik
olarak (NanoDrop 2000, Thermo Scientific,
ABD) 6l¢iilmiistiir.

RT-PCR ile cDNA Sentezi

Reverse transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyo-
nu ile her bir Kkiiltire ve kosula ait total-
RNA’lardan cDNA sentezi “Transcriptor First
Strand ¢cDNA Synthesis Kit” (Roche, Isvigre)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Daha ©nce
Olciilmiis olan total-RNA konsantrasyon deger-
leri kullanilarak, cDNA sentezi Oncesinde her
bir 6rnegin RNA konsantrasyonu 1 pg/uLl’ye
esitlenmis ve bunu takiben reverse transkriptaz-
polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirilmisgtir.
Reaksiyonda 50 pmol/uL anchored-oligo(dT)
primerler kullanilmistir.

Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(q-PCR) ile Genlerin Anlatim Diizeylerinin
Analizi

Calismada incelenen genlerin anlatim diizeyleri,
LightCycler® 480 (Roche, Isvigre) cihazi ile
“LightCycler® 480 SYBR Green I Master
(Roche, Isvicre) kiti kullanilarak belirlenmistir.
Kontrol geni (housekeeping gene) olarak, maya
calismalarinda siklikla tercih edilen, beta-aktin
(B-actin, ACTI) geni kullanilmigtir. Her bir
hedef gen ve kontrol geni icin uygun amplifikas-
yon sicakliklart optimize edildikten sonra, stan-
dart egri (standard curve) grafigi olusturulmus-
tur. Standart egri grafikleri olusturulurken verim-
liligin (efficiency) iki civarinda, hatanin (error)
sifir tam onda ikinin altinda ve egimin [-3,2] —
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[-3.4] (slope) deger araliginda olmasina 6zen
gosterilmigtir’>, Relatif gen anlatimlarmin anali-
zi, kargilagirmali C, metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir'®. Ug biyolojik yinelemeden
elde edilen C, degerlerinden hesaplanan ortalama
2-ACT degerleri kullanilmig, standart sapmalar
hesaplanmistir. Relatif ekspresyon diizeyleri, her
2-%T degerinin referans sugu 905’in kontrol kosul-
larindaki 24T degerine boliinmesiyle elde edil-
migtir. Reaksiyon spesifitesini belirlemek i¢in her
deneme sonrasi erime egrisi analizi (melting
curve analysis) yapilmigtir. Kullanilan gq-PCR
programi her bir gene spesifik primer dizileri i¢in
ayr1 ayr1 optimize edilmis olmakla birlikte, genel
hatlariyla Tablo 2°de gosterilmisgtir.

Tablo 2. Gen anlatim analizlerinde kullanilan q-PCR prog-
rami.

Sicaklik (°C)  Siire Tekrar sayisi

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 46(1):8-17, 2016

rin anlatim diizeylerinin analizi i¢in bu genlere
0zgii primerler tasarlanmigtir. Referans susu 905
ve demire direncli MSFE susu, demir stresi icer-
meyen (kontrol) kosullarda ve 1 mM ile 15 mM
demir stresi iceren kosullarda kiiltiire edilerek,
total RNA izolasyonlar1 gergeklestirilmis ve
spektrofotometrik olarak ol¢iilen total-RNA
konsantrasyonlar1 kullanilarak cDNA’lar elde
edilmistir. cDNA sentezi 6ncesinde her bir drne-
gin RNA miktarlar esitlenerek rt-PCR reaksiyo-
nu gerceklestirilmigtir. Tiim CT degerleri, kont-
rol geni olan beta aktine (ACTI) ait C degerle-
rine gore normalize edilmistir. Tablo 3’te genle-
rin 2T degerleri gosterilmektedir. Her deney
kosulu i¢in gen anlatim diizeyleri, referans susun
kontrol kosullarindaki gen anlatim diizeyine gore
normalize edilmis ve 24T olarak Sekil 2 ve Sekil
3’de grafiksel bicimde ifade edilmistir.

On-inkiibasyon 95 10 dk. 1 Tablo 3. Anlatim analizi yapilan genlerin 2-*" ortalama degerleri.
Amplifikasyon 905 MSFE 905 MSFE 905 MSFE
Denaturasyon 95 10s 45 Kontrol Kontrol 1mM 1mM 15mM 15mM
Baglanma 56 18s Demir Demir Demir Demir
Polimerizasyon 72 20s stresi  stresi  stresi  stresi
Erime 95 5s 1 AFT1 0.0861 0.1162 0.0912 0.0782 0.0355 0.0469
65 1 dk. FET3 0.0330 0.0561 0.1350 0.5395 0.0715 0.0939
97 - FET4 0.0519 0.0401 0.0675 0.0904 0.0395 0.0514
) COT1 0.0230 0.0284 0.0597 0.0419 0.0199 0.0801
Soguma 40 10's 1 CCC1 00127 00159 0.0360 00195 00165 0.0792
ZRC1 0.0256 0.0214 0.0329 0.0195 0.0166 0.0701
BULGULAR

Deneysel caligmalarin 6ncesinde, S. cerevisiae’de
demir taginimi ve direncine iligkin kapsamli bir
literatiir taramasi1 yapilmis ve demir alim meka-
nizmasi ile iligkili olan genler (AFTI, FET3,
FET4, COTI, CCCI ve ZRC1) tespit edilmigtir.
Daha sonra g-PCR yo6ntemi ile bu genlerin anla-
tim diizeyleri; referans sus ve demire direncli
susta, gerek kontrol gerekse demir stresi kosul-
larinda kargilastirilmali olarak belirlenmistir.

Gercek Zamanh-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Real time-PCR) ile Genlerin Anlatim
Diizeylerinin Analizi

Demir alim mekanizmasi ile iligkili olan genle-
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Incelenen genler arasinda anlatim diizeyi en ¢ok
farklilagan gen FET3’tiir. Diisiik demir stresi (1
mM) varhiginda FET3 geninin anlatim diizeyi,
kontrol kosullarindaki referans susunun anlatim
diizeyinin, referans susta yaklasik dort katina,
MSFE susunda ise yaklasik 16 katina ¢ikmuigtir.
Yiiksek demir stresi (15 mM) varliinda ise
FET3’ilin anlatim diizeyi; kontrol kogullarindaki
referans susunun anlatim diizeyinin, referans
susta yaklasik iki, M8FE susunda ise yaklagik ii¢
katia ¢ikmustir (Sekil 2).

Anlatim diizeyleri en ¢ok farklilagan ikinci gen
ise CCCI genidir. Diisiik demir stresi (1 mM)
varliginda bu genin anlatim diizeyi; kontrol
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Sekil 1. Saccharomyces cerevisiae hiicre ici demir tasinimu ile iliskili genlerin sematik gosterimi.

kosullarindaki referans susun anlatim diizeyi- kontrol kosullarindaki referans susun anlatim
nin, referans susta yaklasik iic katina, MSFE’de diizeyinin MSFE’de yaklagik iic bucuk katina
ise yalnizca yaklasik 1.5 katina c¢ikmigtir. cikarken, referans susta ise onemli bir degigim
Ancak yiiksek demir stresi (15 mM) varligin- gozlenmemistir (Sekil 3).
da CCCI anlatim diizeyi; kontrol kosullarin-
daki referans susun anlatim diizeyinin, AFTI, FET4 ve ZRC] genlerinin anlatim diizey-
MSFE’de yaklagik alti katina cikarken, refe- lerinde 6nemli bir farklilasma gdzlenmemistir.
rans susta ise onemli bir farklilasma goriilme- AFTI geninin anlatim diizeylerinin yiliksek demir
migtir (Sekil 3). stresi (15 mM) varliginda, gerek referans susta
gerekse MSFE’de genel olarak azaldigi goriil-
Anlatim diizeyleri en ¢ok farklilagan {igiincii miistiir. FET4 geninin anlatimu ise, diigiik demir
gen, COTI genidir. Diisiik demir stresi (1 mM) stresi varliginda artmigtir. ZRC1 geninin anlatim
varliginda COT! anlatim diizeyi; kontrol kosul- diizeyi ise, yalnizca 15 mM demir stresi altinda-
larindaki referans susun anlatim diizeyinin, refe- ki MS8FE’de, kontrol kosullarindaki referans
rans susta yaklagsik ii¢ katina, MSFE’de ise yak- susunun anlatim diizeyinin yaklagik {i¢ katina
lagik iki katma ¢ikmustir. Yiiksek demir stresi cikmig, bunun diginda ise belirgin bir farklilag-
(15 mM) varliginda ise, COTI anlatim diizeyi; ma gdstermemistir.
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Uygulanan Demir Stresi

Sekil 2. AFT1, FET3, FET4 genlerinin kontrol kosullarindaki referans susa (905) gore normalize edilmis 2-**°T degerleri.

TARTISMA

Mikroorganizmalar metal toksisitesine karsi
direnci, metalleri hiicre icine almayarak (sakin-
ma, avoidance), metallerin hiicre disina pompa-
lanmasini arttirarak, hiicre diginda kompleksler
olusturarak, bu metal iyonlarin hiicre icinde
selatlanmasi veya bu iyonlarin vakuollerde birik-
tirilmesi ile saglar (sequestration)!V.

S. cerevisiae hiicrelerinde demir alim mekaniz-
masi, DNA’ya baglanan bir protein olan Aftlp
ile siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Ortamda
demir kisith iken, Aft]l demir alimindan sorumlu
bir grup geni aktive eder. Bunun yani sira demir
varliginda AFTI geni demir tarafindan inhibe
edilir ve Aftlp tiretimi durdugu i¢in kontrol etti-
§i elemanlara baglanamaz. Bu bilgilerin 15181n-
da, yiiksek konsantrasyonlardaki demir varligin-
da (15 mM demir stresi), AFT/ geninin anlatim
diizeyinin referans sug ve hatta demire direncli
mutant sus igin azalmasi beklenebilir®. Sekil
2’deki g-PCR sonuclarinda da goriildiigii tizere,
demir stresi diizeyi yliksek oldugunda (15 mM)
AFTI geninin anlatim diizeyi 6zellikle demire
direncli MSFE susunda kontrol kosullarina gore
onemli dl¢iide daha diigtiktiir.
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AFTI geninin kontrolii altinda olan ve ortamda-
ki demir konsantrasyonu ile sikica iligkili olan,
yliksek afinite demir alim mekanizmasindan
sorumlu FET3 geninin anlatim diizeyi, ortamda
1 mM demir stresi bulundugunda MSFE’de refe-
rans sus 905’inkinin dort katidir (Sekil 2).
Mikroorganizma, dogasi geregi ortamda bulu-
nan az miktarda demiri alma egilimi gosterdigi
icin, yliksek afinite demir taginimindan sorumlu
olan FET3 geninin anlatim diizeyinin yiiksek
olmasi beklenen bir sonugtur. Buna gére demir
stresine direncli sus MS8FE, FET3 genini 905’
gore daha fazla ifade ederek demir gereksinimi-
ni olasilikla daha yiiksek diizeyde karsilayabil-
mektedir. Ancak, ortamda yiiksek diizeyde (15
mM) demir varken FET3’lin anlatimi, MSFE’de
kontrol kosullarina gére onemli 6l¢iide degisme-
migtir. Bu durum, yiiksek afinite demir tasini-
mindan sorumlu olan FET3 geninin anlatiminin
artan demir konsantrasyonu ile inhibe olmasi ile
agiklanabilir?.

Diisiik afinite demir alimindan sorumlu FET4
geninin anlatiminin 1 mM ve 15 mM demir stres
diizeylerinde kontrol kogsullarina gore daha yiik-
sek olmast beklenilen bir durumdur, ancak yiik-
sek demir konsantrasyonunda (15 mM) bu gen
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daha yiiksek bir anlaim gostermemistir (Sekil
2). Bunun nedeninin ortamda yiiksek diizeyde
bulunan demir iyonlar1 ile inhibe olan AFT]
azalmast  oldugu

geninin  anlatiminin

diisiiniilmektedir®.

Demir stresi ile basa ¢ikabilme yollarindan biri
olan, demir iyonlarim1 hiicre ici vakuollerde
depolama davraniginin, mutant birey MSFE’deki
varligini incelemek amaciyla, COTI, CCCI ve
ZRC] genlerinin anlatim diizeyleri, q-PCR y6n-
temi ile analiz edilmistir.

Stadler ve Schweyen’in!® 2002°de belirttikleri
iizere, ortamdaki kobalt stresi S. cerevisiae’de
Aftl birikimine ve dolayli olarak da demir alim
mekanizmasi ile iligkili genlerin aktive olmasina
yol acar. Ayn1 zamanda AFTI geni silinmis
S. cerevisiae’nin kobalta karg1 hassasiyet goster-
digi, AFTI gen anlatimi artirtlmig mutantlarin
ise kobalta kargt diren¢ gosterdikleri
goriilmiistiir'”. AFTI geninin demir alim meka-
nizmast ile iligkili olmasinin yan: sira kobalt
stres tepkisi ve direnci ile de iligkili oldugu, gru-
bumuzca da gosterilmistir®.

Bu bilgiler 1s181nda, S. cerevisiae’de kobaltin
vakuol membran taginimindan sorumlu olan
COT1 gen bolgesinin, aynt zamanda demirin
vakuol taginimindan da sorumlu olabilecegi
diisliniilmiis ve bu nedenle COT! geninin anla-
tim diizeyleri de incelenmisgtir: Sekil 3’te goriil-
diigii iizere, yliksek demir stresi diizeyinde
MSFE’in COTI anlatim diizeyi 6nemli ol¢iide
artmistir. Ortamda kobalt stresi olmamasina rag-
men, 15 mM demir stresi iceren ortamda COT/
geninin anlatiminin M8FE’de belirgin diizeyde
artmasi dikkat ¢cekmigtir.

Demirin vakuole taginimindan sorumlu olan
CCC1 geninin anlatim diizeyi, 15 mM demir stre-
si kosullarinda MSFE susunda belirgin bir artis
gosterirken, 1 mM demir stresi kosullarinda ise
kontrole gore daha az bir artig gostermistir (Sekil
3). Bu durumda, artan demir stresi varliginda,
MS8FE’nin demiri vakuollerde biriktirmeye devam
ettigi, ancak referans susun demir biriktirme egi-
liminden vazgectigi sonucuna varilabilir®".

Lin ve ark.’nn® 2009°da yaptigi ¢alismada,
gosterdigi tizere; ZRClp adli ¢inko vakuol tagi-
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Sekil 3. CCC1,ZRC1, COT1 genlerinin kontrol kosullarindaki referans susa (905) gore normalize edilmig 2-*" degerleri.
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yicisindaki tek bir amino asit mutasyonu, demir
substratina afinite saglamistir. Bu durum goz
oniine alindiginda, ZRC/ geninde gergeklesebi-
lecek birtakim mutasyonlarin, daha 6nce elde
edilmis olan demir stresine direng¢li mutant birey
MSFE’de mevcut olabilecegi veya bazi regula-
tor proteinler ile anlatiminin, gerektigi durum-
larda referans susa gore daha fazla gerceklesebi-
lecegi olasiligr g6z Oniine alinmig ve anlatim
diizeyleri incelenmistir. ZRCI gen anlatimi
diizeyi 1 mM demir stresi kosulunda, kontrol
kosullarina gore MS8FE’de daha az iken, 15 mM
demir stres diizeyinde ise yaklasik ii¢ kat daha
fazladir (Sekil 3).

Bu sonuglar goz Oniine alindiginda, demirin
vakuole tasiniminda rol aldig1 diisiiniilen COT1,
CCClI ve ZRCI genlerinin 15 mM demir stresi
diizeyinde, kontrol ve 1 mM demir stres diizeyi-
ne kiyasla yaklagsik ii¢ ila dort kat daha yiiksek
olan anlatimi, yliksek demir stresi kosullari
altinda MSFE mutantinin; (sakinma) sequestra-
tion mekanizmasini kullanip, fazla demiri vaku-
ollerde depolayarak hayatta kaldigina isaret
etmektedir. Yapilacak detayli fizyolojik, trans-
kriptomik ve proteomik analizler, demir stresine
direncli maya mutanti MS8FE’nin direng meka-
nizmasinin molekiiler altyapisinin aydinlatilma-
st yolunda 6nemli veriler saglayabilecektir.
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