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Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

DamGman: Prof. Dr. Sezai TURKEL

Telomerler Okaryotlarda kromozom uclarinda bulunan 6zel yapilardir. Telomerlerin
replikasyonu DNA polimeraz tarafindan degil 6zel bir enzim kompleksi olan telomeraz
tarafindan yapilir. Telomerlerin tam olarak replike olmas1 6karyotlarda genom stabilitesi
icin 6nemlidir. Telomeraz enziminin diizenleyici alt birimlerinden birisi de EST3diir.
EST3 geni ifadesi translasyonun devami sirasinda programli ribozomal frameshift
(PRF) ile kontrol edilmektedir. Telomer uzunluklarimin ¢eGitli stres faktorleri ve lireme
ortam1 koGullaria gore degiGtigi bilinmektedir. Bu araGtirmada S. cerevisiae“da iireme
ozelliklerine onemli etkisi olan azot sinyal iletim yolu ve bazi stres koGullarinin
telomeraz alt birimi olan EST3 gen ifadesinde PRF oranina etkileri incelendi. EST*de
PRF oraninin duragan fazdaki hiicrelerde yaklaGik %50 daha az oldugu bulundu.
Pseudohifsel lireme aGamasinin ise EST3 PRF oraninda 4 kat azalmaya yol actigi
bulundu. Normal ortamda %14.78 olan PRF oraninin pseudohifsel liremede %4.39"a
diGtigii tayin edildi. Farkli azot kaynaklarinda iiremenin de PRF oranma azot
kaynagina bagl olarak diiGiik seviyede etki ettigi bulundu. Amonyum gibi tercih edilen
azot kaynaginda %14.78 olan PRF oranin iire ortaminda %11.82%e diGtigii tayin
edildi. Etanol stresi uygulanan maya hiicrelerinde PRF oraninin %10.78 e azaldig1 tayin
edildi. Kafein“in ise PRF oranim1 énemli dl¢lide azalttigi ve bu oranin %8.9%a indigi
bulundu. Karbon kaynagi olarak etanol verilen hiicrelerde ise PRF oraninin yaklaGik
%1“e kadar azaldig1 tayin edildi. Elde edilen sonuglar EST3*“de PRF oraninin {ireme
koGullarina gore kontrol edilebildigini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: S. cerevisiae, Programli ¢erceve kaymasi, Azot sinyal yolagi,
Telomeraz, Translasyonel control, EST3.

2016, VIII + 41 sayfa
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF NITROGEN SIGNALING PATHWAY ON
THE PROGRAMMED RIBOSOMAL FRAMESHIFT RATE IN EST3 GENE
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Telomeres are the special structures located on the ends of the chromosomes.
Replication of telomeres is carried out by speciel enzyme, telomerase complex, not by
DNA polymerase. Complete and the full length replication of telomere ends are the
crucial factors for genome stability in eukaryotes. EST3 is one of the regulatory subunits
of telomerase enzyme. The expression of EST3 is regulated by the programmed
ribosomal frameshift (PRF) during translation elongation stage. It is known that
telomere lenghts are regulated by stress factors and the growth conditions. In this
research, the effect of nitrogen sources, stress factors and the growth conditions on the
PRF rate was investigated. It was found that the PRF rate decreases 50% in the
stationary stage. Moreover, PRF rate decreased at least 4-fold in in the pseudohypeal
growth conditions. While the PRF rate is 14.78% in normal conditions, it decreased to
4.39% in pseudohypeal growth. Growth on different nitrogen sources had low level
effects on the PRF rate, depending on the nitrogen sources. While the PRF rate is
14.78% in ammonia containing medium, it decreases to 11.82% in urea medium. PRF
rate decreased to 10.78% in ethanol stress applied cells. Furthermore, caffeine had a
significant effect on the PRF rate and PRF rate decreased to 8.9% in caffein applied
cultures. When ethanol is present as the sole carbon and energy source PRF rate
decreased to 1%. Overall, this result indicated that PRF rate of EST3 can be controlled
depending on the growth conditions.

Keywords: S. cerevisiae, Programmed ribosomal frameshifting, Nitrogen signaling,
Telomerase, Translational regulation, EST3.
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1. GGRGg

S. cerevisiae genom yapisi, tretimde sagladigi avantajlar ve kolaylikla genetik degiGim
yapilabilmesi gibi teknik dstlinliikleri dolayisyla Okaryotik molekiiler genetik
araGtirmalarinda kullanilan 6nemli bir model organizmadir. Genomu sekanslanan ilk
Okaryot olma oOzelligi taGir. S. cerevisiae bu araGtirmanin konusu olan telomer
yapilarinin da araGtirildigr ilk organizmadir. S. cerevisiae“nin da model organizma
olarak kullanildig1 6karyotlarda telomer yapilarinin aydinlatilmasi ile ilgili ¢aliGmalar
2009 yilinda “Nobel Fizyoloji veya Tip Odiilii” ile odiillendirilmiGtir. Elizabeth
Blackburn, Carol W. Greider, ve Jack W. Szostak telomer yapilarinin aydinlatilmasi ve
telomerazlar ile ilgili ¢aliGmalar1 dolayisiyla 2009 yilinda Nobel Tip 6diili alan
araGtirmacilardir (Szostak ve Blackburn, 1982) .

Okaryotik kromozomlarda telomer replikasyonu ve telomer uzunluklarinin korunmasi
kromozomlarin korunmasi ve genomun devamliligi icin olduk¢a Onemlidir.
Telomerlerdeki kisalma yaGlanmanin genetik nedenlerinden birisidir. Bu nedenle
telomer replikasyonu ile ilgili molekiiler ¢aliGmalar 6nem kazanmaktadir. S.
cerevisiae“da telomeraz enzimi ¢ok alt birimden oluGur. S. cerevisiae“da telomer
replikasyonu ve telomerlerin korunmasi ile ilgili olarak 400 gen bulunur. Bu genlerden
telomeraz enzimini oluGturanlarda mutasyon oluGtugunda telomerlerin siirekli kisaldigi
gorilmi@G ve bu nedenle de telomeraz enzim kompleksindeki peptidlerin kodlandigi
genler Ever Shorter Telomere (EST) adi verilmiGtir. Bu araGtirmada kontrol
mekanzimasi incelenen Est3p de telomeraz enziminin diizenleyici alt birimidir, EST3
geninden kodlanmaktadir. EST3 geni ifadesinin translasyonun devami sirasinda +1
programli ribozomal c¢er¢eve kaymast (PRF) ile kontrol edildigi bulunmuGtur.
Telomerlerin replikasyonu ve uzunluklarin iireme koGullarina bagli olarak uzadig
veya kisaldigi bilinmektedir. Bazi stres faktorlerine maruz birakildiginda telomer
uzunluklarinda 6nemli degiGiklikler rapor edilmiGtir. Bu araGtirmada da EST3 gen
ifadesinde PRF“¢ bazi tireme koGullarimnin etkileri incelenmiGtir. Elde ettigimiz sonuglar
EST3“de PRF oraninin 6zellikle duragan fazda ve pseudohifsel liremede ¢ok azaldigi

gostermektedir.



2. KAYNAK OZETLERG

2.1. S. cerevisiae’nin Genetik Yapisi

S. cerevisiae tomurcuklanma (budding) ile ¢ogalan Onemli bir Okaryotik model
organizmadir. Okaryotlarda temel genetik ve hiicresel olaylarin molekiiler ve
biyokimyasal temellerini aydinlatmak i¢in bircok araGtirmada yaygin olarak
kullanilmaktadir. S. cerevisiae ii¢ ¢eGit hiicre olarak bulunabilir, bunlar haploit MATa
ve MATa hiicreleri ile diploit MATa/a hiicreleridir. Haploit MATa ve MATa
hiicrelerinin uygun koGullarda eGleGmesi ile diploit hiicreler meydana gelir. Diploit S.
cerevisiae hiicreleri de olumsuz Gartlarda sporulasyona ugrayip tekrar haploit maya

hiicrelerini meydana getirir (gekil 2.1) (Feldman, 2012).

Saccharomyces cerevisiae haploit S. cerevisiae genomunda 16 kromozom bulunur.
Kromozomlar Pulse Field elektroforez ile kolayca ayriGtirilabilir. Ayrica yeast
genomunda 2 mikron plazmiti, RNA viriisleri, ve Ty elementleri (Transposon Yeast)
bulunmaktadir (Feldman, 2012).
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gekil 2.1. S. cerevisia“nin yaGam dongiisii (Duina ve ark. 2014).



S. cerevisiae“nin haploit laboratuvar suGlariin birgogu tam olarak sekanslanmiGtir,

12.500 kb¢ uzunlugundadir. Protein kodlayan genler yaklaGik 6600 adettir. Bu
genlerden yaklaGik %76 “nin iGlevi bilinmektedir. Genellikle maya genomda daha az
intron bulunur, bu da genom yapisinin ¢ok yogun oldugunu (compact genom)
gostermektedir. Protein kodlayan genlerinde intron yiizdesi %3.8 olarak belirlenmiGtir.
Genler aras1 mesafe de (200-1000 bg) insan genomu ile karGilaGtirildiginda ¢ok kisadir
(Goffeau ve ark. 1996). S. cerevisiae“da bulunan genlerin yapisal 6zellikleri ve kontrol
mekanizmalart ile ilgili kapsamli araGtirma sonuglart Genome Data Base (SGD) adli
veri tabaninda bulunur ve kolaylikla eriGilebilir (Cherry ve ark. 2012). SGD
vertabaninin sagladig bilgiler ve yapisi ile karyotik genetik caliGmalarinda 6nemli yer

tutar (Cherry ve ark. 2012; Winzeler ve ark. 1999)

2.2. Maya Genetigi Terminolojisi

S. cerevisiae kromozomlar1 biiyiikliiklerine gore alfabetik olarak siralanniGtir. 16
kromozomdan en kisa kromozomu 240 Kbg olup en uzun kromozom da yaklaGik 2000
Kbg kadardir. S. cerevisiae genlerinin adlandirilmasinda 3 harf sistemi kullanilir. Her
genin hem geleneksel, fenotip ile ilgili bir veya birden ¢ok adlandirilmast ve bir de
sistematik adi vardir. Ornek olarak araGtirmamizda incelenecek olan EST3 geninin
adlandirilmas verilecektir. EST3 geni mutasyon sonucu telomerlerde siirekli kisalma
oldugundan Ever Shorter Telomere 3 geni (EST3) olarak adlandirlmiGtir. Sistematik ad1
ise YILOO9C “dir. Y: Yeast“in kisaltilmasidir. I: I-kromozomu (Kromozom 9), L veya R:
Kodlama bolgesinin sentromere gore sag veyasol tarafta oldugunu, C veya W: ilgili
genin Watson veya Crick zincirinde olup olmadigint (EST3 Crick zincirindedir). 009 ise
ilgili genin sentromerden sonra  kaginci gen  oldugunu  gosterir
(http://www.yeastgenome.org). Gen adlar italik verilir, EST3 gibi. Genlerden kodlanan
proteinleri gen isimlerinden ayirt etmek igin ise “p” kullanilir. Ornek: EST3, gen ismini
ifade eder, Est3p ise proteini ifade eder. Gen delesyonlar1 A ile gosterilir, 6rnek Aest3,
EST3 geni delesyonu demektir. Gen flizyonlar1 da EST3::HIS4 Geklinde verilir. Burada
verilen EST3::HIS4 ifadesi EST3 geni ile HIS4 gen fiizyonunu gosterir ve her iki gen de
aktif ve fonksiyonel demektir. (Sherman, 2002).



2.3. Telomerlerin Yapisal Ozellikleri

Okaryotlarda kromozom uglar1 “Telomer” olarak adlandirilir.  Telomerlerin
replikasyonu da DNA polimeraz degil Telomeraz enzimince yapilir. Telomer dizileri
uzun tekrarli niikleotidlerden meydana gelir ve ¢ok sayida protein tarafindan da
kapatilirlar (Wellingerve Zakian, 2012). Tekrarlanan niikleotid igerigi ve tekrar sayisi
organizmaya gore degiGiklik gosterir. S. cerevisiae telomer yapisi C1-3A/TG1-3
yapisinda olup heterojen 6zelliktedir, 300 b¢ uzunlugundaki tekrarli dizilerden oluGur
(gekil 2.2 ve 2.3) (Wellinger ve Zakian, 2012)
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gekil 2.2. S. cerevisiae“da telomer yapist (Wellingerve Zakian, 2012).

Telomerik DNA boélgeleri ¢iplak DNA bdlgeleri olmayip bu bolgelere bagli ¢ok sayida
protein bulunmaktadir. Bu proteinlerden 6zellikle Raplp S. cerevisiae*da ¢ok bol
bulunan ve cok fonksiyonlu bir proteindir (gekil 2.3). Bu proteinlerin de telomeraz
enzimine ek olarak S. cerevisiae“da telomer yapilarinin korunmasinda ve replikasyonda

iGlevleri vardir. Ayrica bu proteinler telomer uglarinda rekombinasyonu da onler.

Telomer uzunluklar1 hiicre veya organizmalarin hayati boyunca degiGiklik gdsterir.
CeGitli ¢evresel faktorlerin telomer uzunluklarina etki etti§i bazilarinin telomerlerde
kisalma, bazi faktorlerin de telomerlerde uzamaya yol actigi ¢eGitli araGtiricilar
tarafindan rapor edilmiGtir. Bu konuda en kapsamli ¢aliGmalar da S. cerevisiae*nin

model organizma olarak kullanildigi ¢aliGmalardir (Romano ve ark.2013; Harari ve



Kupiec, 2014). Ureme ortaminda sub-letal seviyede Kkafein, hidrojen peroksit,
hidroksiiire gibi maddelerin bulunmasi telomerlerde 6nemli kisalmalara yol agar. Asetik
asit, bakir siilfat, ve etanol“iin de konsantrasyonlarina bagl olarak telomerlerde 6nemli
sayida uzamaya yol agtig1 gosterilmiGtir (Romano ve ark. 2013). Spor, fiziksel etkinlik,
bazi vitaminler, omega 3,6 ve Vitamin-D“nin telomer uzunlugunu stimiile ettigi de
gosterilmiGtir (Wolkowitz, ve ark. 2008). Kalp-damar hastalii, bazi metabolik
bozukluklar, sigara tiikketimi gibi faktorelerin de telomerlerde kisalmaya yolagtigi rapor
edilmiGtir (Freitas-Simoes, ve ark., 2016).
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gekil 2.3. S. cerevisiae“da telomere yapisinda bulunan faktorler (Harari ve Kupiec,
2014).
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gekil 2.4. S. cerevisiae“da telomeraz enzim kompleksinin yapisi (Harari ve Kupiec
2014'ten degiGtirilerek alinmiGtir)

S. cerevisiae“da telomeraz enzim kompleksi her birisi tek kopya olarak bulunan 3 farkli
polipeptid ve kalip RNA olarak kullanilan TLC1 RNA molekiilinden meydana gelir
(Gekil 2.4). Bu telomeraz kompleksinde Telomeraz enzim kompleksini kodlayan
genlerin delesyonu hiicre dongiisiinde 6nemli yavaGGlama ve telomerlerde kisalmaya yol
actig1 genetik ¢aliGmalar ile gosterilmiGtir (Lundblad ve Szostak, 1989). Telomeraz
kompleksindeki polipeptidlerin iGlevleri de belirlenmiGtir. Est2p telomeraz enziminin
katalik alt birimidir, TLC1 RNAsma baglanip revers transkriptaz benzeri aktivite ile
telomer replikasyonunu saglar (Lingner ve ark., 1997; Singer ve Gottschling, 1994).
Estlp ve Est3p ise diizenleyici alt birimlerdir. Estlp“nin Est2p-TLC1 RNA
kompleksinin oluGumu i¢in gerekli oldugu, Est3p“nin de Est2p“nin N-ucuna baglanip
katalitik aktiviteyi kontrol ettigi rapor edilmektedir (Sharanov ve ark., 2006; Yang ve
ark., 2006). Telomerik DNA“daki tekrarli dizilerde tiirlere gore farkliliklar goriilebilir
(gekil 2.5).

EST3 geninin kontrol mekanizmalarindan birisi  programli  ribozomal
frameshift“tir. EST3 mRNA“sindan iki farkli polipeptid kodlanmaktadir. Telomer
yapisinda bulunan tam uzunluktaki Est3p +1 PRF ile transle edilir. Kisa peptidin iGlevi

ise heniiz aydmlatilamamiGtir.
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gekil 2.5. Farkli tiirlerde telomer tekrarlarinin sekans yapist (Frydrychova ve ark. 2013).

2.4. EST3 Geninin Yapisi ve EST3 proteinin Sentezi

EST3 geni S. cerevisiae“da 9. kromozomda bulunur, sistematik adi YILO09C-A“dur.
Telomer yapisina etki eden genlerin taranmasi sirasinda klonlanmiGtir. Aest3 mutant
fenotipi icin SGD kayitlarina ¢ok sayida o6zellik tanimlanmiGtir. Bu mutant
fenotiplerden bazilari; koloni yapilarinda anormallik, telomerlerde kisalma, neomycin
ve higromisin direnglili§inde azalma, lireme hizinda azalma olarak verilmektedir. Bu
negatif fenotipik 6zelliklere ragmen Aest3 mutasyonu letal degildir, mutant S. cerevisiae
suGlarinda tireme hizinda 6nemli diiGiG olmasina ragmen Aest3 mutantt maya hiicreleri

icin letal degildir (http://www.yeastgenome.org/locus/S000006432/phenotype).


http://www.yeastgenome.org/locus/S000006432/phenotype)
http://www.yeastgenome.org/locus/S000006432/phenotype)

Tam uzunluktaki fonksiyonel Est3p 181 amino asitten oluGur ve bu tam uzunluktaki
Est3p“nin translasyonu +1 PRF gerektirir. BaGlangic kodonuna gore 0O-cergevede
yapilan translasyonda ise kisa (93 amino asitlik) ve iGlevi heniiz bilinmeyen peptid
sentezi ile sonuglanir. (Glevsel Est3p“nin translasyonu igin ise frameshift bolgesinde
belirli oranda +1 yoniinde ribozomlarin +1 ¢ergeve yoniinde kayma yapmalar1 gerekir.
Bu kayma sonucu yeni bir translasyon cergevesinde tam uzunlukta ve iGlevsel olan,
telomeraz yapisinda bulunan Est3p sentezlenir. EST3 geni kodlama bolgesi ve

proteinininamino asit dizisi Gekil 2,6*da verilmiGtir.

EST3 Geni Kodlama Boélgesi Sekansi (Genomik DNA).

1 ATGCCGAAAG TAATTCTGGA GTCTCATTCA AAGCCAACAG ACTCAGTTTT TCTACAACCA
61 TGGATAAAGG CATTAATTGA AGACAACTCG GAGCATGATC AATATCATCC CTCTGGCCAT
121 GTAATTCCTA GCTTGACCAA GCAGGACTTA GCGCTACCGC ATATGAGCCC GACAATTTTA
181 ACCAATCCGT GCCATTTCGC CAAAATTACA AAATTTTATA ACGTTTGCGA CTACAAGGTA
241 TACGCATCGA TAAGAGATTC CTCACACCAA ATACTTAGTT GAGTTTTCCC AAGAGTGTGT
301 ATCTAATTTT GAAAGGACTC ATAATTGCAG GATCACATCT GAGACGACCA ATTGCTTAAT
361 GATCATTGGC GATGCTGACT TAGTCTACGT AACAAATTCT CGAGCAATGT CTCACTTCAA
421 AATTTGCCTA AGCAACATTT CGTCCAAAGA AATAGTGCCC GTTCTCAATG TAAACCAGGC
481 CACGATATTT GATATTGATC AAGTCGGATC GTTAAGTACT TTCCCATTTG TATATAAATA
541 TTTATGA

Est3 Protein :
1 MPKVILESHS KPTDSVFLQP WIKALIEDNS EHDQYHPSGH VIPSLTKQDL ALPHMSPTIL
61 TNPCHFAKIT KFYNVCDYKV YASIRDSSHQ ILVEFSQECVY SNFERTHNCR ITSETTNCLM

121 1IGDADLVYV TNSRAMSHFK ICLSNISSKE IVPVLNVNQA TIFDIDQVGS LSTFPFVYKY
181 L

gekil 2.6: EST3 geni kodlama bolgesi ve amino asit dizisi. Frameshift bolgesi alt ¢izgili
olarak gosterilmiGtir. (Kaynak http://www.yeastgenome.org).




Tam uzunluktaki Est3p“nin translasyonu i¢in translasyonun devami sirasinda belirli
oranda/sayida ribozomun mRNA okuma gercevesinde +1 yOniinde kayma yapmasi
gerekir. Bu translasyonel kaymanin oldugu bolgeye frameshift-site (FS) denir ve EST3
mRNA“s1 lizerinde CCU AGU U sekansinin oldugu bolgede gercekleGir (gekil 2.6).
FS“in meydana gelebilmesi i¢in FS bdlgesinin 3’ tarafinda yaklaGik 27-30 niikleotid
uzunlukta bir uyarict dizinin (stimulatory sequence) de olmasi gerektigi gosterilmiGtir
(Talieferro ve Farabaugh, 2007). EST3 mRNA“sindaki bu uyaric1 sekansin molekiiler

1Glevi de halen bilinmemektedir.

EST3 mRNA"sinin normal translasyonunda ribozomun P-bolgesindeki peptidil tRNA
(tRNA-Ser-GCU) CUU kodonu ile etkileGir ve A-bdlgesi kodonuna da tRNA-Ser-UCG
baglanir. Normal kodon-antikodon etkileGimi sonucu bir sonraki kodon stop kodon
oldugundan translasyon bu bolgede sona erer ve kisa, fonksiyonu bilinmeyen Est3p
sentezlenir (Talieferro ve Farabaugh, 2007). Fakat translasyon yapan ribozomlarda
belirli bir siklikta/oranda EST3 mRNA"sinin bu bodlgesinde (FS-Site) yavaGlama olur.
Translasyondaki bu yavaGlama ile FS bdlgesinde +1 yoniinde 1 niikleotid kaymas: ile
meydana gelir. Normal translasyon sirasinda CUU kodonu ile etkileGen tRNA-Ser-
GCU +1 kayma sonucu UUA kodonu ile etkileGir (gekil 2.6). Bunun sonucu olarak da
okuma gergevesinde ribozomda A- bolgesi de normalde bulunan kodon AGU kodonu
iken 1 niikleotid kayarak GUU kodonu olarak yer alir. GUU kodonu da tRNA val-CAl
tarafindan kodlanir ve translasyon kodlama bolgesi sonuna kadar devam eder

(Talieferro ve Farabaugh, 2007).

Programli ribozomal frameshift“in her zaman sabit bir hizda yapildig1 var sayiliyordu.
Fakat laboratuvvarimizda daha 6nce Ty viriislerinde PRF ile ilgili yapilan ¢aliGmalarda,
Ty virilislerinde PRF oraninin glukoz sinyali ve tireme koGullarina gore artiG veya

azalma gosterebildigi rapor edilmiGtir (Tiirkel ve ark. 2011).



2.5. Azot Sinyal Gletim Yolagi ve Onemi

S. cerevisiae“da azot metabolizmasi tireme ve gen ifadesinin kontrolii i¢in en az glukoz
kullanim1 ve glukoz sinyal iletimi kadar 6nemlidir. S. cerevisiae azot kaynagi olarak
cok farkli azotlu bileGikleri kullanabilir. Tercih edilen azot kaynaklari amonyum ve
glutamindir. Ure, allantoin ve prolin gibi azotlu bileGiklerin kullanimi ise tercih edilmez
(Magasanik ve Kaiser, 2002). Ureme ortaminda amonyum veya glutamin bulundugunda
Nitrogen Catabolite Repression (NCR) olarak adlandirilan sinyal iletim sistemi
alternatif azot kaynaklarmin hiicreye giriGi ve kullanimi ile ilgili genleri baskilar.
Amonyum veya glutamin yerine lireme ortaminda iire, allantoin ve zayif amino asitler
bulundugunda ise bu azotlu bileGiklerin kullanimi ile ilgili genler aktive edilir. Azot
metabolizmast ile ilgili genlerin aktivasyonu veya baskilamasini gergekleGtiren
transkripsiyon faktorleri S. cerevisiae“da topluca GATAA faktorleri olarak
adlandirilirlar. Bu faktorler ilgili genlerin promotor bolgelerinde GATAA dizisine tekli,
homodimer veya heterodimer olarak baglanarak azot metabolizmasi genlerini aktive
eder veya baskilarlar. Aktivator olarak iGlevi olan baGlica GATA faktorii Gln3p*“dir.
Amonyumlu ortamda GIn3p-Ure2p ile kompleks oluGturmuG Gekilde ve fosfo protein
olarak sitoplazmada inaktif kompleks olarak bulunur. Azot kisitlamasi oldugunda,
GIn3p defosforile olarak Ure2p“den ayrilip sitoplazmadan niikleusa gegerek Gatlp ile
heterodimer oluGturup hedef genlerin aktivasyonunu saglar (Magasanik ve Kaiser,

2002).

Azot sinyal iletiminde asil sensOriin sitoplazmik protein kinaz olan TOR kompleksi
oldugu rapor edilmiGtir. TOR kompleksi S. cerevisiae“da TOR1 ve TOR2 olarak iki ayri
kompleks olarak bulunur. Metabolizma kontrolii i¢cin énemli olan TOR1 kompleksidir
(Rohde ve ark., 2008). TOR kinaz kompleksi S. cerevisiae“da genel besin sensorii gibi
caliGarak iireme ortami koGullar1 optimum oldugunda baGta transkripsiyon ve
translasyon olmak iizere genel metabolizma ile ilgili ¢ok sayida genin aktivasyonunu
saglar, otofajiyi de engeller. Ayrica, lireme ortami koGullart optimum oldugunda
ribozom biyogenezini ve dolayisiyla translasyonu da aktive eder (Rohde ve ark., 2008;
Reiling ve Sabatini, 2006). TOR kinaz optimum Gartlarda aktif olmasina ragmen tireme

ortaminda azot kisitlamasi oldugu durumda, veya iireme ortamina Rapamycin veya
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kafein ilave edildiginde inaktive olur ve TOR"un kontrol ettigi genlerin iGleyiGinde
onemli degiGiklikler olur, translasyonda yavaGlama goriiliir. TOR1 kompleksinin
translasyon baGlama faktorii elF2 aktivitesini kontrol ederek translayonu da kontrol
ettigi tayin edilmiGtir (De Virgilio ve Loewith, 2006). TOR kompleksinin Snfl araciligi
ile S. cerevisiae“da pseudohifsel iiremeyi de kontrol ettigi one siiriilmektedir (Orlova ve
ark., 2006)

11



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. AraGtirmada Kullanilan S. cerevisiae SuGlari

Bu tez araGtirmasinda standart yaban tip S. cerevisiae suGu olarak BY4741 suGu
kullanildi. Bu S. cerevisiae suGu bazi amino asitler ve urasil i¢in okzotrofik olup bilinen
genotipi: MATa, his3A1; leu2A0; met1 5A0; ura3A0 olarak verilmektedir. Bu maya suGu
Frankfurt Universitesi Mikrobiyoloji Enstitiisii“ndeki EUROSCARF koleksiyonundan
temin edildi (Brachmann ve ark, 1998). AraGtirmamizda 6zellikle azot sinyal iletim yolu
ve pseudohifsel lireme ¢aliGmalari i¢in amino asitler i¢in prototrof olan S. cerevisiae
suGuna ihtiya¢ duyuldugundan bu araGtirmalar i¢in de S. cerevisiae X1278b suGu
kullanildi. S. cerevisiae £1278b suGunun igerdigi ras2 mutasyonu dolayisiyla diger S.
cerevisiae suGGlarina gore daha kolay pseudohif oluGturdugu bilinmekte olup bu suGun
bilinen genotipi ise MATa, ura3-52, olarak verilmektedir (Zurita-Martinez ve Cardenas,
2005). Bu S. cerevisiae suGu ise Prof.Dr. Maria E. Cardenas“dan (Duke Universitesi,

Molekiiler Hiicre Biyolojisi Programi, Durham. North Caroline, ABD) temin edildi.

3.2. S.cerevisiae SuGlarmin Uretilmesi

AraGtirmada kullanilan S. cerevisiae suGlarmin tiretilmesinde kullanilan besiyerlerinin
bileGenleri ve hazirlanmasi tezin ekler boliimiinde verildi. S. cerevisiae suGlari kisa siire
+4 C“de depo etmek ve transformasyon i¢in On kiiltiir hazirlamak i¢in zengin ortam
olarak kullanilan YPD iireme ortami iceren petrilerde tretildi (Ek 1) (Rose ve ark.
1990). Maya su(lar1 deneyler siiresince petrilerde 4°C*“de muhafaza edildi. Ayrica, S.
cerevisiae suGlarimi uzun siireli olarak depo etmek i¢in taze YPD besi yerlerinde tiretilen
S. cerevisiae suGlarindan steril kiirdan ile alinan maya Ornekleri steril 1 ml %20

gliserolda siispanse edildi ve 70°C*“de sakland.

3.3. EST3 Ekspresyon Vektorlerinin Yapisi

Bu tez araGtirmasinda EST3 geninde frame shift oranini tayin etmek i¢in kullanilan

ekspresyon vektorleri olan EST3-lacZ Frame Shift (EST3-FS) ve EST3-lacZ
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FrameFusion (EST3-FF) yapilarini igeren plazmitler daha oOnceki araGtirmalarda
hazirlanmiGtir (Taliaferro ve Farabaugh 2007). EST3-FS vektoriinde EST3 geninin
frame shift bolgesi lacZ genine normal Gekilde baglanmiGtir. Bu vektérde EST3-lacZ
hibrit mRNA“sinin translasyonu igin +1 frame shift olmasi1 gerekir. EST3-FF
vektoriinde ise frame shift bolgesinden 1 niikleotid ¢ikarildigi icin EST3-lacZ
mRNA“sinin translasyonu frame shift“e ugramadan direkt olarak yapilir. Bu ekspresyon
vektorleri YEp (Yeast Episomal plazmit) tipi maya vektorii olup shuttle vektor
Ozelligini de taGimaktadirlar. Bu nedenle hem E. coli ve hem de S. cerevisiae“da
replikasyon igin orijin bdlgeleri ve seleksiyon i¢in de markdr gen igerirler. E. coli“de
seleksiyon i¢in ampisiline direng saglayan (-laktamaz geni, S. cerevisiae“da seleksiyon
icin ise URA3 geni yapilarinda bulunmaktadir (Taliaferro ve Farabaugh 2007). EST3-FS
ve EST3-FF gen flizyonlarini igeren ekspresyon vektorlerinin yapisi gekil 3.1'de verildi.
YEp vektorlerinin segici tireme ortaminda iiretilen S. cerevisiae transformantlarinda
kopya sayilarinin degiGmedigi ve maya hiicrelerinde stabil olarak kaldiklar

gosterilmiGtir (Liao ve ark. 1987).

gekil 3. 1. EST3 ekspresyon vektorlerinin genel yapisi
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3.4. S.cerevisiae SuGlarma Transformasyon

EST3 FS veya EST3-FF ekspresyon kasetlerini i¢eren plazmitler S. cerevisiae BY4741
ve S. cerevisiae S1278b suGuna daha once agiklandigi Gekilde lityum asetat-polietilen
glikol yontemi ile transform edildi (Rose ve ark. 1990). Bu yonteme gore
transfromasyon yapabilmek icin maya suGlar1 6nce 5 ml“lik YPD sivi besiyerinde
standart Gartlarda bir gece iiretildi. Ertesi sabah bu 6n kiiltlirler kullanilarak bu kez 25
ml“lik taze YPD besiyerlerine baGlangic ODsoo degerleri 0.2 olacak Gekilde ekim
yapildi. Bu maya kiiltiirleri standart Gartlarda (30 C, 140 devir/dk doniiGG) logaritmik
aGamaya kadar (ODeoo: 1.5-2.0) tiretildi.

Logaritmik aGamaya kadar iiretilen maya kiiltiirleri transformasyon i¢in kompetent hale
getirebilmek i¢in daha 6nce aciklanan yontem degiGiklik yapilmadan aGagida kisaca

aciklandig1 Gekilde uygulandi (Rose ve ark. 1990).

Logaritmik aGamadaki maya kiiltiirleri masa istii santrifiijde 3000 g“de 5 dakika
coktiirildii. Sivi faz atildi. Maya ¢okeltisi 25 ml“lik steril saf suda yikandi ve maya
hiicreleri tekrar ¢oktiiriildii. Sivi faz atildi ve ¢oktiiriilen maya hiicreleri 1 ml 0.1M
lityum asetat“da siispanse edildi ve tekrar mikrosantrifiijde 12500 rpm®“de 30 sn
¢oktiiriildii. Sivi faz atildi ve ¢oktiiriilen maya hiicreleri bu kez 450 pl 0.1 M lityum
asetat™da stlispanse edildi. Bu maya siispansiyonlarindan taze mikrofiij tiiplerine 50 pl
alinarak maya hiicreleri tekrar mikrosantrifiijde 12500 rpm“de 30 sn ¢oktiiriildii. S1vi faz
pipet ile alindi. Maya cokeltileri lizerine aGagida verilen sirada ve miktarlarda ilgili

cozeltiler ve plazmit DN A*lar1 eklenerek transformasyon kariGimlari hazirlandi.

240 pl %50 Polietilen glikol (Mw: 3500)

36 ul 1 M Lityum asetat

6 wl denature edilmiG herring sperm DNA“s1 (toplam 5 pg olacak Gekilde)

4-5 pg plazmitDNA*s1

steril saf su (toplam hacim 350 pl olacak Gekilde)

Bu Gekilde hazirlanan transfromasyon kariGimlar: 30 C*de etiiv de 30 dakika bekletildi.
Daha sonra ayni kariGimlar etiivden alinarak 42 C*de su banyosunda 30 dakika daha

inkiibe edildi. Bu bekleme siireleri sonunda transformasyon kariGimlar1 mikrosantrifiijde
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12500 rpm“de 1 dakika santrifiij edilerek ¢oktiirtildii. Stv1 faz atildi. Cokelti 500 pl steril
saf su ile siispanse edildi. Bu Gekilde hazirlanan transformants maya hiicrelerinden
koloni elde edebilmek i¢in 100 ul alinarak segici lireme ortami olan ve urasil igermeyen
Sc-Ura+%?2 glukoz iceren petrilerine yayma ekimi yapildi. Maya ekimi yapilan petriler
30 C*de etiivde koloniler belirgin oluncaya kadar inkiibe edildi. Bu siire genellikle 3-4
giindiir. Kolonilerin elde edilmesinden sonra sivi Kkiiltiirlere ekim yapabilmek icin
transformants maya kolonilerinden iyi Gekilde izole olanlar segilerek taze segici lireme
petrilerine kiiciik pasajlar (6-8 pasaj/petri) yapildi. Transformant pasajlarin petride
tiremesi i¢in de petriler 30 C*de 2-3 giin inkiibe edildi. Maya transformantlari ve pasaj

petrileri deneyler siiresince +4 C*“de buzdolabinda saklandi.

3.5. S. cerevisiae Transformantlarinin Uretilmesi

Ureme aGamalarmin EST3“de frame shift oranima etkilerini tayin edebilmek igin S.
cerevisiae BY4741 ve S. cerevisiae X1278b suGlarinin EST3-FS ve EST3-FF
transformantlart 5 ml“lik sivi SC-Ura+%?2 glukoz ortaminda c¢alkalamali inkiibatorde
140 devir /dakika hizda ve 30 C“de yaklaGik 18 saat iiretilerek 6n kiiltiirler elde edildi.
Bu on kiiltiirlerden taze 5 ml“lik Sc-Ura+%2 glukoz ortamina baGlangi¢ hiicre
yogunlugu OD600:0.2 olacak Gekilde ekim yapildi. Bu Kkiiltiirler standart Gartlarda
logaritmik aGamaya (ODego:1.5-2.0) veya duragan aGamaya (ODe0:9.0-10.0) kadar
iiretildi. Ureme aGamasi sonunda maya hiicreleri masa {istii santrifiijde 3000 g“de 5
dakika ¢oktiiriildii. Siv1 faz atildi ve ¢oktiiriilen hiicreler 1 ml steril saf suda siispanse
edilerek mikrofiij tiiplerine aktarildi. Maya hiicreleri mikrofiij tiiplerinde tekrar 12500
rpm“de 1 dakika ¢oktiiriildii. Coktiiriilen maya hiicreleri 200 pl lizis tampon ¢ozeltisinde
(break buffer) siispanse edildi. EST3-FS veya EST3-FF ekspresyon vektorlerini igeren
bu maya transformantlar1 gen flizyonlarindan yapilan ekspresyon miktarlarini tayin
edebilmek i¢in aGagida agiklandigi Gekilde P-galaktozidaz aktivitelerinin tayininde
kullanildi. Lizis tampon ¢ozeltisinde siispanse edilen mayalar kisa siireli olarak -20

C*de daha uzun siireli olarak da -80 C*“de derin dondurucuda saklanabilmektedir.

EST3“de frame shift oranina farkli azot kaynaklarinin etkilerini tayin edebilmek i¢in

EST3-FS ve EST3-FF vektorlerinin S. cerevisiae X1278b transformantlarindan yukarida
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aciklandigr Gekilde on kiiltlirler elde edildi. Bu on kiiltiirler kullanilarak amonyum
icermeyen yeast nitrogen base (YNB) iireme ortamina son konsantrasyonlart boliim
4.2%de aciklandigr Gekilde amonyum (%0.5) , glutamin (%0.2), prolin (%0.2), iire
(%0.2) veya 16sin (%0.2) ilave edildi. Bu Gekilde maya transformantlari farkli tiirlerde
azot kaynagi igeren minimal ortamda logaritmik aGGamaya kadar iiretilerek yukarida

aciklandig1 Gekilde B-galaktozidaz aktivitelerinin 6l¢iimii i¢in hazirlandi.

Pseodohifsel tiremenin EST3“de frame shift oranina etkilerini incelemek i¢in EST3-FS
ve EST3-FF vektorlerinin S. cerevisiae X1278b transformantlarindan yukarida
aciklandigi Gekilde on kiiltiirler elde edildi. Bu 6n kiiltiirler kullanilarak taze YNB+%2
glukoz ortamina ekim yapildi ve maya transformantlar1 standart Gartlarda logaritmik
aGamaya kadar iretildi. Bu aGamada maya transformantlar1 3000 g“de 5 dakika
coktiiriildii ve steril 5 ml saf suda silispanse edilerek tekrar c¢oktiiriildi. Maya
transformantlar1 bu kez diiGiik miktarda azot iceren 5 ml“lik SLAD (Synthetic Low
ammonium dextrose) lireme ortaminda siispanse edildi ve standart Gartlarda 24 saat
inkiibe edildi. (nkiibasyon siiresi sonunda maya hiicrelerinin pseudohif oluGturmalarini
tayin edebilmek i¢in lireme ortamindan ornek alinarak 1Gik mikroskobunda 10x100
biiyiitme ile immersiyon objektifi kullanilip fotograflandi. Pseudohif oluGturdugu
kesinleGen kiiltiirler ¢oktiiriilerek transformantlarin -galaktozidaz aktivitelerini tayin

edebilmek i¢in yukarida agiklandigi Gekilde hazirlandi.

Kafein“in EST3“de frame shift“e ectkisini belirlemek i¢in EST3-FS ve EST3-FF
ekspresyon  vektorlerinin  S.  cerevisiae  BY4741 ve S.  cerevisiae
[11278b transformantlarindan erken logaritmik aGama Kkiiltiirleri Sc-Ura+%2 glukoz
ortaminda ve yukarida agiklandigi Gekilde hazirlandi. Erken logaritmik aGamada
(yaklaGik ODego: 0.7-0.8) tireme ortamlarma son konsantrasyonu 0.8 mM olacak
Gekilde kafein ilave edildi ve maya Kkiiltiirleri 6 saat standart Gartlarda iretildi.
(nkiibasyon periodu sonunda maya hiicreleri ¢oktiiriilerek yukarida aciklandig1 Gekilde

[1-galaktozidaz 6l¢iimleri i¢in hazirlandi.

Etanol stresinin EST3“de frame shifte etkisini tayin edebilmek icin S. cerevisiae

BY4741 transformantlarindan yukarida agiklandigi Gekilde Sc-Ura+%2 glukoz
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ortaminda on kiiltirler ve daha sonrada logaritmik aGama kiiltiirleri elde edildi.
Logaritmik aGGamadaki maya kiiltiirlerine son konsantrasyonu %8 olacak Gekilde etanol
ilave edildi ve transformantlar standart iireme koGullarinda 6 saat daha iiretildi. Ureme
periyodu sonunda maya hiicreleri ¢oktiiriilerek B-galaktozida aktivitelerinin tayini igin
hazirlandi. Karbon kaynagi olarak bulundugunda etanol*iin etkisini tayin etmek i¢in ise
S. cerevisiae BY4741 transformantlart Sc-Ura+%2 etanol ortaminda once duragan
aGamaya kadar iretilerek On kiiltlirler elde edildi. Daha sonra bu on kiiltiirler
kullanilarak tekrar Sc-Ura+%?2 etanol ortamina ekim yapilarak logaritmik aGamaya
kadar iiretildi. Logaritmik faz kiiltiirleri ¢oktiiriilerek yukarida agiklandigi Gekilde B-

galaktozidaz aktivilerinin tayini i¢in hazirlandi.

3.6. B-Galaktozidaz Aktivitelerinin Tayini

Farkli {ireme ortamlarinda {iretilip c¢oktiiriilen ve 200 pl lizis tampon ¢ozeltisinde
siispanse edilen maya transformantlarina permeabilizasyon i¢in stok ¢ozeltilerden 20 pl
saf kloroform ve 9%0.1°lik 20 pl SDS ilave edilip 15-20 sn en iist hizda vortek
kariGtirildi ve hiicre lizatlar1 elde edildi. Hiicre lizatlarindaki 3-galaktozidaz aktivitesini
tayin etmek i¢in 1x10 cm™lik deney tiiplerine 20 pl hiicre lizati ve 980 ul Z-buffer (B-
gal tampon ¢ozeltisi) ilave edildi ve deney tiipleri 30 C“de su banyosuna birakildi. 2
dk“lik on inbiibasyondan sonra her bir deney tiipiine 200 pul ONPG (reaksiyonun
substrat1) ilave edilip baGlangic zamani kronometrede kayit edildi. Reaksiyon
baGlangictaki renksiz durumdan acik sar1 renk meydana gelinceye kadar beklendi. Agik
sart renk gorildiigiinde reaksiyon 500 pul 1 M sodyum karbonat ilave edilerek
durduruldu ve gecen zaman kayit edildi. Reaksiyon tiiplerinde hiicre lizatlarindan gelen
parcali materyali ¢oktiirmek i¢in reaksiyon tiipleri masa istii santrifiijde 4 dk 1600
rpm“de santrifiij edildi. Reaksiyon ¢ozeltileri 2 mL“lik spektrofotometre kiivetlerine

aktarilip absorbanslar1 420 nm dalga boyunda 6l¢iilerek kayit edildi. (Guarente, 1983).

Maya transformantlarindaki p-galaktozidaz aktivitelerini normalize edebilmek i¢in
yukarida agiklandigi Gekilde hazirlanan maya hiicre lizatlarinin toplam protein
konsantrasyonlari da Lowry metodu ile tayin edildi (Lowry ve ark. 1951). Bunun igin

1x10 cm“lik deney tiiplerine 180 pl“lik steril steril saf su, 20 pl hiicre lizat1 eklendi. Bu
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lizat kariGimina taze hazirlanmiG Lowry-C ¢ozeltisinden 1 ml ilave edildi, en {ist hizda
vorteks ile 10-15 sn kariGtirilip oda sicakliginda 10 dk beklendi. Daha sonra bu kariGima
IN folin fenol (Sigma F 9252) ¢6zeltisinden 100 pl eklenerek vorteks edildi (Ek 1).
KariGim oda sicakliginda 30 dk bekletildi. Denet tiipleri hiicre lizatlarindan gelen pargali
materyalin ¢oktliriilmesi i¢in masa istii santrifiijde 1600 rpm“de 4 dakika santrifiij
edildi. Berrak hale getirilen protein ¢ozeltileri 2 ml“lik spektrofotometre kiivetlerine

aktarild1 ve ¢ozelti absorbanslar1 750 nm“de Slgiilerek kayitedildi.

EST3-FF ve EST3-FS gen flizyonlarindan yapilan ekspresyon seviyeleri (f-
galaktozidaz aktiviteleri) Ek 2“de verilen formiile gére hesaplandi (Ausubel ve ark.
1987). Ekspresyon seviyeleri hiicre lizatlarindaki 1 mg protein tarafindan 1 dakikada
hidroliz edilen nmol ONPG (nmol ONPG/dk/ mg protein) olarak elde edildi. EST3“de
yapilan ¢ergeve kaymasi oranlarini hesap edebilmek i¢in EST3-FS gen flizyonlarindan
ekspres edilen enzim aktivitesi degerleri EST3-FF'den ekspres edilen aktiviteye
boliinerek elde edildi. Biitiin enzim deneyleri 3“erli olarak yapildi ve en az bir kez
tekrarlandi. Bu nedenle sonuglar bolimiinde verilen % FS oranlar1 ortalama 9 farkli
enzim deneyinin ortalamasidir. Sonuclarin ¢ogunda standart sapmanin % 10“nun altinda

oldugu tayin edildi.
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4- BULGULAR

41. Ureme AGamalarimm EST3’de Frame Shift’e Etkisi

Tam uzunluktaki Est3p“nin sentezi i¢in translasyon sirasinda +1 translasyonel gerceve
kaymas1 olmasi1 gerektigi daha once rapor edilmiGtir (Morris ve Lundblad, 1997).
AraGtirmamizin baGlangig aGamasinda Est3p“nin sentezi i¢in gerekli olan frame shift“in
gercekleGmesinde maya hiicrelerinin iireme aGamalarinin etkisinin olup olmadig
incelendi. Bunun i¢in segilen iki farkli S. cerevisiae laboratuvar suGu olan BY4741 ve
Sigma 1278b suGlarinda hem logaritmik aGGamada ve hem de 24-26 saat iireme sonucu
elde edilen duragan faz aGamasindaki transformantlarda % frame shift (bundan sonra %
FS olarak verilecektir) oranlar tayin edildi. Logaritmik aGamadaki hiicre yogunluklari
ODesoo: 1.5-1.7+0.4 olarak o6l¢iildii. Duragan aGamadaki hiicre yogunluklar1 ise ODeoo:
9.0-10.0 £0.4 olarak tayin edildi.

Standart Gartlarda tretilen logaritmik aGamadaki S. cerevisiae BY4741 maya
kiiltiirlerinde EST3“de % FS yaklaGik olarak %13 olarak belirlendi (gizelge 4.1). S.
cerevisiae £1278b suGunda ise EST3“de % FS oraninda 6nemli bir artiG oldugu ve bu
maya suQunda logaritmik aGamada frameshift oranimmin yaklaGik %17 olarak
gercekleGtigi gorildil (gizelge 4.1). Frameshift oraninin S. cerevisiae suGlarina gore
farklilik gosterebildigi daha once rapor edilmiGtir. Duragan faz aGamasindaki S.
cerevisiae transformantlarinda ise 6nemli diiGi oldugu tayin edildi. Duragan fazdaki
BY4741 maya suGunda frameshift oran1 % 7.25 olarak, sigma 1278b suGunda ise % 7.56
olarak olgiildii (cizelge 4.2). Frame shift oraninda duragan aGamada goriilen azalma
veya diGiG BY4741 suGu igin % 44.74, sigma 1278b suGu i¢in ise % 55.39 olarak hesap
edildi.
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Cizelge 4.1. Logaritmik aGamadaki S. cerevisiae suGlarinda EST3*“de frame shift
oranlar1

Maya SuGu | Ekspresyon vektorii Ekspresyon seviyesi* % FS
pDT265 (FS) 111

BY4741 13.12
pDT261 (FF) 846
pDT265 88

X1278b 16.95
pDT261 519

*Ekspresyon seviyesi nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmiGtir. %FS frame
shift oranin1 gostermektedir. FS: Frameshift vektor, FF: Frame fusion vektor

Cizelge 4.2. Duragan aGamadaki S. cerevisiae suGlarinda EST3“de frame shift oranlari

Maya SuGu | Ekspresyon vektorii | Ekspresyon seviyesi* % FS
pDT265 83
BY4741 7.25
pDT261 1144
pDT265 33
>1278b 7.56
pDT261 436

*Ekspresyon seviyesi nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmiGtir.
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4.2. Azot Sinyal Gletim Yolagimin EST3’de Frame Shift’e Etkisi

Ureme ortamindaki azot kaynagi S. cerevisiae“da iireme hizina ve bircok metabolik
olaya direkt olarak etki eden 6nemli bir bileGendir. Karbonhidrat kaynaginda oldugu
gibi, azot kaynag olarak da S. cerevisiae tarafindan oncelikli olarak kullanilan veya
alternatif olarak kullanilan azotlu bileGikler vardir. Azot kaynaginin kullanima ile ilgili
metabolik yolakda (azot sinyal iletim yolagi) onemli bir faktéor de TOR (Target of
Rapamycin) kinazdir. Amonyum veya glutamin gibi tercih edilen azot kaynaklari
bulundugunda TOR1 kinaz diger iireme koGullart da uygun ise hiicrede bir ¢ok
metabolik yolagi aktive edebilir. Buna bagli olarak da hiicre dongiisii, DNA
replikasyonu, translasyon gibi olaylar da boéliinme hizina gére kontrol edilir. Bundan
dolay1 bu tez araGtirmasinda EST3“de programli ribozomal frameshift oranina azot
kaynaklarmin ve dolayisiyla da TOR1 kinazin etkisinin olup olmadigi incelendi. TOR
kinaz aktivitesini aktive edebilmek icin iireme ortamina azot kaynagi olarak amonyum
stilffat veya glutamin ilave edilerek logaritmik aGamadaki S. cerevisiae hiicrelerinde
frameshift oranlari tayin edildi. Normal iireme koGullar1 olarak kabul edilen bu Gartlarda
gercekleGen frameshift orani ile tercih edilmeyen azot kaynagi olan prolin, 16sin, iire
gibi azotlu bileGiklerin bulundugu tireme ortaminda ger¢ekleGen frame shift oranlar1 da

tayin edilerek karGilaGtirildi.

Ureme ortaminda azot kaynagi olarak amonyum siilfat bulundugunda EST3"de frame
shift oran1 S. cerevisiae BY4741suGunda %14.78 olarak tayin edildi. EST3"de
frameshift oran1 glutamin igeren lireme ortaminda ise %12.67 olarak belirlendi (¢izelge
4.3). TOR1 kinazin aktif olmadigi, azot kaynagi olarak prolin bulunan besiyerinde
uretilen S. cerevisiae suGunda ise EST3“de frameshift oraninin %17.31 olarak
gercekleGtigi bulundu. (gizelge 4.4). Prolinden farkli olarak azot kaynagi olarak iire
igeren ortamda tiretilen S. cerevisiae kiiltiirlerinde frameshift oran1 %11.82, 16sin igeren

ortamda liretilen kiiltiirde ise frameshift oraninin %14.44 oldugu bulundu.
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Cizelge 4.3. Normal azot kaynaklarinin EST3“de frame shift“e etkisi

Ureme ortamm Ekspresyon vektorii | Ekspresyon seviyesi* % FS
YNB+%2 pDT265 218

dekstroz 14.78
*(%0.5 NHg) pDT261 1479
YNB+%2 pDT265 205

dekstroz 12.67
*(%0.2 GIn) pDT261 1617

*NHa: NH4(SO4)2, Gln: Glutamin®i gostermektedir.

Cizelge 4.4. Alternative azot kaynaklarmin EST3“de frame shift“e etkisi

Ureme ortamm Ekspresyon vektorii | Ekspresyon seviyesi* % FS
YNB+%2 pDT265 234
dekstroz 17.31
*(%0.2 Prolin) | pDT261 1350
YNB+%2 pDT265 393
dekstroz 14.44
*(%0.2 Losin) | pDT261 2723
YNB+%2 pDT265 250
dekstroz 11.82
*(%0.2Ure) | pDT261 2115
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43. Pseudohifsel Uremenin EST3’de Frame Shift’e Etkisi

S. cerevisiae hiicreleri minimal iireme ortaminda azot kaynagi kisitli oldugu zaman
farkli bir iireme Gekli olan pseudohifsel lireme aGamasina gegmektedir. Bu aGamadaki
maya hiicrelerinde bdliinen hiicreler ana hiicreden ayrilmadan kalirlar. mantarlarda
gorllen hifsel tiremeden farkli olarak pseudohifsel lireme gosteren hiicreler arasinda
hiicre duvar1 vardir, hiicresel sinsizyum goriilmez (Zaragoza ve Gancedo, 2000).
Pseudohifsel iireme 6zellikle £1278b suGunda kolaylikla uyarilmaktadir. Bu nedenle
pseudohifsel tiremenin EST3“de frameshifte olan etkisi sadece bu maya suGunda tayin
edilmiGtir. Normal ilireme ortamindan SLAD ortamina aktarilan maya transformantlar
pseudohifsel {iremenin ger¢ekleGmesi icin bu ortamda 24 saat bekletildi.
Transformantlarin pseudohif oluGturdugu mikroskobik olarak tayin edildi ve 10x100
objektifi ile immersiyon uygulanarak fotograflandi (gekil 4.1). Pseudohif meydana
getirdigi gorillen maya kiiltiirleri ¢oktiiriilerek frame shift ve frame fusion
vektorlerinden yapilan transkript miktarlar1 3-Galaktozidaz aktiviteleri dlgiilerek tayin
edildi ve % FS oranlar1 hesaplandi (Cizelge 4.5).
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gekil 4.1: S. cerevisiae sigma 1278b suGunda pseudohifsel iireme.



Cizelge 4.5. Pseudohifsel iiremenin EST3“de frame shift,,e etkisi

Maya SuGu | Ekspresyon Ekspresyon seviyesi* % FS
vektori
pDT265 21
21278b 4.39
pDT261 478

Pseudohifsel tiremenin EST3*“de frame shift oranina ¢ok 6nemli derecede etki ettigi ve
% FS oraninda en az 4-kat azalmaya neden oldugu goriilmektedir. Logaritmik aGGamada
S. cerevisiae £1278b suGunda % 17 olan frame shift oraninin ayni1 suGta pseudohifsel
tireme uygulandiginda % 4.39“a indigi gorilmektedir (gizelge 4.5). Pseudohifsel
tiremenin Ozellikle frameshift ekspresyon vektoriinden yapilan transkript seviyesinde
onemli azalmaya yol actig1 da goriilmektedir. Normal Gartlardaki tireme ortaminda
frame shift vektoriinden yapilan transkript 88 {inite iken ayni vektorden pseudohifsel

iireme Gartlarinda 21 {inite kadar ekspresyon yapildig1 goriilmektedir (cizelge 4.5).

44. Etanol ve Kafein Stresinin EST3’de Frame Shift’e Etkisi

S. cerevisiae“da telomeraz aktivitesine ¢eGitli fizyolojik stres faktorlerinin etkileri
ayrintili olarak c¢aliGilmiGtir. Kafein, hidrojen peroksit ve yiiksek sicakliga maruz
kalmanin S. cerevisiae“da telomer uzunlugunda kisalmaya yol agtig1 rapor edilmiGtir
(Romano ve ark., 2013). Etanol, metanol ve asetik asit ile inkiibasyonun ise bu
maddelerin konsantrasyonlarina da bagli olarak S. cerevisiae telomerlerinde uzamaya
yol actig1 ayn1 ¢caliGmada gosterilmiGtir (Romano ve ark., 2013). Kafein ayn1 zamanda
TOR sinyal iletim yolagin1 da baskilayan bir madde oldugu i¢in bu araGtirmaya dahil
edilmiGtir (Tate ve Cooper, 2007). Est3p S. cerevisiae“da telomeraz kompleksinin
onemli alt birimidir, telomeraz aktivitesini de Onemli derecede -etkilemektedir.
AraGtirmamizda kafein ve etanol ile inkiibasyonun EST3*de frame shift oranina etkileri
incelendi. Frame shift ve frame fusion vektorleri S. cerevisiae BY4741 suGuna

transfrom edildi. Kafein ile inkiibasyonun frameshift oranina etkisini tayin etmek i¢in
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maya transformantlart Sc-Ura +%2 dekstroz ortaminda logaritmik aGamaya kadar
iiretildi. Bu aGamada iireme ortamina kafein ilave edilerek 5 saat standart Gartlarda

inkiibasyona devam edildi ve kafeinin frameshift oranina etkileri hesap edildi (¢izelge

4.6).

Cizelge 4.6. Kafein“in EST3“de frame shift,,e etkisi

Maya SuGu | Ekspresyon Ekspresyon seviyesi* % FS
vektorii
pDT265 58
BY4741 8.9
pDT261 651

*Ureme ortamma son konsantrasyonu 8 mM olacak Gekilde steril kafein ilave
edilmiGtir..

Kafein ile logaritmik aGamada inkubasyonun EST3 frameshift oraninda % 13“den % 8.9

azalmaya neden oldugu goriilmektedir (¢izelge 4.1 ve 4.6).

Etanol“lin EST3“de frame shift oranina etkisi ise iki farkli deneysel yaklaGim ile tayin
edilmiGtir. Bilindigi gibi, etanol S. cerevisiae suGlar tarafindan diger karbonhidratlar
tireme ortaminda olmadigi zaman karbon kaynagi olarak da kullanilmaktadir. Etanol
ayni zamanda tireme ortaminda belirli konsantrasyonlarin iizerinde bulundugunda (%5
veya daha fazla) kimyasal stres meydana getirebilmektedir. Bundan dolay1 etanol“iin
hem karbon kaynag: olarak ve hem de kimyasal stres ajani olarak EST3“de frame shift
oranina etkileri ayr1 ayri incelenmiGtir. Etanol“iin kimyasal stres ajani olarak frame
shift“e etkisini belirlemek i¢in S. cerevisiae BY4741 suGunun EST3 frame shift ve frame
fusion vektorii transformantlar1 dnce Sc-Ura %2 dekstroz ortaminda logaritmik aGamaya
kadar tiretilip bu aGamada iireme ortamina son konsantrasyonu %8 olacak Gekilde etanol
ilave edildi. Transformant kiiltiirleri etanol iceren bu ortamda 5 saat inkiibe edildi. Stres
ajan1 olarak etanol“iin iireme ortaminda bulunmasinin EST3 frame shift oraninda
azalmaya yol a¢tig1 ve normal koGullarda %13 olan frame shift oraninin % 11“e diGtiigii
belirlendi (Cizelge 4.7).
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Ureme ortaminda karbon kaynagi olarak etanol“iin bulunmasi ise EST3 frame shift
oraninda aGir1 azalmaya ve yaklaGik olarak frame shift“in tamamen durmasina, frame

shift oraninin ise % 0.76 kadar diiGmesine neden oldugu goriildii (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Etanol“iin EST3“de frame shift oranina etkisi

Ureme Ekspresyon Ekspresyon % FS
ortami vektorii seviyesi*
Se-Ura+%2 pDT265 108
dekstroz + 10.78
(%8 etanol) | pDT261 1001
pDT265 9
Sc-ura+:V02 0.76
stanol | hpT261 1174

*Ekspresyon seviyesi nmol ONPG/dakika/mg protein olarak verilmiGtir.
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5. TARTIgMA VE SONUC

Programli ribozomal frameshift (PRF) gen ifadesinin translasyonun devami aGamasinda
meydana gelen bir ¢eGit kontrol mekanizmasidir. Bakterilerde, dkaryotik viriislerde ve
Okaryotlarda bircok hiicresel gende gen anlattminin PRF ile kontrol edildigi
gosterilmiGtir (Atkins ve ark, 2016; Namy ve ark. 2004; Farabaugh, 1996). (nsan saglig
ile yakindan ilgili oldugundan 6zellikle HGV viriisiinde PRF*in molekiiler mekanizmas1

ayrintili olarak incelenmiGtir (Varmus ve Jacks, 1985).

S. cerevisiae EST3 geninden kodlanan Est3p proteini telomeraz enziminin diizenleyici
alt birimidir ve est3 mutanti S. cerevisie hiicrelerinde telomerlerin her bdéliinmede
kisaldig: rapor edilmiGtir (Wellinger ve Zakian, 2012). Telomer uzunluklarina etki eden
diger faktorler ise ¢eGitli gevresel stres faktorleri ve hiicresel yaGlanmadir. Harriri vd*“nin
(2007) yaptigi araGtirmada bazi stres faktorlerinin telomer uzunluklarinda 6nemli
kisalmaya, bazi stres faktorlerinin ise telomerlerde uzamaya neden oldugu gorilmiiGtiir.
Bu c¢aliGmada strese maruz birakilan S. cerevisiae hiicrleri yaklaGik 100 boliinme
stiresince stres faktoriine maruz birakilmiG ve bu siire sonunda telomer uzunluklarindaki
degiGim incelenmiGtir (Romano ve ark., 2013). S. cerevisiae iireme ortami koGullarinin
telomer uzunluklarina etkisi bilindiginden bu araGtirmada azot stresi, etanol ve kafein
stresi gibi faktorlerin telomer replikasyonu icin énemli bir peptid olan EST3 de PRF*e
etkileri incelenmiGtir. Ureme ortamina uygulanan bu stres faktorlerine ek olarak iireme

aGamalar1 ve pseudohifsel iiremenin de EST3 de PRF“¢c etkileri incelenmiGtir.

Kupiec ve ekibi tarafindan yapilan araGtirmada telomer uzunluguna g¢evresel stres
faktorlerinin etkilerini tayin edebilmek i¢in 50 veya 100 jenerasyonluk iireme siireci
sonunda telomer uzunluklari tayin etmiGtir (Romano ve Ark, 2013). Bizim
araGtirmamizda ise EST3 de framsehift oranlar1 logaritmik aGamada 2-3 generasyon
stiresi sonunda tayin edilmektedir. Cok uzun generasyon siireci plazmit kaybina yol
acabileceginden araGtirmalarimizda jenerasyon siireci bir zorunluluk olarak kisa
tutulmuGtur. Bu nedenle toplam telomer uzunluguna stress faktorlerin etkisi ile EST3 de

frame shift oranlar1 daha dnceki ¢caliGmalar ile uyumlu gériilmemektedir. Ornek olarak
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etanol stresinin telomerlerde uzmaya neden oldugu rapor edilmiGtir. AraGtirmamizda
elde edilen sonuglar ise etanol stresinin EST3 de frameshifte ¢ok fazla etkinin
olmadigin1 gostermektedir. Bu tez ¢aliGmasinin kaynak araGtirmasi boliimiinde de
verildigi gibi S. cerevisiae“da telomer yapisinda ¢ok sayida faktér bulunmaktadir.
Romano ve ark (2013) yaptiklari bu énemli ¢aliGmada telomeraz aktivitesini de tayin

etmemiGlerdir. Yapilan bu ¢aliGma telomer uzunluklarinin tayini ile ilgilidir.

TOR genel besin sensoriidiir, tercih edilen azot kaynagi amonyum veya glutamin ve
karbon kaynagi olarak da glukoz bulundugunda baGta iireme hizi olmak {izere birgok
metabolik yolag: aktive eder (Rohde ve ark., 2008). Ure, allantoin veya prolin ise tercih
edilmeyen azot kaynaklaridir. Etanol gibi tercih edilmeyen ve direkt olarak da
metabolize edilmeyen karbon kaynagi tireme hizin1 yavaGlatmaktadir. Elde ettigimiz
sonuclara gore tercih edilmeyen azot kaynaklarinda iiremenin PRF oranina fazla etki
etmedigini gostermektedir. Bu da TOR sinyal yolaginin veya azot kaynaklarinin
EST3“de PRF oranina ¢ok onemli bir etkisi olmadigint 6ne siirmektedir. TOR sinyal
yolagi gen ifadesine transkripsiyon seviyesinde de etki etmektedir. Bu nedenle TOR
etkisi EST3 genininde transkripsiyonel seviye de olabilir. Bundan dolay1 farkli azot
kaynaklarinda {retilen S. cerevisiae hiicrelerinde EST3 mRNA seviyesinin de

karGilaGtirmali olarak analizi gerekebilir.

AraGtirmalarimizda EST3“de PRF oranina etki eden en Onemli faktoriin iireme
aGamalari, duragan faz ve pseudohifesel tireme oldugu bulunmuGtur. Bu da EST3*de
PRF oraninin iireme hizina gore kontrol edildigini 6ne stirmektedir. Logaritmik fazda en
hizli seviyede olan DNA replikasyonu ve buna bagl olarak gercekleGen telomer
replikasyonu nedeni ile telomeraz aktivitesine ihtiya¢ duyulmaktadir. duragan fazda ve
pseudohifsel tliremede ise iireme Yya tamamen durmuGtur veya ¢ok yavaG
gercekleGmektedir, bu nedenle bu aGamalarda DNA ve telomer replikasyonu
yapilamamaktadir. Karbon kaynagi olarak glukoz yerine etanoliin bulunmasi da tireme
hizini gok yavaGlatir. EST3“de PRF oranindaki azalma buna bagli olarak ger¢ekleGebilir.
Duragan fazda ve pseudohifsel liremede aktif telomeraz enzimine fazla ihtiyag
duyulmadigindan telomerazin diizenleyici alt birimi olan EST3“de de gen ifadesi buna

bagli olarak azalabilir. S.cerevisiae*da hiicre dongiisii biitiin 6karyotlarda oldugu gibi
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Gl, S, G2 ve M faz“lardan meydana gelir. Hiicre dongiisii CDK (cyclin dependent
kinase) tarafindan kontrol edilir (Enserink ve ark 2010). Pseudohyphe oluGumu
sirasinda hiicre dongiisiinde G2/M fazi1 ¢ok uzun siirede tamamlanir. Pseudohifsel lireme
sirasinda bazi siklinlerin baskilandigi ve bunun da MAP kinazlar tarafindan yapildig:

gosterilmiGtir (Zaragoza ve Gancedo, 2000).

Kafein“in telomer uzunluklarinda kisalmaya yol agtig1 gosterilmiGtir (Romano ve ark.
2013). CaliGmamizda iireme ortaminda kafein bulunmasi ile EST3“de PRF oraninin
yaklaGik %32 azaldigi belirlenmiGtir. Kafeinin ayn1 zamanda telomer yapisininda
bulunan diger faktorlere de etki ettigi gdsterilmiGtir (Romano ve ark. 2013). Etanol“iin
stres ajani olarak lireme ortaminda bulunmasi da EST3“de PRF oranina fazla miktarda
etki etmemektedir. PRF orani normal ortamda % 13.2 iken %8 etanol varliginda bu oran
%10.78e azalmaktadir. Romano ve ark. (2013) yayimladiklar1 araGtirmada %7 etanol
varliginda telomer uzunluklarinda 6nemli artiG rapor etmiGlerdir. Yalniz etanoliin bu
etkisini gorebilmek i¢in maya hiicreleri 200 boliinme siiresince yeast ekstrakt ve pepton
ortaminda (YPE) etanol stresine maruz birakilmiGtir. AraGtirmalarimiz plazmit
vektorleri ile yapildigindan minimal ortamda ve kisa siireli olarak yapilabilmektedir. Bu
nedenle etanol stresinde telomerlerde uzama goriiliitken EST3“de PRF oraninda

beklenen 6nemli artiG goriilememiG olabilir.

Okaryotlarda telomer yapilart ¢ok kompleks DNA-protein yapilaridir. S. cerevisia“da
telomer uzunluklarini kontrol eden yaklaGik 400 gen rapor edilmiGtir (Harrari ve Kupiec,
2014; Unger ve ark., 2009). EST3, Telomer Maintenance Genes (TLM) olarak
adlandirilan bu genlerden sadece birisidir. EST3 geninin ekspresyonu transkripsiyonel
seviyede oldugu gibi translasyonun elongasyon aGGamasinda da ribozomal frameshift ile
kontrol edilmektedir (Morris ve Lundblad, 1997; Taliferro ve Farabaugh, 2007). Elde
ettigimiz sonuglar EST3 gen ifadesinin ribozomal frameshift ile kontroliinde 6zellikle
iireme aGamalarinin ve buna bagl olarak da iireme hizi, hiicre boliinme hizinin 6nemli

olabilecegini gdstermektedir.
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EKLER

EK 1: Besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1:YPD (Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz)
YPD besiyeri S. cerevisiae i¢in iireme ortami olarak kullanilan zengin besiyeridir.
BileGimi ve hazirlanmasi:

10 gram/litre Yeast Ekstrakt

20 gram/litre Pepton

YPD petrilerini hazirlamak i¢in s1v1 besiyerine 20 gram/litre olacak Gekilde agar agar
eklendi ve 121°C*“de 25 dakika otoklavda steril edildi.

Ureme ortamma ilave etmek icin glukoz %20°lik stok ¢ozelti halinde hazirlands,
121°C*de 25 dakika otoklavda steril edildi. Ureme ortamma son konsantrasyonu %2

olacak Gekilde ilave edildi.

2: Sentetik tam —Urasil Ureme Ortam (Sc-Ura)
S. cerevisiae transformantlariniiiretebilmek igin kullanilan segici besiyeridir.
BileGimi ve hazirlanmasi:

1.7 gram/litre Yeast Nitrogen Base (YNB)

5 gram/litre Amonyum siilfat

1.92 gram/litre urasil igermeyen amino asit kariGim1 (SC-Ura) (Sigma Y-1501)

Kat1 besiyerleri i¢in son konsantrasyonu 20 gram/litre olacak Gekilde agar agar ilave
edildi, 121°C*de 25 dakika siireyle olarak otoklavda sterilize edildi.

Urasil icermeyen amino asit kariGimi 0.45up por ¢apl disk filtrelerde steril edilerek
kullanimdan hemen Once lireme ortamina ilave edildi. Glukoz %Z20“lik steril stok

cozeltiden deneylerde agiklanan konsantrasyonlarda kullanimdan hemen once ilave

edildi.
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3: SLAD Ureme Ortam (Synthetic Low Ammonium Dextrose)

S. cerevisiae hiicrelerinde pseudohifsel iremeyi saglamak i¢in kullanildi.
BileGimi:

%0.67 Yeast Nitrogen Base (amino asitsiz ve amonyum sulfatsiz)
0.05mM amonyum siilfat

%?2 glukoz.

4: Lityum Asetat Cozeltileri (1M ve 0.1M)

S. cerevisiae hiicrelerine transformasyon yapmak i¢in kullanildi. Lityum asetat (M.a:
102.02) son konsantrasyonu 1M olacak Gekilde 50 ml stok ¢ozelti olarak hazirland1 ve
KariGim 0.45 pm por ¢apli membran disk filtre ile steril edildi ve oda sicakliginda depo
edildi. 0.1M lityum asetat ise transformasyon iGleminden hemen Once taze olarak

hazirlandi.

5: Amino asit ¢ozeltileri ve kafein:
Tez araGtirmasinda alternatif azot kaynagi olarak kullanilan Glutamin, Prolin ve Losin
distile suda %2“lik stok c¢ozeltiler olarak hazirland1 ve disk filtre ile steril edilip oda

sicakliginda saklandi. Azot kaynagi olarak verilen konsantrasyonlarda kullanildi.

Kafein stok cozeltisi ise 500 mM olacak Gekilde distile suda stok c¢ozelti olarak

hazirlandi ve verilen konsantrasyonlarda kullanildi, oda sicakliginda depo edildi.

6: Polietilen Gilikol (%50 PEG)

S. cerevisiae hiicrelerine transformasyon yapmak i¢in kullanildi. Polietilen Glikol (Ma:
3,350) distile suda %501ik stok ¢ozelti olarak hazirlandi, 121°C*“de 25 dakika otoklavda
steril edildi.

7: SDS (%0.1) ve Kloroform ¢ozeltileri

SDS ve kloroform S. cerevisiae hiicrelerini permeabilized edip hiicre lizatlarin1 elde
etmek i¢in kullanildi. SDS deionize suda %0.1lik stok c¢ozelti olarak hazirlandi.
Kloroform direk olarak konsantre stoktan herhangi bir seyreltme yapilmadan kullanildi.
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7: Lizis tampon ¢ozeltisi

S. cerevisiae transformantlarini siispanse etmek ve lizat elde etmek i¢in kullanildi.
BileGimi ve hazirlanmasi:

100 mM Tris.HCI (pH: 8)

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

%20 Gliserol

4 mM Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF).

Cozelti verilen maddeler son konsantrasyonlari yukarida olacak Gekilde steril distile su

ile hazirland1 ve +4°C*de saklanda.

8: B-Galaktozidaz tampon cozeltisi (Z Buffer)

Bu tampon ¢ozelti maya transformantlarindan elde edilen lizatlarda B-galaktosidaz
enzimatik aktivitesini tayin etmek i¢in tampon ¢6zelti olarak kullanildi.

BileGimi ve hazirlanmasi:

60 mM NazHPO4.7H-0,

40 mM NaH2PO4.H20,

10 mM KCl,

1 mM MgS04.7H-0

50 mM B-Merkepto-etanol ¢ozeltisi

Cozelti yukarida verilen maddeler son konsantrasyonlar1 verilen miktarlarda olacak

Gekilde steril distile su ile hazirland1 ve +4°C*“de saklandi.

9: Lowry Cozeltileri
S. cerevisiae hiicre lizatlarindaki protein konsantrasyonlarini tayin etmek igin kullanilda.
Cozeltilerin bileGimi ve hazirlanmasi:

I: Lowry A ¢ozeltisi: 20g Na2CO3 ve 4g NaOH toplam hacim 1 litre olacak Gekilde

distile suda ¢oziildi, stok ¢ozelti olarak oda sicakliginda depo edildi.

Il: Lowry-B1 cozeltisi: 1 gram CuSQOs toplam hacim 100 ml olacak Gekilde distile suda

¢oziildi, stok ¢ozelti olarak +4 C de depo edildi.
I Lowry-B2 ¢ézeltisi: 2 gram Sodyum potasyum tartarat toplam hacim 100 ml olacak
Gekilde distile suda ¢oziildi, stok ¢ozelti olarak +4 C de depo edildi.
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IV: Lowry-C ¢ézeltisi: Her deneyde taze olarak yukarida verilen Lowry-A, Lowry-B1l

ve Lowry-B2 stok ¢ozeltilerden hazirlandi:

Lowry-C cozeltisinin hazirlanmasi:

24.5 ml Lowry A,

250 pl Lowry B1,
250 ul Lowry B2, kariGtirildi ve taze olarak kullanildu.

10: ONPG (O-Nitrofenil p-D-Galaktopiranozid)

ONPG (Sigma N1127) son konsantrasyonu 4 mg/ml olacak Gekilde Z-tampon ¢ozeltisi

i¢inde hazirlandi. +4°C*“de saklandi.
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Ek 2: B- Galaktozidaz aktivitesi hesaplanmasi

S. cerevisiae transformantlarindan 6l¢iilen B-galaktozidaz aktivitesi aGagida verilen

formiil excel formatina gore hazirlanan ¢aliGma tablosu kullanilarak hesap edildi.

Aktivite: (ODa420x 1.7/0.0045)/(txVxP)

ODg4z0: 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 katsayisi

t: B-galaktozidaz reaksiyon siiresi (dakika)

V: B-Galaktozidaz 6l¢iimiinde kullanilan hiicre lizat1 hacmi (ml)

P: Hiicre lizatlarinin protein konsantrasyonlari (mg/ml)

B-galaktozidaz aktivitesi biririmi: Dakikada 1 mg protein tarafindan hidroliz

edilen nmol ONPG (nmol ONPG/dk/ mg protein) cinsinden verilmiGtir
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