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OZET

SACCHAROMYCES CEREVISIAE MAYA TURUNDE
GIS1 TRANSKRIPSiYON FAKTORUNUN NTH1 GEN EKSPRESYONUNA
ETKIiSININ ANALIiZi

Burak SERVILI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Yrd. Dog¢. Dr. Tilay TURGUT GENC
21/08/2017, 60

Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinde trehaloz miktar1 hiicre igerisinde belirli
bir seviyede tutulmaktadir. Bu nedenle trehalozun sentezinden sorumlu trehaloz fosfat sentaz
enzim kompleksinin (TPS) ve yikimindan sorumlu nétral trehalaz enziminin (Nth1p) ve ilgili
genlerinin siki bir sekilde kontrol edilmesi gerekmektedir. Gis1 proteininin promotorlarinda
PDS/STRE elementi tasiyan genelere baglanmaktadir. NTH1 promotor bolgesinde 3 adet
STRE bolgesi bulunmaktadir. Gislp, cevresel kosullara gore iiremenin farkli agamalarinda
farkli fonksiyonlara sahiptir. Arastirmamizda Gisl transkripsiyon faktoriiniin NTH1 gen
ekspresyonu tiizerindeki etkisi belirlenmeye ¢alisildi. Bu amagla NTH1 promotor bdlgesini
iceren plazmid yaban tip ve GIS1 delesyonu tagiyan S. cerevisiae maya hucrelerine transform
edildi. Logaritmik, post-diauxic ve duragan asamaya kadar {retilen transformant
hicrelerden 6rnekler alinarak NTH1 promotor aktivasyon seviyesi ve hicre igerisinde
biriktirilen trehaloz miktar1 enzimatik metodlarla belirlendi. Yapilan ¢alismalar sonucunda
Gislp yoklugunda logaritmik asamada NTH1 ekspresyonunun arttigi belirlendi. Biriktirilen
trehaloz miktarlar1 karsilastirildiginda ise 4gis/ susunda post-dioksik asamada daha az
trehaloz biriktigi, yaban tip susa gore ilerleyen fazlarda trehalozun ¢ok diisiik oldugu
belirlendi. Gisl transkripsiyon faktérinin NTH1 geninin regulasyonunda logaritmik
asamada represOr olarak duragan asamada ise aktivatdr olarak gorev yaptigi belirlendi.
Ayrica farkli veri tabanlar1 ve biyoinformatik araclar kullanilarak yaptigimiz ¢alismalarla

Gisl proteininin NTH1 promotor bélgesindeki STRE bolgelerinde yakinlastigi gézlendi.

Anahtar sézcikler: Trehaloz, NTH1, Gislp, Saccharomyces cerevisiae.
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ABSTRACT

ANALYSIS OF THE EFFECT OF GIS1 TRANSCRIPTION FACTOR ON NTH1
GENE EXPRESSION IN YEAST SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Burak SERVILI
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Biology Science
Advisor : Assist. Prof. Dr. Tulay TURGUT GENC
21/08/2017, 60

In Saccharomyces cerevisiae yeast cells, the trehalose amount is maintained at a
certain level within a cell. Therefore, the trehalose phosphate synthase complex (TPS)
responsible from trehalose synthesis and the neutral trehalase enzyme (Nthlp) responsible
from trehalose degradation and their related genes must be tightly controlled. Gis1p binds to
PDS/STRE elements in the promoters of target genes. NTH1 gene includes 3 STRE elements
in its promoter region. Gislp has different functions in growth stages of growth depending
on the environmental conditions. In our research we aimed to identfy effects of Gislp on
NTH1 gene expression. For this purpose, the plasmid containing the NTH1 promoter region
was transformed into wild-type and GIS1 deleted S. cerevisiae yeast cells. The amount of
accumulated trehalose and the level of NTH1 gene expression were determined by enzymatic
methods. The yeast samples were collected from logarithmic, post-dioxic and stationary
stages of growth. We found that NTH1 gene expression increased in logarithmic phase in the
absence of Gislp. When the amounts of accumulated trehalose were compared, it was
observed that accumulation of trehalose in the post dioxic stage of the Agis strain was lower
as compared to wild type, and the amount of trehalose was observed very low in the
following stages of growth as compared to the wild type strain. It was determined that the
Gisl transcription factor acts as a repressor at the logarithmic stage and as an activator in the
stationary phase of growth in the regulation of the NTH1 gene expression. In addition,
studies using different databases and bioinformatic tools showed that Gis1 protein converges

the STRE sequences in the NTH1 promoter.

Keywords: Trehalose, NTH1, Gislp, Saccharomyces cerevisiae.
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BOLUM 1
GIRIS

Saccharomyces cerevisiae maya hiicreleri degisken ¢evre kosullarina cevap olarak
trehaloz metabolitini sentezleyrek depolamaktadir. Ayrica trehalozun hiicre i¢indeki miktar
hiicrelerin bulundugu lireme asamasina gore farkliliklar gostermektedir. Trehaloz alfa 1-1
glikosidik bag igeren bir disakkarit olup mikroorganizmalarin ¢ogunda, bazi bitkilerde ve
bazi omurgasiz hayvanlarda stres metaboliti olarak sentezlenmektedir (Singer ve Lindquist,
1998; Frangois ve Parrou, 2001). S. cerevisiae maya tirinde trehalozun sentezinden
Trehaloz Fosfat Sentaz (TPS) enzim kompleksi hiicre disindan alinan ya da hicre iginde
depolanan trehalozun yikimindan ise trehalaz enzimleri sorumludur. Trehalozun hiicre
icerisindeki miktar1 bu iki enzimin siki bir sekilde regulasyonu ile belirli seviyede
tutulmaktadir.

S. cerevisiae maya turiinde NTH1 geni tarafindan kodlanan nétral trehalaz ve ATH1
geni tarafindan kodlanan asit trehalaz olmak {izere iki farkli trehalaz enzimi bulunmaktadir.
Ayrica NTH1 geni ile yiiksek homoloji gosteren bir diger NTH2 geni bulunmaktadir. Nth2
proteinin hiicre igerisindeki gorevi heniiz net bir sekilde bilinmemektedir. Farkli stres
kosullarinda trehaloz biyosentezinde yer alan TPS1 geni ve yikimindan sorumlu NTH1 geni
ayni anda transkripsiyona ugramaktadir. Aktislestirilen transkripsiyon ile sentezlenen Tpslp
hiicre igerisinde aktif bir seklide gérevini yaparken, sentezlenen Nthlp stres kosullar1 bitene
kadar inaktif olarak sitoplazmada beklemektedir. Nthlp aktivasyonu PKA bagimh
fosforilasyon ile gerceklesmektedir.

Gliserol veya etanol gibi fermente edilemeyen karbon kaynaginda iiretilen S.
cerevisiae maya hticrelerinin glikoz gibi fermente edilebilir karbon kaynagina gegirilmesi
sonrasinda hiicredeki gen ekspresyon seviyeleri farkli oranlarda degismektedir (DeRisi ve
ark., 1997; Wang ve ark., 2004). Maya hiicreleri tarafindan 6ncelikli karbon kayanagi olarak
tercih edilen glikoz hiicre iginde farkli sinyal iletim yolaklarini aktive etmektedir (Belinchon
ve Gancedo, 2007). Maya hiicrelerinin logaritmik safhadan post-dioksik kayma (Post-
diauxic shift, PDS) ve duragan asamaya ge¢mesi farkli sinyal yolaklari tarafindan koordineli
bir sekilde regiile edilmektedir. Bu yolaklardan en 6nemlileri cAMP bagimli Protein kinaz
A yolagi, rapamisin veya azot aglig1 ile baskilanan TOR sinyal yolag, iireme ortamindaki
besin miktarina gore diizenlenen Snfl kinaz sinyal yolagidir. Besin miktarma ve stres
kosullarina gore bu yolaklar farkl sekilde regiile edilemktedir. Bu yolaklardan TOR ve PKA
sinyal yolaginin hedef proteini Rim15 kinazdir. Rim15 kinaz STRE dizilerine baglanarak



stres genlerini aktive eden Msn2p ve Msndp transkripisyon faktorlerinin ve PDS
elementlerine baglanarak hiicrenin logaritmik asamadan Post-dioksi kayma ve duragan
asamaya geg¢isini kontrol eden Gislp transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonundan
sorumludur.

Gislp besin agliginda gerekli olan genlerin promotor bolgelerinde bulunan post-
dioksik-kayma elementlerine (PDS) (5-T[AT]JAGGGAT-3") baglanir. Gisl transkripsiyon
faktorii dioksik kayma asamasinda 100’den fazla genin regiilasyonundan sorumludur
(Cameroni ve ark., 2004). Ayrica Gislp histon dimetilaz aktivitesine sahip oldugu icin
transkripsiyonel represor/aktivator olarak ta gorev yapmaktadir (Jang ve ark., 1999). Gisl
transkripsiyon faktori SSA3, HSP12 ve HSP6 gibi stres genlerin aktivatori, DPP1 ve PHR1
genlerinin transkripsiyonel repressori olarak gorev yapar (Jang ve ark., 1999; Pedruzzi ve
ark., 2000; Oshiro ve ark., 2003). Msn2p/ Msn4p gibi Gisl proteini ¢inko parmak DNA
baglanma motifine sahiptir. Rph1 proteini, Gislp ile %34 homoloji gosteren, benzer ¢inko
parmak DNA baglanma motifine sahip histon dimetilaz aktivitesi olan diger bir
transkripsiyon faktoriidiir. Bu nedenle biyoinformatik tabanli yaptigimiz caligmalarda
referans olarak kullanildi.

Arastirmamizda Gisl transkripsiyon faktoriinin NTH1 transkripsiyonuna etkisi ni
belirlemek icin NTH1 promotor bdélgesini iceren plazmid yaban tip ve GIS1 delesyonu
tastyan S. cerevisiae maya hiicrelerine transform edildi. Farkli {ireme asamalarindan,
logaritmik, post-diauxic ve duragan asama, transformant hiicre kiiltiirlerinden 6rnekler
alimarak NTH1 promotor aktivasyon seviyesi ve hiicre igerisinde biriktirilen trehaloz miktari
enzimatik metodlarla belirlendi.

Gislp yoklugunda NTH1 ekspresyonunun logarirmik asamada ve post-dioksik kayma
asamasinda arttig1 duragan asamada ise azaldig1 belirlendi. Bu durum Gis1 transkripsiyon
faktoriiniin logaritmik asamada NTH1 geninin represorii duragan asamada ise aktivatori
olarak gorev yaptigin1 gostermektedir. Genel olarak Gislp yoklugunda hiicrede biriktirlen
treahlozun azaldig1 tespit edildi. Biyoinformatik araglar kullanilarak yaptigimiz ¢aligmalar
da ise NTH1 promotor bolgesindeki STRE bolgelerine Gisl proteininin yakinlastigi

go6zlendi.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. S. cerevisiae ile Tlgili Genel Bilgiler ve Genom Yapisi

En ¢ok bilinen ve en 6nemli maya tiiri olan Saccharomyces cerevisiae eski tarihlerden
beri kullanilmakta ve zamanla “Baker’s Yeast” olarak anilmaktadir. Mayalar, oksijen
miktarinin azaldigi ortam kosullarinda fermantasyon yaparak glikozdan CO2 ve alkol
olusturmaktadir. Bu nedenle, ¢cok fazla seker tiikettiginden dolay1 Latincede “seker fungusu”
anlamma gelen Saccharomyces adini almistir. S. cerevisiae maya turi, fungi alemi
icerisinde, Ascomycota subesinin Saccharomycetales sinifinda bulunan, tek hiicreli
Okaryotik mikroorganizmalar olup giincel smiflandirmast Cizelge 2.1.°de verilmistir
(http://www.indexfungorum.org). Genellikle, tomurcuklanarak g¢ogalan mayalar, farkl
ortam kosullarinda ve farkli besin kaynaklarinda iireyebilmektedir. S. cerevisiae maya
tiriiniin ~ petri ve 151k  mikroskobu gorintileri  Sekil 2.1.°de  gosterilmistir
(http://lwww.uwyo.edu). S. cerevisiae, haploid ve diploid olmak {izere 2 farkli yasam
dongiisiine sahiptir. Haploid durumdayken mitoz bdliinme ile cogalan maya hiicreleri ortam
sartlar1 degistiginde diploid yasam dongiisiine gegerek mayoz boliinme gecirir ve spor
olusturur.

Genetik caligmalarda yaygin kullanilan S. cerevisiae maya tiirii gen haritasi ¢ikarilan
ilk oOkaryotik mikroorganizmadir. S. cerevisiae’da yapilan genetik c¢alismalar, diger
okaryotik organizmalar i¢in model olarak kullanilmaktadir. 2001 yilinda S. cerevisiae maya
tiirliniin mitotik genleri ile yapilan ¢aligmalar sonucunda kansere karst miicadelede 6nemli
sayilabilecek buluslar yapilmistir. Arastirmacilar bu ¢alisma ile tip alaninda Nobel 6diiliini
almislardir (Hartwell, 2001). Elizabeth Blackburn, Carol W. Greider ve Jack W. Szostak, S.
cerevisiae maya hiicrelerini kullanarak, telomer yapilarinin aydinlatilmasi ve telomerazlar
ile ilgili yaptiklar1 ¢alismalardan dolay1, 2009 yilinda Nobel Tip 6diilii almislardir (Szostak
ve Blackburn, 1982). Yoshinori Ohsumi S. cerevisiae maya tiiriinii kullanarak yaptig1 otofaji
ile ilgili calismalardan dolayr 2016 Nobel Fizyoloji ve Tip Odiiliinii almistir (Frake ve
Rubinstein, 2016).

S. cerevisiae maya tiiri 16 kromozoma sahip olup genom biiyikligi 12.1248 mb
olarak belirlenmistir (Engel ve ark., 2014). NCBI (The National Center for Biotechnology
Information) veri tabaninda bulunan veriler kullanilarak, S. cerevisiae maya tirine ait
niikleer kromozomlarda ve mitokondri genomunda bulunan niikleotid dizileri, gen sayilari,

pseudogen sayilari, protein sayilari, GC igerikleri, rRNA ve tRNA sayilar1 ile diger bazi



genomik bilgiler Sekil 2.2.’de verilmistir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/15). S.
cerevisiae maya hucresinde 6445 gen, 6002 protein, 18 pseudogen, 14 rRNA, 299 tRNA ve
112 diger (non-coding) RNA molekiillerini igermektedir. Mitokondriyel DNA biiyiikligii
0.085779 mb olup 46 gen icermektedir. Ayrica maya genomunda 2 mikron plazmit, RNA

virtisleri ve Ty elementleri (Transposon Yeast) bulunmaktadir (Goffeau, 1996).

Cizelge 2.1. S.cerevisiae maya tiiriniin taksonomik siniflandirilmasi.
(http://www.indexfungorum.org).

OKARYOTLAR
Alem Fungi
Sube Ascomycota
Takim Saccharomycetes
Sif Saccharomycetales
Aile Saccharomycetaceae
Cins Saccharomyces
Tir Saccharomyces cerevisiae

Sekil 2.1. S. cerevisiae maya tiirliniin petri ve 151k mikroskobu fotograflari

(magnifikasyon 1000X) (http://www.uwyo.edu/virtual_edge/lab13/fungi_results.htm).



Loc Type Name RefSeq INSDC fh!lzbﬁ GC% Protein rRNA tRNA %tn:hr Gene Pseudogene
Muc . Chr I NC 001133.9 BKD06935.2 0230218  39.3 94 - 4 2 101 1
Muc  Chr Il NC 001134.8 BKD06936.2 0813184 383 415 - 13 4 432 -
Muc  Chr 1] NC 0011355 BKD0O6937.2 031662 @ 385 168 - 10 4 184 2
Muc  Chr NV NG 001136.10 BK0DE938.2 1.53 379 766 - 28 4 799 1
Nuc Chr V' NC 001137.3 BKO069392 0576874 385 287 - 20 9 317 1
Muc  Chr Wi NC 001138.5 BKD06940.2 0270161  38.7 128 - 10 4 143 1
Muc  Chr VI NC 001139.9 BK0O06941.2 1.09 381 539 - 36 10 585 -
Nuc Chr VI NC 0011406 BK0069342 0562643 385 290 - 11 4 305 -
Muc  Chr IX NC 001141.2 BKDO6942.2 0439888 389 213 - 10 3 232 B
Muc  Chr X NC 0011429 BKD06943.2 0.745751 384 362 - 24 5] 392 -
Muc  Chr Xl NC 001143.9 BK0O06944. 2 0.666816 381 17 - 16 5 338 -
Nuc. Chr XII NC 0011445 BK0069452  1.08 g5 bH19 12 21 18 572 2
Muc. Chr = Xl  NC 001145.3 BKO06246.2 0924431 382 469 - 21 15 505 -
Muc: Chr = X1V  NC 001146.8 BKO06247.3 0.784333 386 298 - 14 5] 418 -
Nuc Chr XV NC 0011476 BK0069482 1.09 382 546 - 20 11 579 2
Muc. Chr = XV NC 001148.4 BKO06949.2 0948066 381 472 - 17 5] 497 2
MT  Chr MT  NC 0012241 KP263414.1 0.085779 @ 171 19 2 24 1 46 -

Sekil 2.2. S. cerevisiae maya hticresine ait genomik veriler (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/15).



S. cerevisiae maya genomunda olduk¢a az intron bulunmaktadir. Protein kodlu
genlerde intron orani yaklasik olarak %3,8 olarak tespit edilmistir. Maya genomundaki
genler aras1 mesafenin 200 ile 1000bg arasinda oldugu ve insan genomundaki genler arasi
mesafeden daha kisa oldugu belirlenmistir. Bu nedenlerden dolayi, S. cerevisiae maya
hiicreleri olduk¢a yogun kompakt bir genom yapisina sahiptir (Goffeau ve ark., 1996).

Genetik ve molekiiler ¢aligmalar sonucu olusturulmus veri bankasi olan SGD
(Saccharomyces Genome Database) S. cerevisiae ve ¢esitli fungi suslariyla iliskili genlerin,
proteinlerin, yolaklarin vb. 6zelliklerin kaydedildigi genis bir veri tabanidir (Cherry ve ark.,
2012). S. cerevisiae maya hiicresinin genetik isleyisi, fizyolojik yapist ve regiilasyonu ile
ilgili temel bilgilerin 6grenilmesi ve gelistirilmesi icin SGD veri taban1 oldukg¢a biiyiik bir
Oneme sahiptir (Winzeler ve ark., 1999; Cherry ve ark., 2012). SGD veri tabanina benzer S.
cerevisiae maya tiirii ile ilgili farkli islevlere sahip ulasima agik baska veri tabanlar1 da yine

internet Uizerinde mevcuttur.

2.2. S. cerevisiae Maya Hiicrelerinin Glikoz Kullanimi ve Ureme Asamalari

S. cerevisiae maya hiicreleri tarafindan 6ncelikli karbon kaynagi olarak tercih edilen
glikozun, farkli konsantrasyonlari hiicre iginde farkli sinyal iletim yolaklarini aktive
etmektedir (Belinchon ve Gancedo, 2007). Ureme ortaminda yiiksek glikoz bulunmasi
sukroz, etanol ve gliserol gibi farkli karbon kaynaklarinin kullanilmasini baskilar, bu olay
glikoz baskilamasi (Glucose Repression) olarak bilinir (Gancedo, 1998). Gliserol gibi
fermente edilemeyen karbon kaynaginda iiretilen S. cerevisiae maya hticrelerinin ireme
ortamina glikoz eklenmesi, genlerin gen ekspresyonunu %30 oraninda degistirmektedir
(DeRisi ve ark., 1997; Wang ve ark., 2004).

Yaban tip maya hiicreleri ortam kosullart uygun oldugunda ve besin sikintisi
olmadiginda, mitoz boliinme gegirerek bir hiicre dongiisiinii yaklasik olarak 120+30
dakikada tamamlamaktadir. Hiicre slispansiyonunun absorbansi (Optical Density, ODsoo)
spektrofotometreyle Olculerek maya kultirindeki Greme belirlenebilir. Herhangi bir
mutasyon tasimayan maya susunda absorbans (ODeoo) degeri 1,0 ise bu kdlturin
mililitresinde yaklasik olarak 107 maya hiicresi bulunmaktadir (ODesoo = 1,0 ise 1X10’
hiicre/ml). Bu sekilde zamana bagimli 6l¢iim yapilarak maya hiicrelerinin lireme asamalari
belirlenmektedir.

Glikoz gibi fermente edilebilen karbon kaynaginda firetilen S. cerevisiae maya
hiicrelerinin {ireme grafigi ve iireme asamalar1 Sekil 2.3.’te verilmistir. Maya hiicreleri

glikoz igeren taze tireme ortamina gegirildiklerinde oncelikli olarak iremelerinde bir kag



saatlik bir gecikme gergeklesmektedir. Bu nedenle bu asama ‘Lag’ asamasi veya gecikme
evresi olarak bilinmektedir. Bu asamada hiicreler yeni ortamdaki besin ¢esidini ve miktarini
sensor-sinyal sistemlerini kullanarak belirler ve buna bagli olarak hiicre i¢i genetik ve
metabolik diizenlemelerini yapar. Ornegin, iireme ortaminda glikozun bulunmasi -lireme
ortaminda olsa dahi- diger karbon kaynaklarimin kullanimu ile ilgili genlerin tiimiinii baskilar.
Glikozun kullanim1 ve metabolize edilebilmesi i¢in gerekli olan diger tiim genlerinde
aktivasyonu saglar. Boylece fermentatif iireme i¢in gerekli tiim genler aktiflestirilir.

Lag asamasinda gerceklesen bu hazirliklarin arkasindan hiicre glikozu kullanarak
logaritmik olarak liremeye baslar. Bu asamada hicreler glikozu kullanarak fermentatif
olarak ¢ogalir ve alkol iiretmeye baslarlar. Bu asama ayrica predioksik asama olarak da
bilinmektedir. S. cerevisiae maya hucrelerinin logaritmik remesi sonucunda Ureme
ortamindaki glikoz miktar1 yavas yavas azalirken buna bagl olarak alkol miktar1 da yavas
yavas artmaktadir. Glikozun tamamen bitmesi ile logaritmik tireme asamasi sonlanir.
Logaritmik ile eksponensiyel asama, S. cerevisiae maya susunun genetik yapisina bagl
olarak degismekle beraber, mutasyon igermeyen maya hucrelerinde 24 saatten daha az bir

stireyi kapsamaktadir.
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Sekil 2.3. Glikoz igeren ortamda iiretilen S. cerevisiae maya hiicrelerinin iireme asamalari

(Busti ve ark., 2010).



Glikozun tiikenmesi ile birlikte maya hicreleri fermentatif Ureme sonucunda
tirettikleri alkolii karbon kaynagi olarak kullanarak respiratif olarak iiremeye baslarlar ve
karbondioksit iiretirler. Logaritmik asamada glikoz kullanarak ¢ogalan maya hiicrelerinin
(fermentatif tireme) alkol kullanarak gogalmaya (respiratif tireme) gegisleri dioksik kayma
(Diauxic shift) olarak adlandirilir. Bu siire kisa olup iireme asamast olarak
adlandirilmamaktadir. Dioksik kayma sirasinda maya hiicreleri alkolii kullanabilmek i¢in
gerekli olan hticre ici genetik ve metabolik dizenlemeleri yaparlar. Alkoliin metabolize
edilmesi glikoza oranla daha uzun sirede (4-7 giin) gergeklesmektedir. Bu nedenle alkoliin
tamaminin tiiketilmesi i¢in gegen bu siire post-dioksik asama (Post-diauxic phase) olarak
adlandirilmaktadir. Ayrica logaritmik ¢cogalma asamasindan sonraki ikinci ve son mitotik
boliinerek ¢ogalma asamasidir.

Alkoliin tiikenmesi ile maya hiicreleri boliinmeden beklemeye baglar ve iireme
durdurulur. Hiicreler canli olmakla beraber metabolik faaliyetlerini ve gen ekspresyonlarini
yavaglatarak hayatta kalmaya devam ederler. Bdylece maya hiicreleri duragan asamaya
(Stationary phase) ve GO (quiescent phase) sathasina girmis olurlar (Busti ve ark., 2010).
Eger maya hiicreleri diploid ise GO (quiescent phase) sathasina ge¢cmek yerine mayoz
boliinme gegirerek spor olustururlar. Diploid maya hiicreleri asetat gibi nonfermentatif
karbon kaynagi i¢eren lireme ortaminda (besin acligi) veya azot agliginda iiretilirse yine spor
olusturmaktadir (Kupiec ve ark., 1997). Duragan asamada bulunan maya hiicrelerinin
gosterdigi bazi1 genetik ve metabolik degisiklikler stres altindaki maya hiicrelerinin
gosterdigi degisikliklere benzemektedir. HSP26 (Heat Shock Protein), HSP12, HSP104 ve
SSA3 (Stress-Seventy subfamily A) gibi 1s1 soku (heat-shock) genlerinin aktivasyonu ve
hlcre ici trehalozun biriktirilmesi buna 6rnek olarak verilebilir (Werner-Washburne ve ark.,
1993; Herman, 2002; Gray ve ark., 2004;). S. cerevisiae maya hucrelerinin genel olarak bu
asamalarda gercgeklestirdigi baz1 genetik ve metabolik diizenlemeler: ribozomal proteinleri
kodlayan genlerin ekspresyonunun artmasi/azalmasi, strese duyarli genlerin aktivasyonu,
depo karbonhidratlarinin biriktirilmesi, hiicre duvarinin kalinlagtirilmasi, stres direncinin
arttirtlmasi, kromozomlarin yogunlagmasi, otofajinin baslamasi, transkripsiyon ve protein

sentez hizlarinin azalmasi seklinde 6zetlenebilir (Gray ve ark., 2004).

2.3. S. cerevisiae Maya Hiicrelerinin Logaritmik Asamadan PDS/Duragan
Asamaya Gegisinde Rol Alan Sinyal Yolaklar ve Transkripsiyonel Regulasyonu
Maya hiicrelerinin eksponensiyel agsamadan post-dioksik kayma (Post-diauxic shift,

PDS) ve duragan asamaya gecmesi farkli sinyal yolaklar tarafindan koordineli bir sekilde



regile edilmektedir. Bu yolaklardan en énemlileri Protein kinaz A (PKA), TOR (Target of
Rapamycine), Snfl kinaz (Sucrose Nonfermenting 1) ve Rim15 kinaz (Regulator of IME2
(Inducer of Meiosis 2) sinyal yolagidir (Sekil 2.4.). Hiicrelerin PDS safhasindan duragan
asamaya gecisinde PKA ve TOR sinyal yolaklarinin pozitif etkisine karsilik, Snflp ve
Rim15p kinaz sinyal yolaklar1 negatif etkiye sahiptir.

2.3.1. Protein Kinaz A Sinyal Yolag

S. cerevisiae maya hucresinde PKA’nin katalitik alt tinitesini TPK1, TPK2 ve TPK3
(Takashi’s Protein Kinase) genleri, duzenleyici alt Unitesini BCY1 (Bypass of Cyclic-AMP
requirement) geni kodlamaktadir. Bcylp diizenleyici alt {inite katalitik alt {nitelere
baglanarak tetramer yapisini olusturur ve PKA aktivitesini baskilar. Bu nedenle Bcylp
inhibitor alt Gnite olarakda adlandirilmaktadir. Inhibitér alt iiniteye cAMP molekiiliiniin
baglanmasi ile Bey1p tetramer yapisindan ayrilir ve PKA aktif hale geger. S. cerevisiae maya
hlcresinde CAMP sentezi, GPAL geni (G Protein Alpha subunit) tarafindan kodlanan Gpal
proteinini iceren yolak ve Raslp/Ras2p GTPaz enzimlerini iceren yolak olmak Uzere iki
farkli yolak iizerinden gerceklesir (Santangelo, 2006; Zaman ve ark., 2008). Hiicre digindaki
besin miktarina gore, drnegin glikozun varliginda, hiicre i¢i cAMP miktar1 artar ve PKA

aktif hale gecer.
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Sekil 2.4. Post-dioksik kayma sathasindan duragan asamaya gegiste transkripsiyonu kontrol

eden sinyal yolaklar1 (Galdieri ve ark., 2010).

2.3.2. TOR Sinyal Yolag

S. cerevisiae maya hucresinde TOR1 ve TOR2 olmak iizere iki farkli TOR geni
bulunmaktadir. TOR1 ve TOR2 genlerinin triinu olan Torl ve Tor2 proteinlerinin molekdler
agirhgr yaklasik olarak 280 kDa olup %67 oraninda dizi benzerligine sahiptir. Torlp ve
Tor2p, ¢evresel kosullara bagli olarak hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin ve metabolizmasinin
diizenlenmesinda rol alan Ser/Thr kinazlardir (Helliwell ve ark., 1994; Inoki ve ark., 2005).
Ayrica hiicre dongiisiiniin ilerlemesi sirasinda, Tor2p enzimi sitoplazmik iskeletteki
aktinlerin polarizasyonunun regilasyonundan spesifik olarak sorumludur (Schmidt ve ark.,
1996; Wullschleger ve ark., 2006).

S. cerevisiae maya hiicresinde TORC1 (TOR Complex 1) ve TORC2 (TOR Complex
2) olmak tizere iki farklt TOR kompleksi bulunmaktadir. TORC1 kompleksi 4 alt tiniteden
olugsmakta olup bunlar: Tco89p (Tor Complex One), Koglp (Kontroller of Growth), Lst8p
(Lethal with Sec Thirteen), Torlp veya Tor2p kinazlardan bir tanesini icermektedir. TORC2
kompleksi ise Avolp (Adheres Voraciously to Tor2), Avo2p, Avo3p, Bit6lp (Binding
Partner of Tor2p), Lst8p ve Tor2p olmak Uzere 6 alt {initeden olusmaktadir (Sekil 2.5.)
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(Wullschleger ve ark., 2006). TORC1 kompleksi rapamisine duyarli olup rapamisin ile bloke
edilebilirken, TORC2 kompleksi inhibe edilememektedir. TORC1 kompleksi ribozom
biyogenezinde, translasyonda, besin aliminda ve otofajide gorevli olup, stres ve rapamisin
ile bloke edilirken, uygun ve yeterli besin varliginda aktive olmaktadir. Rapamisin
uygulamasi veya azot agligi gibi ¢evresel stresler TORC1 baskilanmasiyla birlikte hiicredeki
stres genleri ile NDP (Nitrogen Discrimination Pathway) ve RTG (Retrograde Response
Pathway) yolaklarinda gorevli tiim genlerin aktivasyonuna neden olur.

TORC1 kompleksinin hedef proteinleri, Tap42p (Two A phospatase Associated
Protein) ve Sch9p (Ser/Thr Protein Kinase Sch9) dir. Tap42p, protein fosfataz 2A (PP2A)
enziminin regiilatorii olup TORC1 kompleksi tarafindan fosforlanarak aktiflestirilir. Aktif
Tap42p, PP2A enziminin katalitik bolgesine baglanir ve aktivitesini bloke eder. TORC1
kompleksinin diger hedef proteini olan Sch9p Ser/Thr protein kinaz olup TORC1 kompleksi
tarafindan fosforlanarak aktiflestirilir (Diivel ve ark., 2003). Aktif Sch9p, Rim15p kinazi
fosforlayarak niikleustan sitoplazmaya ge¢mesine ve burada inaktif olarak kalmasina neden
olur (Cameroni ve ark., 2004; Swinnen ve ark., 2006). Besin aghgi, farkli stresler veya
rapamisin TORC1 kompleksini baskilar. Tap42p, TORCI tarafindan fosforlanamadigi icin
PP2A enzimine baglanamaz ve boylece PP2A aktif hale gecer. Aktif PP2A, Msn2p/Msn4p
Multicopy suppressor of SNF1 mutation) transkripsiyon faktorlerinin defosforile ederek
sitoplazmadan niikleusa translokasyonuna ve bdylece aktif hale gecmesine neden olur. Aktif
Msn2p/Msndp transkripsiyon faktorleri stres kosullarina cevap olusturmada goérev alan
genlerin STRE dizilerine baglanarak ekspresyonunu saglar. Inaktif TORCI1 kompleksi
Sch9p kinazi1 fosforlayamadigi i¢in Sch9p inaktif olur ve Rim15p kinazi fosforlayamaz.
Boylece aktiflesen Rim15p kinaz Msn2p/Msndp ve Gislp (Gigl-2 Suppressor (Gigl-Alias
SRB8 (Suppressor of RNA polymerase B) transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Gislp
transkripsiyon faktorii promotorlarinda PDS dizisi bulunduran genlere baglanarak

transkripsiyonunu aktive eder.
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Sekil 2.5. S. cerevisiae maya hiicresinde TORC1 ve TORC?2 yapilar1 (Wullschleger ve ark.,
2006).

2.3.3. Rim15 Kinaz Sinyal Yolag:

Rim15 kinazin aktivitesi fosforilasyon-defosforilasyon mekanizmasi ve buna bagiml
olarak hiicresel lokasyonu ile belirlenmektedir. Rim15p fosforlandiginda inaktif olur ve
sitoplazmada lokalize olur. Rim15 kinazin defosforile olmasiyla ise Rim15p niikleusa geger
ve aktiflesir. Rim15 kinaz STRE dizilerine baglanarak stres genlerini aktive eden Msn2p ve
Msn4p transkripsiyon faktorlerinin ve hiicrenin PDS/duragan agamaya gecisini kontrol eden
Gislp transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonundan sorumludur. Glikoz varliginda aktiflesen
PKA, Riml5 kinazi bloke ettigi i¢in Msn2p/Msndp/Gislp transkripsiyon faktorleri
aktiflestirilemez. Ayrica PKA, Msn2p ve Msndp transkripsiyon faktorlerinin
fosforlanmasinda gorev alan Yaklp (Yet Another Kinase) kinazi baskilayarak Msn2p ve
Msn4p transkripsiyon faktorlerinin inaktif halde kalmasini saglar (Galdieri ve ark., 2010).
Rim15 kinazin baskilanmasi hiicrelerin logaritmik olarak iiremesine neden olmaktadir. Aktif
Rim15 kinaz Gislp transkripsiyon faktoriinii aktive ederek, promotorlarinda PDS dizisi
bulunduran genlere baglanmasini ve ilgili genlerin ekspresyonunu saglar (Sekil 2.6.)
(Reinders ve ark., 1998; Gorner, 2002).

Rim15 kinaz hucrelerin Go sathasina gegmesini pozitif etkilemektedir. Rim15 kinazin
Aktivitesi, PKA yolagina ilave olarak TOR yolagi ve Pho80/Pho85 siklin/siklin-bagimli
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kinaz yolagi tarafindan da inhibe edilmektedir. Rim15 kinazin sitoplazmada kalmasi
Pho80p/Pho85p (Phosphate metabolism) kinaz bagimli fosforilasyon ile ger¢eklesmektedir
(Wanke ve ark., 2005). Rim15 kinazin sitoplazmada tutulmasinda 14-3-3 proteini olan Bmh2
(Brain Modulosignalin Homolog) proteininin rolii vardir. Rim15p ftizerindeki Bmh2p
baglanma bolgesinde yer alan Thr1075 amino asitinin Pho80p/Pho85p kinaz tarafindan
fosforlanmasi sonucu Rim15p sitoplazmada tutulur (Pedruzzi ve ark., 2003; Wanke ve ark.,
2005). TORC1 kompleksinin inhibisyonu Thr1075 amino asitinin defosforilasyonuna neden
olur ve boylece Rim15p nukleusa gecerek aktif olur. Ayrica TORC1p bagimli Sch9p, Rim15
kinazi Thrl1075 amino asitinden farklt bir Ser/Thr amino asitinden fosforlayarak

sitoplazmada kalmasin1 saglamaktadir (Wanke ve ark., 2005).
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Sekil 2.6. S. cerevisiae maya hucresinde Rim15p regulasyonu (Wanke ve ark., 2005).

2.3.4. Snfl Kinaz Sinyal Yolag:

S. cerevisiae maya hcreleri fermente edilebilir karbon ve enerji kaynagi olarak
oncelikli olarak glikozu tercih etmektedir. Glikoz varliginda diger fermente edilebilir karbon
kaynaklarinin (sukroz, galaktoz, maltoz vb.gibi) kullanimu ile ilgili genler (SUC, GAL, MAL)
baskilanmaktadir. Bu durum mayalarda glikoz baskilamasi (Glucose repression) olarak
bilinmektedir. Glikozun azalmas1 durumunda veya yoklugunda ise bu karbon kaynaklarinin
kullanimi ile ilgili genler ¢alismaktadir. Bu durum ise glikoz baskisinin kaldirilmasi

(Glucose drepression) olarak adlandirilmaktadir. Snflp kinaz (Sucrose Nonfermenting 1)
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kompleksi glikoz represyonunu-derepresyonunu kontrol eden en énemli proteindir. Snflp
kinaz ayrica glikoneogenesis ve respirasyonda gorevli proteinleri kodlayan enzimlerin de
regulasyonundan sorumludur.

Snflp kompleksi katalitik alt Gniteden (Snflp), regilator veya stimilator alt Gniteden
(Snfdp) ve lokalizasyon (B-subunit) alt {initesinden olusan heterotrimerik bir proteindir.
Beta alt unite Snflp kompleksinin hiicresel lokasyonunu belirlemekte olup, Gal83p
(Galactose Metabolism), Siplp (SNF1-Interacting Protein) veya Sip2p proteinleriden birisi
olabilir. Eger Snflp/Snf4p dimerik proteine Gal83p baglanirsa Snflp kompleksi niikleusta;
Siplp baglanirsa vakuol membraninda ve Sip2p baglanirsa sitoplazmada lokalize
olmaktadir. Snflp kinaz kompleksinin aktivitesi fosforilasyon-defosforilasyon mekanizmasi
ile glikoz miktarina gore kontrol edilmektedir. Diisiik glikoz varliginda Snflp kompleksi
Sakl (Snfl Activating Kinase)/Tos3 (Target of Sbf)/ EIm1l (Elongated Morphology)
kinazlar tarafindan fosforlanarak aktif hale gegmektedir. Yiiksek glikoz konsantrasyonunda
ise Snflp kompleksi Glc7-Regl protein fosfataz tarafindan defosforile edilerek inaktif hale
geecmektedir (Sekil 2.7.) (Hedbacker ve Carlson, 2008).

Gilkozun tiikenmesi durumunda aktiflesen Snflp kinaz kompleksi (Snflp-Snf4p-
Gal83p) nikleusa gecerek Adrlp (Alcohol Dehydrogenase Il synthesis Regulator), Sip4p ve
Cat8p (Catabolite repression) transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna, Miglp (Multicopy
Inhibitor of GAL gene expression) transkripsiyon faktorindn ise inaktivasyonuna neden
olmaktadir. Miglp transkripsiyon faktorii glikoz varliginda alternatif karbon kaynaklarinin
kullanima ile ilgili genlerin, respirasyon ve glikoneogenetik genlerin baskilanmasinda gorev
almaktadir. Migl proteinin Snfl kinaz kompleksi ile fosforlanmasi, Mig1 proteininin Hxk2p
(Hexokinase) transkripsiyon faktoriinden ayrilmasina ve niikleustan sitoplazmaya
gecmesine neden olur. Boylece Miglp tarafindan baskilanan tiim genler derepres olurlar.
Ayrica Snflp kinaz bagimli Adrlp, Sip4p ve Cat8p aktivasyonu etanol ve yag asiti
metabolizmasinda gorevli genlerin aktivasyonuna neden olmaktadir (Conrad ve ark., 2014).
Aktif Snflp kinaz kompleksi Msn2p ve Hsfp (Heat Shock transcription Factor)
transkripsiyon faktorlerini 6zellikle glikoz yoklugunda kontrol etmektedir (Sanz, 2003).

Ayrica, glikoz yoklugunda Snfl kinaz kompleksi hedef genlerin promotorlarindaki
kromatin  yapilarim1  SAGA kompleksi araciligiyla degistirerek transkripsiyonu

aktiflestirmektedir (Lo ve ark., 2001).
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Sekil 2.7. S. cerevisiae maya hiicresinde Snfl kinaz sinyal yolagi ve transkripsiyonel

regulasyonu (Conrad ve ark., 2014).

2.3.5. Msn2p/Msn4p ve Gislp Transkripsiyon Faktorleri

Dioksik kayma sirasinda 6nemli role sahip olan Riml5 kinazin aktivitesi c¢evre
kosullarina bagli olarak TOR ve PKA sinyal yolaklar1 {izerinden kontrol edilmektedir.
Rim15 kinazin hedef proteinleri ise Msn2p, Msn4p ve Gislp transkripsiyon faktorleridir. Bu
transkripsiyon faktorlerinin fonksiyonlar: birbirleri ile Ortiismekle beraber, her ii¢ genin
delesyonunda maya hiicreleri nonfermentatif karbon kaynaginda Greyememektedir (Roosen
ve ark., 2005).

Msn2p ve Msndp, ¢inko-parmak DNA baglanma motifine sahip transkripsiyon
faktorleri olup aglik ve farkli gevresel stres kosullarina karsi olusturulan cevapta gorev alan
genlerin transkripsiyonlari i¢in gereklidirler (Estruch ve Carlson, 1993; Martinez-Pastor ve
ark., 1996; Estruch, 2000). Msn2p/Msndp aktivitesi nikleer translokasyonu ile belirlenir.
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Aktif niikleer Msn2p/Msndp ilgili genlerin promotorlarinda bulunan STRE dizilerine
baglanarak transkripsiyonlarini saglar. Msn2p/Msn4p aktivitesi PKA, TOR, Rim15 kinaz ve
Snfl kinaz yolaklar1 ile kontrol edilmektedir. PKA, Msn2p/Msndp transkripsiyon
faktorlerini fosforlayarak niikleustan sitoplazmaya ge¢mesini saglar. Ilave olarak 14-3-3
proteini olan Bmh2p, TOR yolag {izerinden Msn2p/Msndp transkripsiyon faktorlerine
baglanarak, bu faktorlerin niikleusa gegigini engeller. PKA ve TOR sinyal yolaklar
Msn2p/Msndp aktivitesini negatif olarak kontrol eder. Benzer sekilde niikleer Snfl kinaz
kompleksi (Snflp-Snf4p-Gal83p) Msn2p/Msndp transkripsiyon faktorlerinin  besin
azliginda fosforlanarak niikleustan ¢ikisini saglamaktadir.

Gislp, Msn2p/Msndp transkripsiyon faktorlerinden farkli olarak, yalnizca Rim15p
bagimli regiilasyona ugramaktadir. Bu nedenle Gislp regiilasyonunda PKA ve TOR sinyal
yolaklar1 birlikte gorev almaktadir. Ureme ortaminda glikozun tilkenmesi sonrasinda maya
hicrelerinde Rim15 kinaz aktive olur ve Gislp transkripsiyon faktorinu aktive eder. Aktif
Gislp PDS elementlerine baglanarak ilgili genlerin transkripsiyonu saglar (Zhang ve ark.,
2009).

2.4. S. cerevisiae Maya Hucrelerinde Trehalozun Gorevi ve Metabolizmasi

Trehaloz maya hiicreleri tarafindan sentezlenen depo karbonhidratlardan birisi olup iki
glikoz molekiiliiniin a-1-1 glikozidik bag ile baglanmasiyla olusan bir disakkarittir (Sekil
2.8.) (Frangois ve ark., 1997). Indirgen olmayan trehalozun kararlilik ve hidrofilite gibi
ozelliklere sahip olmasi trehalozun stres durumunda gorev yapabilmesi i¢in gerekli temel
oOzelliklerdir (Arguelles, 2000). S. cerevisiae maya hiicrelerinde trehaloz, enerji kaynagi ve
stres metaboliti olarak goérev yapar. Maya hiicrelerinin fizyolojik kosullari, iireme
basamaklar1 ve iireme ortamlarina gore trehalozun hiicredeki seviyesi farklilik gosterir
(Lillie ve Pringle, 1980). Trehaloz, gevre sartlarina ve hayat dongiisii basamaklarina gore
hiicrelerin kuru agirliklarinin dortte birini olusturabilmektedir (Lillie ve Pringle, 1980).
Trehaloz, S. cerevisiae hiicrelerinin {liremesinin yavaslaylp durma noktasina geldigi
durumlarda (biotin, fosfor, sulfur, azot vb. eksikliginde) ve maya hiicrelerinin logaritmik
asamasinin bitiminde depolanmaktadir (Lillie ve Pringle, 1980; Frangois ve ark., 1987, 1997,
2000). Ayrica trehaloz molekiilii maya hiicresinde glikoz gecisini regiile ederek glikolizi
kontrol etmektedir (Thevelein ve Hohmann, 1995). TPS1 (trehaloz-fosfat sentez) gen
mutasyonu tasiyan S.cerevisiae suslarinin glikoz igeren ortamda tireyemedikleri, gliserol-
laktat ve galaktoz bulunan besiyerlerinde ise normal maya hcreleri gibi Greyebildikleri
bilinmektedir (Thevelein ve Hohmann, 1995).
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Sekil 2.8. Trehaloz molekiilii (C12H22011) (PubChem CID: 7427).

S. cerevisiae maya hiicreleri degisken ¢evre kosullarinin olusturdugu stresten dolay1
depoladig trehalozu stres kosullari sona erdiginde hizlica yikarak glikoza parcalar. Trehaloz
molekiilii maya hiicrelerinin farkl fizyolojik streslere (sicaklik veya sogukluk, oksidasyon,
kuruma, organik bilesikler, agir metaller vb.) karsi hayatta kalmasini saglamaktadir
(Attfield, 1987; Riberio ve ark., 1999; Elbein ve ark., 2003). Hucre igerisinde sentezlenen
trehaloz miktar1 belli bir dizeyde tutulmaktadir. Bu nedenle trehalozun sentezinde ve
yikiminda gorevli genlerin kontrollii olarak caligmasi gerekmektedir. S. cerevisiae maya
hicresinde trehaloz molekdlii Tpsl (Trehalose-6-Phosphate Synthase) enzimi araciligiyla
sentezlenmektedir (Elbein ve ark., 2003). Stres kosullarinda biriktirilen trehalozun
yikimindan ise nétral trehalaz enzimi sorumludur (Sekil 2.9.). TPS1 geni, degisken
sicakliklarda, kuruma durumlarinda, agir metaller veya organik bilesiklerin olusturmus
oldugu stres kosullarinda aktive olmaktadir (Parrou ve ark., 1997, 1999).

Trehaloz biyosentezi Tps1p, Tps2p, Tps3p ve Tsl3p olmak iizere 4 alt birimden olusan
Trehaloz Fosfat Sentaz (TPS) enzimi iizerinden gerceklestirilmektedir (Bell ve ark., 1998;
Kwon ve ark., 2003; Elbein ve ark., 2003; Avonce ve ark., 2006). Ilk kez mayalarda
tanimlanan trehaloz biyosentezi iki asamada meydana gelmektedir. Sentezin baslamasi
uridin-di-fosfo-glikozdan glikoz-6-fosfata glikozil birimlerinin aktarilmasi ile olmaktadir.
trehaloz-fosfat sentaz (Tpslp) enzimi glikozil birimlerinin aktarimi saglar ve sonugta UDP
+ trehaloz—6-fosfat olusmaktadir (Sekil 2.9.). Ikinci asamada trehaloz-6-fosfattan fosfat
grubu defosforile olarak serbest inorganik fosfat dongiisiine katilir ve boylece trehaloz
molekiilii olugsmaktadir (Cabib ve Leloir, 1958). Trehaloz—6-P fosfataz (Tps2p) enzimi

trehaloz—6-fosfatin defosforilasyonunu saglarken, diizenleyici alt birimler olan Tsl3p ve
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Tps3p ise TPS kompleksinin kararli halde kalmasini saglamaktadir (Thevelein ve Hohmann,
1995; Bell ve ark., 1998). Trehaloz—6 fosfat, hekzokinazlari etkileyerek glikozun kontrollii
bir sekilde hiicreye alinmasini saglar ve boylelikle glikolizi kontrol etmektedir (Blazquez ve
ark., 1993; Eastmond ve Graham, 2003). Ancak TPS kompleksinin ve/veya Trehaloz-6-
fosfatin glikolizi ve enerji metabolizmasini tam olarak nasil kontrol ettigi heniiz tam olarak
aydinlatilamamustir. Is1 artist Tpsl ve Tps2 proteinlerinin gen ifadesini arttirmaktadir
(Singer ve Lindquist, 1998).

Glucoseum
Hexose
transpnrters
HXT's Trehalase
NTHINTH2 ATHI i
Glucose., = [rehalose
ATP " P
= P
_-\‘ Hexokinase |
ADP | HXK1,HXK2, ' Trehalose phosphate
GLK] phosphatase TPS2
Trehalose phosphate
¥ synthase TPS/
Glucose-6-phosphate : = Trehalose-6-phosphate

Sekil 2.9. Trehaloz metabolizmasi (De Silva-Udawatta ve Cannon, 2001).

Trehalozun hidrolizi trehalaz enzimlerinin katalitik aktiviteleriyle ger¢eklesmektedir.
Trehalaz enzimleri hiicre ici lokalizasyonuna gore Athlp ve Nthlp/Nth2p olmak tzere 2
farkli gruba ayrilmaktadir. Ayn1 zamanda bu trehalazlar pH degeri ve fonksiyon bakimindan
da farkliliklar gostermektedir. Nth1p ve Nth2p nétral trehalaz, Athlp ise asit trehalaz olarak
isimlendirilmektedir (Londesborough ve Varimo, 1984). Ath1 asit trehalaz enzimi vakuolde
ve hiicre zarinda bulunmaktadir. Hiicre membraninda bulunan Athlp, hiicre dis1 trehalozun
yikimindan sorumludur, vakuolde bulunan trehalozun ise gorevi henliz bilinmemektedir.
Nthl noétral trehalaz enzimi sitoplazmada, Nth2p noétral trehalaz proteini ise hem
sitoplazmada hemde mitokondride lokalize olmaktadir (Sekil 2.10.). Stres kosullar1 altinda
sitoplazmada depolanan trehalozun yikimi nétral trehalaz enzimi ile gergeklestirilmektedir
ve bu notral trehalaz enzimi NTH1 geni tarafindan kodlanmaktadir (Elbein ve ark., 2003).

S. cerevisiae maya tirinde NTH1 (YDRO0O1) geni IV. kromozom (zerinde, 2256 kb
uzunlugunda niikleotid dizisine sahip intron bulundurmayan gendir. Nthlp, 751
aminoasitten olugsmaktadir. S. cerevisiae maya hiicresi 1s1 stresine maruz kaldiginda NTH1
geninin ifadesi artmaktadir. Is1 stresi ayn1 zamanda Nth1p’nin enzimatik aktivitelerini de
yukseltmektedir. NTH1 promotoru iizerinde STRE (5’-CCCCT-/-AGGGG-‘3) dizileri
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bulunmaktadir. Bu STRE bolgelerinin 1s1 stresinde gorev aldigr bilinmektedir (Nwaka ve
ark., 1995a, 1995b). Benzer sckilde, metal ve oksidatif stres durumunda NTH1 gen
transkripsiyonu aktif hale gecmektedir. Glikoz miktariin yine NTHZ1 geninin

ekspresyonunu etkiledigi bilinmektedir (Zahringer ve ark., 2000).

) Lokasyon Hiicresel
Protein GFP Gorlntisu L
Goruntisu Lokasyon

Nthlp Sitoplazma
Sitoplazma
Nth2p . .
Mitokondriyon
Tpslp Sitoplazma

Sekil 2.10. Nth1p, Nth2p ve Tpslp proteinlerinin hiicresel lokalizasyonlari. Nthlp SET ID:
5964; Nth2p SET ID: 5785; Tpslp SET ID: 1964. (yeastgfp.yeastgenome.org).

Trehaloz molekiliinin, NTH1 araciligiyla yikimi ile TPS araciligiyla sentezi glikolizin
reglilasyonu ve trehaloz metabolizmasi i¢in énemlidir (Elbein ve ark., 2003). Hekzokinaz
aktivitesini ve glikoz transportirlarin1 kontrol eden TPS, glikolize gelen seker miktarini
azaltir (Thevelein, 1992; Blazquez ve ark., 1993). Hekzokinaz aktivitesini inhibe eden
trehaloz-6-fosfat, glikozun glikolitik yol yerine alternatif yollara girmesini saglar (Sekil 2.9.)
(Francois ve Parrou, 2001; Elbein ve ark., 2003). Bu sayede, hiicresel kosullara gore,
trehaloz metabolizmas1 glikolizin fazla c¢alismasini inhibe eder. EK olarak, tpsl
mutantlarinda yapilan bir ¢alismada, glikolizde hucre i¢i inorganik fosfat (Pi) miktarinda
azalma ve fruktoz-1,6-bisfosfata kadar ara wrtinlerde birikme saptanmis olup, glikoz
eklenmesinin ardindan ATP’nin hizlica yikilmasi1 trehaloz metabolizmasinin bir tiir

glikolitik koruma vanasi olarak ¢alistigini ortaya koymaktadir (Francois ve Parrou, 2001).
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2.5. S. cerevisiae Maya Hucrelerinde GIS1 Geni ve Fonksiyonu

GIS1 geni 4. kromozom {izerinde olup, 2685 kb uzunlugundadir. Gislp, 894
aminoasitten olusan JmjC/JmjN ailesine ait monomerik bir proteindir. Gisl proteini,
Msn2p/Msndp transkripsiyon faktorleri gibi, CoHo-tip ¢inko parmak DNA baglanma
motifine sahip, surekli olarak nukleusta lokalize olan bir transkripsiyon faktortdir. Gislp
ayrica histon dimetilaz aktivitesine sahip oldugu i¢in transkripsiyonel represor/aktivator
olarak da gorev yapmaktadir (Jang ve ark., 1999). Klasik genetik yontemler ile yapilan
calsmalarda, Gis1 proteininin yoklugunda, hiicrelerin kimyasallara kars1 direncinde azalma,
spor duvar1 olusumunda anormallikler ve kronolojik yasam uzunlugunda azalma tespit
edilmistir (Coluccio ve ark., 2004; Suda ve ark., 2009; Kapitzky ve ark., 2010; Schroeder ve
ark., 2013; Gaupel ve ark., 2014). GIS1 geninin normalden fazla ekspresyonunun ise hiicre
morfolojisinde ve biiylikliiglinde anormalliklere neden oldugu belirlenmistir (Sopko ve ark.,
2006).

Gislp besin aghginda gerekli olan genlerin promotor bélgelerinde bulunan post-
dioksik-kayma elementlerine (PDS) (5-T[AT]JAGGGAT-3") baglanir. Gisl transkripsiyon
faktorii SSA3 (Stress-Seventy subfamily A), HSP12 ve HSP6 gibi stres genlerinde
transkripsiyonel aktivator olarak, DPP1 (Diacylglycerol Pyrophosphate Phosphatase) ve
PHR1 (Photoreactivation Repair deficient) gibi genlerde ise transkripsiyonel repressor
olarak gorev yapar (Jang ve ark., 1999; Pedruzzi ve ark., 2000; Oshiro ve ark., 2003). Ayrica
yapilan bir mikroarray ¢aligmasinda dioksik kayma asamasinda 100°den fazla genin Gislp
tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (Cameroni ve ark., 2004). Gislp sporulasyonun
indiiklenmesinde gorev alan baz1 genlerin de regililasyonundan sorumludur.

Gislp, Msn2p ve Msn4p transkripsiyon faktorleri gibi, CoHo-tip cinko parmak DNA
baglanma motifine sahip diger bir transkripsiyon faktorii Rphl (regulator of PHR1) proteini
olup, Gislp ile %34 sekans benzerligine sahiptir. Rphlp ve Gislp ¢inko parmak yapilarinin
birbirine ¢ok benzer olmasindan dolayr benzer DNA motifine baglandiklar
diistiniilmektedir. Rph1p ayrica STRE motiflerine de baglanabilmektedir. Her iki proteinde
DPP1 ve PHR1 genlerinin baskilanmasinda gorev almaktadir (Oshiro ve ark., 2003).

Yapilan ¢aligmalarda Rphl ve Gisl proteinlerinin Jumonji N ve C yapilarina sahip
oldugu belirlenmistir. Jumonji yapisi iki pargali bir domain olup JmjN ve JmjC olmak iizere
iki subdomain’den olusmaktadir. Eukaryotik bir¢ok transkripsiyon faktoriiniin yapisinda
bulunan bu domainlerden JmjC histon demetilaz aktivitesine sahiptir. Bir¢ok histon
demetilazin yapisinda JmjC yapist bulunmaktadir. Histon demetilaz enzimleri H3

histonunda bulunan farkl1 lizin (K4, K9, K36, K27) ve arjinin (R2) amino asitlerinden metil
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gruplarint koparmaktadir (Tsukada ve ark., 2005; Yamane ve ark., 2006; Agger ve ark.,
2007; Chang ve ark., 2007; Tahiliani ve ark., 2007). Rph1p, H3 histonun di- ve tri-metillenen
36. Lizin amino asitindeki (H3K36me2 ve H3K36me3) ve mono-metillenen 9. Lizin amino
asitindeki (H3K9mel) metilleri koparmaktadir. Gislp ise mono- ve di-metillenen 36. Lizin
amino asitinden (H3K36mel ve H3K36me2) metilleri koparmaktadir (Klose ve ark., 2007;
Westholm ve ark., 2012). Metilasyon-demetilasyon niikleozomlarin mobilizasyonuna ve
dolayisiyla kromotinin yeniden modellenmesine sebep olmaktadir.

Gen aktivasyonunda ve represyonunda promotora ilgili transkripsiyon faktérlerinin ve
regililatorlerinin baglanabilmesi icin, niikleozomlarin kapattigi baglanma bolgelerinin
acilmas1 gerekmektedir. Promotorlarinda niikleozomlar tarafindan kapatilan STRE veya
PDS elementlerinin 6ncelikle farkli kromatin agma yontemleri ile agilmasi gerekmektedir.
Bu yontemlerden biri olan demetilasyon, Gisl proteininin JmjC yapisinda bulunmaktadir.
Gisl proteini hem transkripsiyon faktoru olarak hem de transkripsiyon regulatori olarak iki
farkli goreve sahiptir. Benzer 6zellik mayalarda daha 6nce belirlenmis olup (6rnegin
Hxk2p), bu sekilde birbirinden farkli iki biyolojik aktiviteye sahip olan proteinlere
‘Moonlighting Proteins’ adi verilmistir. Gisl proteininin de bu grupta bir protein olma
ihtimali yiiksektir. Birbirinden bagimsiz olan iki aktiviteden hangisinin hangi gende hangi
kosullarda kullanilacagi ise heniiz Gislp igin bilinmemektedir.

Degisik stres sartlarinda aktivasyonu yukselen NTHZ1 geninin transkripsiyonel
duzenlenmesi ve bu diizenlenmede gorev alan proteinler tam olarak bilinmemektedir. NTH1
promotor bolgesinde 3 tane olasi Gisl proteini baglanma bolgesi bulunmaktadir (Sekil
2.11.). Ayrica NTH1 promotorunda bulunan Gislp proteini baglanma elementlerinin (PDS)
nikleozomlar tarafindan kapatildigi belirlenmistir. Bu yiizden bu ¢aligmada 6nceden NTH1
geni ile alakasi arastirilmamis fakat potansiyel olarak transkripsiyonel dizenleyicisi
olabilecegini  disiindiigimiz  Gisl transkripsiyon  faktoriinin  NTH1 geninin

transkripsiyonuna olan etkisi belirlenmistir.
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1 ATAAGACCTCGTTACTACACCAATCGTGTTTAGAAATTCCAGAACAGAGAA
52 GAGTAGTTATAAGATTGGAACAATCAGAAAAACAAGAAGTTCTTGAATGTC
103 AGTGGTCATGGAGAAAGAAAGGTAAGGAACCGTAGCCGTAGCTTAGACTTT
154 TCGAACCGAGACTGGAACATTTCTTGAAGAAGCAGAAGAAGGTAACAGAAT
205 TGTAGATGGAAAAGGTCCACTTGGTGACCAAGTTTTACCTATAGACCACTA
256 AGACCTCGTAGTAGTGGAAGGAAGAACCAAAGGAGGAACCATAGAAGAAGC
307 AGAAAGAACCAAAGACCGAAAAGCCGGAAGAATGGTGGTTTGTACCTCTTC
358 TGTCGTCTCCTACCACCGAAACCTCGTCGGAGAAGGAAGAACAGCTGCTGT
409 CCAAAGAATAGAAGCGATCTGTAAGAAAAAGATATCAACACAAATAGAAGA
460 ACGAAAATAAAGTTTAATTTGTTCTAGAAAGAAGAAAGAGGTTAACTTATA
511 GTTAAAGTAGTAGTCTAAAATCAAAGACAAAATAAAAAATAAAAAAATAAA
562 AAAAAAACAAAGAACAAAAGGCGCATGAAGGGCGACCCGCTTTTTTCTTTA
613 CTTTTTTTCTTTGCTGTCCTCGTAGCACATCCTGCTTCGGGGAATAGGGGA
664 TCAATGGCTTCTTCCGGTGGTTAGAATTCAAACTATCTCGTCATGAATATA
715 TTCCGATATATATCTGACCAAGTGTTCCAATAGTTATACTTTGAACGCGCT
766 AGTGGCTAAATGCCCTAAAAAGTCCTCGCTCCATGTTCTAAACAACCGGAC
817 TTTTCTAGCGTTTTGTAATCGATCTTTAAAAGGGGGATAGCAAAAGGCATC
868 TCATTTATATTATAGTTCTTCTATCAAAATATAACTGACTAAAGTGTTGGT
919 TGACGTATCTATATTCCTCTAATGATCTATGTTCTTGCGGACTATTTGTTT
970 TTTTCTTTTTAATTGTTTTTTTTAGTCATCT

Sekil 2.11. NTH1 promotoru ve potansiyel Gislp baglanma bolgeleri (3°-GGGGA-5)

(http://www.yeastract.com/view.php?existing=locus&orfname=YDRO001C).
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Cahismada Kullamilan Maya Suslari

Arastirmada kullanilan S. cerevisiae maya suslart BY4741 (Yaban tip) ve Y04031
(4gis] mutant) maya suslar1 olup EUROSCARF (European Saccahromyces cerevisiae
Archive for Functional Analysis) S. cerevisiae maya koleksiyonundan temin edilmistir.
Maya suslarinin genotipleri BY4741 (MATa, his3A41; leu2A0; met15A0; ura340) ve Agisl
(MATa, his3A1; leu2A0; metl5A0; ura340; YDRO96w::kanMX4S) seklinde olup Agisl
maya susu BY4741 susu ile izogeniktir. BY4741 maya susu standart haploid S. cerevisiae
maya susudur ve genomu tamamen sekanslanmis olup metabolik yollarinda gérevli genlerde

mutasyon igermeigi bilinmektedir.

3.2. Cahsmada Kullanilan Maya Suslarinin Ureme Ortamlan

Yaban tip ve Agis/ mutant maya suslari sivi minimal iireme ortaminda (YNBD-
HLMU: %0,16 Yeast Nitrogen Base; %0,5 Amonyum sulfat; %2Dekstroz; %0,2 Histidin;
%0,3 L6sin; %0,2 Metiyonin; %0,5 Urasil) 30 °C’de 120 rpm ¢alkalama ile bir gece tiretildi.
Bu kiiltiirlerden maya hiicreleri taze stvi YNBD-HLMU iireme ortamlarina ODgoo degeri
yaklagik 0,1-0,2 olacak sekilde gegirildi. Her 2 saatte siv1 hiicre kiiltlirlerinden 1ml 6rnek
alinarak spektrofotometre de (Shimadzu UV-1201) ODesoo degeri 6lgiildii. Elde edilen
sonuclar zamana karsi absorbans (ODeoo) degerleri yerlestirilerek grafikleri ¢izldi. Bu

grafiklerden maya suslarinin ikilenme siireleri (dt; doubling time) hesaplandi.

3.3. Calismada Kullanilan Plazmitlerin Yapis1

Caligmada SUC2-LacZ ile NTH1-lacZ gen fiizyonlarini bulunduran plazmitler
kullanildi. SUC2-LacZ gen flzyonunu igeren plazmid Tilay TURGUT GENC’ten temin
edilirken, NTH1-LacZ gen fizyonu iceren plazmid ise Uludag Universitesi (Bursa),
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii’nde bulunan Prof. Dr. Sezai TURKEL den temin
edilmistir. Kullanilan plazmitler selektif besin ortaminda S. cerevisiae maya hicresi
icerisinde stabil olarak kalabilen Yeast Episomal plazmitlerdir (Liao ve ark., 1993).
Plazmitlerin yapisinda AmpR (Ampisiline resistance), Ori (Escherichia coli replication
origin), LacZ (Beta-galactosidase reporter gene), URA3 (Selection marker for Yeast), 211 ori
(S. cerevisiae replication origin) bolgelerini icermektedir (Sekil 3.1.) (Rose ve ark., 1990).

Ayrica NTH1 ve SUC2 promotor bélgelerini icermektedir. NTH1-LacZ gen fizyonu igeren
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plazmitlerin promotor bolgesi yaklasik olarak 770bp uzunlugundadir ve transkripsiyonu
diizenleyen kontrol bolgelerini kapsamaktadir (Parrou ve Frangois, 1997). SUC2 geni stres
ile aktive olmayan bir gen oldugu i¢in SUC2-LacZ gen fizyonu ig¢eren plazmit ¢alismada

kontrol olarak kullanildi.

Sekil 3.1. NTH1 promotor bolgesini igeren Yep plazmitinin yapisi.

3.4. Plazmit Amplikasyonu ve Maya Hucrelerine Transformasyonu

Calismada kullanilan plazmitler XL1-Blue E. coli bakteri hiicrelerine MgCl>-CaCl>
yontemiyle transform edildi (Ausubel ve ark., 1993). E. coli transformantlar1 ampisilin (35
mg/ml) antibiyotigini bulunduran petrilere (Ty®™P) aktarildi. Petrilerde iireme gosteren
transformant bakteri hiicrelerinden tek koloni alinarak ampisilin igeren NB (Nutrient Broth)
s1vi ortama gegirildi. Bakteri hiicreleri 37 °C’de 16-18 saat inkiibe edildi. Daha sonra plazmit
purifikasyonu icin GenelJet Plasmid Kiti (#KO050-Fermentas) kullanildi. Ayristirilan
plazmidler son hacim 100 pL olacak sekilde TE igerisinde -20 °C de muhafaza edildi.

Amplife edilen plazmitler yaban tip (BY4741) ve AgisI mutant maya hucrelerine,
polietilen glikol-lityum asetat (PEG + LiOAC) yontemi kullanilarak transform edildi. (Rose
ve ark., 1990). Maya hiicreleri urasil icermeyen kat1 minimal segici tireme ortamina YNBD-

HLM (+ %2 Agar) transfer edilerek 30 °C sicaklikta 3 ile 5 giin inkiibe edildi. Petrilerde
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ureme gosteren transformant maya kolonilerinden tek koloniler taze YNBD-HLM

petrilerine aktarilarak 30 °C’de tiretilerek taze olarak ¢alismalarda kullanildi.

3.5. Transformant Maya Hiicrelerinin Uretilmesi ve Ornek Alinm

Transformant maya hiireleri stvi YNBD-HLM {iireme ortamlarinda 30 °C’de 120 rpm
calkalamal1 inkiibatorde bir gece iiretildi. Taze sivi YNBD-HLM {ireme ortamlarina bir
gecelik kaltirlerden maya hiicreleri ODegoo degeri 0,2 olacak sekilde aktarildi ve ayni
sartlarda liremeye birakildi. Daha once lireme egrilerinde belirlenen iireme asamalarina
gelen kiiltiirlerden (logaritmik asamada yaklasik ODeoo 1,0-1,2 degerinde (8-10 saat);
dioksik kayma asamasinda (~24 saat); post-dioksik kayma agamasinda (~48 saat) ve duragan
asamada (~100 saat) hiicre 6rnekleri alinarak, gen ekspresyon seviyesi Beta-galaktozidaz
enzimatik yontemi ile hiicredeki total protein miktar1 Lowry yontemiyle ve hiicre ici
biriktirilen trehaloz miktar: trehalaz enzimatik yontemi ile belirlendi. Tiim deneyler en az 3

tekrarli olarak yapildi ve standart sapmalar1 hesaplandi.

3.6. Beta-galaktozidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Logaritmik asamada, dioksik kayma asamasinda, post-dioksik asamasinda ve duragan
asamada alinan hiicreler santrifiijde (Hettich—Universal 320 R) ¢okturlerek steril distile su
ile yikandi. Transformant maya hticreleri 0,2 ml breaking buffer (%20 Gliserol; 4mM PMSF;
ImM DTT; 100mM Tris pH=8.0) iginde resuspend edildi. Hiicre siispansiyonlarina 20 pl
%0,1 SDS ve 20 ul Kloroform eklenerek maya hiicrelerinin lizatlari olusturuldu. 970 ml Z-
Buffer (10mM KCI; ImM MgSOs; 60mM NaHPO4; 40mM NaH2POa) lizerine bu hiicre
lizatlarindan 30 pl eklenerek 30 °C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra suspansiyon
uzerine 20 pl ONPG (Z-Buffer iginde hazirlanmis olan %0,4 2-Nitro-B-D-
galactopyranoside) eklendi (Guarente ve Ptashe, 1981; Ausubel ve ark., 1993). Reaksiyonun
baglama zamani kaydedildi. Sar1 renk goriiliinceye kadar 30 °C’de bekletildi. Renk
doniisiml g6zlendiginde, 0,5ml Na,COs (1M) c¢ozeltisi eklenerek reaksiyon bitis siiresi
kaydedildi. Reaksiyon sonunda olusan sar1 renkli ¢ozelti spektrofotometrede OD420 dalga
boyunda Olculdu. Transformant maya hucrelerinin, hucre icerisindeki toplam protein
miktarimi 6lgmek i¢in Lowry metodu kullandi (Lowry, 1951). Hiicre lizatlarindan 0,02 ml
alinarak 0,18 ml distile suyla resuspend edildi. Daha sonra 1 ml Buffer-C (9,8ml Buffer-A
(%2 Na2COs; %0,4 NaOH); 0,1 ml Buffer-B1 (%1,56 CuSO4.5H20); 0,1 ml Buffer-B2 (%2
KNaC4H4Og) ilave edildi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Reaksiyon 0,1 ml Folin
Ciocalteu‘s reagent ilave edilerek tekrar 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Reaksiyon
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sonunda olusan mavi renkli ¢ozelti spektrofotometrede OD7so dalga boyunda élgtldu. B-
galaktozidaz aktiviteleri dakikada 1 mg protein tarafindan hidroliz edilen nmol ONPG (nmol
ONPG/dk/ mg protein) olarak hesaplandi. Sonuglarin ¢gogunda standart sapmanin %10’nun
altinda oldugu belirlendi.

3.7. Trehalaz Enzim Aktivitesinin Saptanmasi

Parrou ve Frangois (1997) tarafindan gelistirilen metot kullanilarak trehalozun
enzimatik 6lcimu saptandi. Farkli iireme asamalarinda alinan S. cerevisiae maya hicreleri
cokturilerek, +4°C steril saf su ile iki defa yikand1 ve hiicrelerin yas agirliklari 6l¢iildii. Daha
sonra hucrelerin Gzerine 0,25 ml 0,25M NaxCOs ¢oOzeltisi, eklenerek 95-100°C*de 2 saat
boyunca kaynatildi. Kaynama sonrasinda hiicre lizatinin tizerine 0,15 ml 1M Asetik asit ve
0,6 ml 0,2M NaOAC eklendi. Hucrelerin icinde biriktirilen trehalozun miktarini 6lgmek igin
hiicre lizatinin iizerine 1.5mU trehalaz enzimi (Sigma T-8778) eklendi ve 18 saat boyunca
37 °C’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda trehalaz enzim aktivitesinin
sonucunda parcalanmis olan trehalozdan agiga cikan glikoz miktarlart GOD (Glikoz
Oksidaz-Peroksidaz) metoduyla hesaplandi (Goldstein ve Lampen, 1975). GOD enzimi
ilave edilen hiicre lizatlar1 15dk boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Meydana gelen
renk degisimi spektrofotometrede ODsss dalga boyunda &lgiildii. Olgiilen glikoz degerleri
glikoz-standart ¢ozeltisinin degerlerine gore maya yas agirh@ ilizerinden normalize
yapilarak miligram hiicrede depolanan mikro gram glikoz (pg glikoz/mg yas maya agirligi)

seklinde hesaplandi.

3.8. Calismada Kullanilan Veri Tabanlari

3.8.1. Saccharomyces Genome Database (SGD) Veri Tabani

SGD, S. cerevisiae maya tirlinin genomu, genleri, proteinleri ve diger ozellikleri
hakkinda bilgi igeren bir veritabanidir (yeastgenome.org). Ayrica bu veri taban1 S. cerevisae
maya tiirii hakkinda giincel literattr bilgisini bulunduran bir sistemdir. Kullanimi oldukga
kolay olan veri tabanina erisim licretsizdir ve web sayfalar1 araciligiyla diinya ¢apindaki tim
aragtirmacilar buradaki verilere kolaylikla ulasabilmektedir. Sisteme yuklenen her verinin
kendisine ait kimlik numarasiyla arastirmacilart ortak bir noktada bulusturmaktadir.

Calismamizda NTH21 geninin promotor bolgesi SGD veri tabanindan alindu.
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3.8.2. Yeastract Veri Tabam

Yeastract kendi verilerini SGD Uzerinden glincelleyen daha sade arayuzu olan bir veri
bankasidir (yeastract.com). Bu veri bankasinda S. cerevisae maya turunin genleri,
transkripsiyon faktorleri hakkinda bilgiler ve uygulamalar bulunmaktadir. Genlerin
promotor bodlgelerine bu veribankasindan da hizlica ulasilabilinir. Ayrica DNA-protein
etkilesimleri, protein-protein etkilesimleri yine bu veri tabani kullanilarak olusturulabilir.
NTHZ1 promotor boélgesindeki Gisl proteinin baglanma dizileri (DNA-protein intraction /
DNA-TF) bu veri taban1 kullanilarak belirlendi.

3.8.3. Transkripsiyon Faktorii Baglanma Profili Veritabam - JASPAR

Yiiksek kaliteli “transkripsiyon faktorii baglanma profili” veritabani olan JASPAR
gorsel olarak baglanma profillerini net bir sekilde gosterebilen bir veri bankasidir
(jaspar.genereg.net). 5 farkli grubun (Vertebrata, Nematoda, Insecta, Plantae, Fungi)
transkripsiyon faktorlerinin, DNA’lar1 iizerinde baglanabildigi bolgelerin profillerine bu veri
bankasindan ulasilabilmektedir. Calismamizda Gisl proteinin NTH1 promotoruna baglanma
ihtimali olan bolgenin dizisini (ID: MA0306.1) bu veri bankasi kullanilarak elde edildi. Elde

edilen sonug¢ Yeastract veri tabanindan elde edilen sonuglarla karsilagtirildi.

3.8.4. Chromatin Folding V2 Program

Tom Bishop bilgisayar tabanli molekiiler ¢aligmalar yapan bir biyologdur. Temel
arastirmalart DNA ve kromatin yapist ve dinamikleri ile genetik islev ve islev bozuklugu
(6rn., Transkripsiyon, diizenleme, kopyalama ve onarim) ile nasil iligkili oldugu
hakkindadir. Gelistirmis oldugu uygulamalar bize DNA’nin sarildigi niikleozomlar
hakkinda tahmini bilgiler vermektedir (dna.ccs.tulane.edu). Tom Bishop’in Teorikal
Molekiler Biyoloji Laboratuvarmin kodlamig oldugu Chromatin Folding v2 programi
kullanilarak NTH1 promotor (~1000bp) bolgesinde bulunan niikleozomlarin lokasyonlar
belirlendi.

Chromatin Folding v2 program araciliftyla NTH1 promotorundaki niikleozomlarin
sayist ve yerleri belirlendikten sonra, daha Once hazirlanan NTH1 promotorundaki

uzerindeki URSstre/pps bolgeleri ile niikleozomlarin yerleri gorsellestirildi.

3.8.5. VMD - Visual Molecular Dynamics Programi
Bu programi Theoretical and Computational Biophysics Group kodlamis olup, erigimi

ucretsizdir. Proteinlerin 3 boyutlu yapisin1 gorsellestirmemize yarayan (*.pdb) bir
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programdir (www.ks.uiuc.edu/Research/vmd). VMD programi araciligiyla Gis1 proteininin

tizerindeki aktif bolgeler belirlenerek gorsellestirildi.

3.8.6. UCSF Chimera Programi

RBVI tarafindan gelistirilen, molekiiler yapilarin ve biyolojik bilgilerin gorsellestirme
ve analizlerini saglayan {icretsiz bir programdir (www.cgl.ucsf.edu/chimera). VMD ‘ye
alternatif olarak daha kolay bir arayiizii olan programin ayn1 zaman da VMD ‘ye gore ¢ok
daha 1iyi gorsellestirme segenekleri mevcuttur. VMD kullanilarak yapilan ¢alismalar UCSF

Chimera programi kullanilarak daha iyi bir gorsel elde edilmede kullanildi.

3.8.7. Megasoftware 7.0 Program

Surekli bir sekilde giincellenen bu ticretsiz uygulama Sudhir Kumar ve arkadaglari
tarafindan yazilmistir ve 2016 yilinda 7.0 versiyonuyla bilgisayarlardaki yerini almistir.
DNA ve protein hizalama, ¢ok fazla sayida benzerlik, uzaklik, atasallik ve evrimsel agaclar
olusturmak gibi birden fazla 6zelligi olan bir uygulamadir (www.megasoftware.net).
Hs JMJD2A, Rphl ve Gisl proteinlerinin amino asid sekans1 Megasoftware 7.0 hizalanarak

Gisl proteininin histon peptid baglanma bolgesi tahmin edilmeye ¢alisildi.

3.8.8. Web Tabanh 3 Boyutlu Protein Modelleme Serverlar:

Zhang Lab’m gelistirmis oldugu I-TASSER (zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSER) programi, Swiss Institute of Bioinformatics boliimiiniin gelistirmis oldugu swiss-
model (swissmodel.expasy.org) ve Baker Lab’in gelistirmis oldugu Robetta protein
modelleme programlari (robetta.bakerlab.org) araciligiyla Gisl transkripsiyon faktoriiniin 3
boyutlu modelinin tahmini sekli ortaya ¢ikarilmaya calisildi.

Tahminler sonucu olusturulan pdb dosyalart Visual Molecular Dynamics (VMD)
programinda multiseq analizi sonucu QH, RMSD ve identity degerleri karsilastirildi. Gelen
modelleme dosyalart EMBL-EBI’nin gelistirmis oldugu PDBsum programina yiiklenilerek
3 farkli modelin ramachandran, topology ve secondary structure verileri karsilastirild.
Visual Molecular Dynamics (VMD) programi kullanilarak gercegine en yakin 3 boyutlu
modeli gorsellestirildi.

VMD programi araciligiyla hidrojen atomlart uzaklastirilarak, 13704 atomu bulunan
3 boyutlu Gis1 proteninin yapisindan, hidrojensiz 6990 atomlu Gisl proteininin 3 boyutlu
modeli elde edildi ve “Gis1-No-Hidro.pdb” seklinde kaydedildi. In silico ortamlardaki

hesaplamalarin gecikmesini onlemek amaciyla atom sayis1 azaltildi ve docking olarak
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adlandirilan programlarda kullanilmak (zere Gisl proteininin 3 boyutlu yapist hidrojensiz
olarak hazirlandi.

Tom Bishop'in Teorikal Molekiler Biyoloji Laboratuvarinin olusturduklari DNA
Maker adli program vasitasiyla, {izerinde 5’-CCCCT-/-AGGGG-3’ bolgesinin bulundugu
NTH1 promotorundan 60kb fragment kesildi ve 3 boyutlu hale getirilen bu DNA pargacig
“STRE-PDS60kb NTHI1.pdb” seklinde kayd: yapildi.

International Institute of Molecular and Cell Biology - Laboratory of Bioinformatics
and Protein Engineering’in gelistirmis oldugu bir program aracilifiyla (NPDock) Niikleik

asit-Protein Dock ¢aligmasi yapildi.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Cahsmada Kullanilan Maya Suslarinm ikilenme Siireleri

Yaban tip ve Agis/ mutant maya suslart sivi minimal iireme ortaminda (YNBD-
HLMU) 30 °C’de 120 rpm calkalama ile 100 saat iiretildi. Bu kiiltiirlerden her 2 saatte 1ml
ornek almarak spektrofotometre de ODgoo degeri Olgiildii. Elde edilen sonuglarin zamana
kars1 ODeoo degerleri yerlestirilerek grafikleri ¢izildi. Yaban tip maya susunun LogA hiicre
sayist olarak iireme egrisi Sekil 4.1.’de, In hiicre sayisi olarak tireme egrisi Sekil 4.2.’de
verildi. 4gis! mutant maya susunun ise LogA hiicre sayisi olarak tireme egrisi Sekil 4.3.’te,
In hiicre sayisi1 olarak iireme egrisi Sekil 4.4.’te verildi. Bu grafiklerden maya suslarinin
ikilenme siireleri (dt; doubling time) hesaplandi. Yaban tip maya susunun ikilenme suresi
yaklasik olarak 2 saat 40 dakika olarak, Agis/ mutant maya susunun ikilenme siresi ise

yaklagik 4 saat olarak hesaplandi.

4.2. Gislp Transkripsiyon Faktérinin NTH1 Gen Ekspresyonuna EtkKisi

S. cerevisiae maya tiru glikoz, galaktoz, maltoz, gliserol, etanol ve asetat bir¢ok farkli
molekiilii karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir. Glikoz maya hiicreleri tarafindan
oncelikli tercih edilen ve hizli kullanilan bir karbon kaynagidir. Maya hiicreleri tireme
ortaminda bulunan glikozu fermente ederek hizli bir sekilde ATP ve etanol tiretmektedir.
Hiicreler bu sekilde eksponensiyel olarak cogalirken alternatif karbon kaynaklariin
kullanim1 ve solunum i¢in gerekli genler bakilanmis durumda bulunmaktadir. Glikozun
tireme ortaminda tilkenmesi ile maya hiicrelerinin fermentatif olarak iiretilen etanolii karbon
kaynagi olarak kullanabilmesi i¢in glikoz tarafindan baskilanan genler derepres olurlar.
Etanol non-fermentatif karbon kaynagi olup, kullanimi ve ATP iiretimi glikoza gére ¢ok
daha yavastir. Hiicrelerin alkolii kullanmaya baslamasiyla post-dioksik asamada baglamis
olur ve etanoliin tiilkenmesine kadar devam eder. Ureme ortaminda kullanilabilecek karbon
kaynagi kalmadiginda ise maya hiicreleri duragan asamaya gecerek bdliinmeden
beklemektedir. Hiicrelerin dioksik kayama ve post-dioksik asamasinda Gis1 transkripsiyon
faktoriiniin onemli gorevleri bulunmaktadir. Stres metaboliti olan trehalozun da logaritmik

asamanin sonlarina dogru sentezlendigi bilinmektedir.
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Arastirmamizda Gislp transkripsiyon faktorinin NTH1 gen ekspresyonuna etkisi
NTH1-LacZ gen flizyonu iceren plazmit kullanilarak enzimatik olarak belirlendi. Bu amagla
NTH1 promotor bolgesinin transkripsiyon diizenleyen kontrol bolgelerini kapsayan yaklasik
olarak 770bp uzunlugundaki bolgesi kullanildi. Bu bélge Gislp baglanma bolgesi olan PDS
elementlerini de icermektedir. NTH1promotor bdlgesini tasiyan plazmit yaban tip ve Agisl
mutant maya hiicrelerine transform edildi. Transformant maya suslarina ait daha once
hazirlanan {ireme egrileri kullanilarak logaritmik asamada (8 saat sonra), dioksik kayma
asamasinda (24 saat sonra), post-dioksik kayma asamasinda (48 saat sonra) ve duragan
asamada (100 saat sonra) hiicre kiiltiirlerinden 6rnekler alinarak bu asamalardaki NTH1
transkripsiyon seviyesi belirlendi. Elde edilen sonuglar sekil 4.5.’te verildi.

S. cerevisiae hiicrelerinin yaban tip maya susunda (BY4741) beta-galaktosidaz
aktivitesi logaritmik asamada 490+42, dioksik asamada 2919, post-dioksik kayma
asamasinda 130£55, duragan asamada ise 358 seviyelerinde oldugu hesaplandi. Agisl
mutant maya hucrelerinde beta-galaktosidaz aktivitesi logaritmik asamada 1720£201,
dioksik asamada 76+20, post-dioksik kayma asamasinda 30569 duragan asamada ise
1,5£0,5 seviyelerinde oldugu hesaplandi.

Gis1 proteini logaritmik asamada repressor olarak PDS ve duragan agsamada aktivator
olarak gorev yapmaktadir. Calismamizda A4gisl mutant maya susunda, yaban tip maya
susuna gore NTH1 transkripsiyonunun logaritmik asamada yaklasik 4 kat fazla oldugu
goriildii. Benzer sekilde dioksik kayma ve post-dioksik kayma asamasinda da Gislp
yoklugunda NTH1 gen ekspresyonunda 2-3 kat arttig1 belirlendi. Bu durum Gis1 proteininin
NTH1 transkripsiyonun baskilanmasi i¢in gerekli oldugunu ve Gisl proteininin NTH1
geninin negatif regiilatorii olarak gorev yaptigini gdstermektedir.

Daha 6nce yapilan bir ¢calismada Gisl proteininin baskilayici fonksiyonunda Rim15
kinazin etkisi olmadigi, Rim15 kinazdan bagimsiz olarak represor aktivitesi oldugu
gosterilmistir (Zhang ve ark., 2009). Riml5 kinaz Gisl proteininin aktivasyonundan
sorumlu olup glikoz miktarina gére TOR ve PKA yolaklar {izerinden aktivitesi regiile
edilmektedir.

Yapilan bir diger ¢alismada MSN4 geninin promotorunda iki adet PDS elementinin
bulunudugu (AAGGGA; 2700-2695 ve 2276-2271) ve Agisl mutantlarinda MSN4
transkripsiyonunun arttig1 belirlenmistir. Bu durum hiicrelerin aktif olarak tiredigi sartlarda,
Gisl proteini direk olarak PDS elementleri araciligiyla yada indirek olarak Msn4p iizerinden
STRE elementleri araciligiyla stres-cevap genlerinin ekspresyonunu baskilamaktadir (Zhang

ve ark., 2009).
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Yaptigimiz NTH1 promotor analizinde PDS elementleri ile STRE elementlerinin
uistiiste geldigi belirlendi. Dioksik kayma ve post-dioksik kayma asamasinda Gislp
yoklugunda NTH1 gen ekspresyonununda 2-3 kat artis oldugu tespit edildi. Bu durum Gisl
proteininin logaritmik asamada, dioksik asamada ve post-dioksik asamada, NTH1
transkripsiyonunu Msn4p iizerinden indirek olarak baskiladigini diisindiirmektedir. Gislp
yoklugunda transkripsiyonu artan Msn4 proteininin NTH1 promotorunda bulunan STRE
dizilerine baglanarak transkripsiyonu artirdig1 diistiniilmektedir. Duragan asamada ise NTH1
transkripsiyonunun Gislp yoklugunda cok yiiksek oranda azaldigi goriildii. Bu durum Gisl
proteininin duragan asamada NTH1 transkripsiyonunun aktivasyonu i¢in gerekli oldugunu
gostermektedir. Gisl proteininin logaritmik asamada represor olarak, post-dioksik ve
duragana asamada aktivator olarak gorev yapmaktadir (Westholm ve ark., 2012).
Calismamizda da Gisl proteini logaritmik asamada ve post-dioksik asamada represor olarak,

duragan asamada ise aktivator olarak gorev yaptigi belirlendi.

4.3. Gislp Transkripsiyon Faktérinin Trehaloz Birikimine Etkileri

S. cerevisiae hiicrelerinin 6nemli depo kaynaklarindan birisi trehalozdur. Hicrelerin
tireme asamalarina, fizyolojisine ve tUreme ortamlarina gore hicredeki seviyeleri farklilik
gostermektedir (Lillie ve Pringle, 1980). Bu ¢alismada Gisl proteininin hiicre igerisinde
bulunan trehaloz miktarina olan etkisine bakildi. Farkli ireme agamalarinda yaban tip ve
Agis] mutant maya suslarmin hucre igerisindeki trehaloz seviyesi enzimatik olarak
hesaplandi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.6.’da verildi.

Yaban tip S. cerevisiae maya hcrelerinde trehaloz birikiminin logaritmik asamada
1671+59, dioksik asamada 8045+645, post-dioksik kayma asamasinda 3098+238 ve duragan
asamada 2083+86 seviyelerinde oldugu hesaplandi. Agis/ mutant maya suslarinda ise
trehaloz miktar1 logaritmik asamada 903+44, dioksik asamada 2561+210, post-dioksik
kayma asamasinda 43£8 ve duragan asamada 17816 seviyelerinde bulundu.

Genel olarak Gisl proteininin yoklugunda hiicre i¢i biriktirilen trehalozun tum ireme
asamalarinda daha az oldugu goriilmektedir. Logaritmik asamada ve dioksik kayma
asamasinda trehaloz birikiminin 4gis/ maya hucrelerinde 2-3 kat azaldigi, duragan asamada
ise yaklasik olarak 12 kat azalma oldugu belirlendi. Post-dioksik asamada ise 72 kat trehaloz
miktarinin azaldig goriildii. Bu asamada NTH1 transkripsiyon da gézlenen 2 katlik artis bu
denli yuksek bir trehaloz brikimine sebep olamayacagi disiiniildigiinde, trehalozun
sentezinden sorumlu genlerin, TPS1 gibi, aktivitesinin artmasindan kaynakli oldugunu

diistindiirmektedir.
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Sekil 4.6. Yaban tip ve 4gis/ mutant maya hiicrelerinin farkli iireme asamalarinda biriktirdikleri trehaloz miktari.

LOG: Lagaritmik asama; DS: Dioksik kayma; PDS: Post-dioksik kayma; STA: Duragan (Stationary) asama.

Trehaloz miktar1 pg glikoz/mg yas maya agirligi olarak verildi.




Maya hiicreleri logaritmik agamanin sonlarinda dioksik kayma asamasina yaklasirken
ve duragan asamaya girerken glikojen ve trehaloz gibi bazi depo molekiillerini biriktirmeye
baslamaktadir (Thevelein, 1984). Glikojenin akiimiilasyonu glikozun tlikenmesi ve dioksik
kaymanin tepe noktasinda gerceklesirken, trehaloz dioksik kayma sonrasinda post-dioksik
kayma asamasinda ve duragan asamanin baglangicinda biriktirilmeye baglanmaktadir (Lillie
ve Pringgle, 1980). Calismamizda yaban tip maya hiicrelerinde trehaloz miktar1 dioksik
kayma asamasinda cok yiiksek iken, PDS ve duragan asamada 3-4 kat azaldig1 gézlendi.
Benzer profil Agis/ maya hiicrelerinde de gézlenmesine ragmen trehaloz miktar1 dioksik
kayma asamasinda yaban tip maya hiicrelerinden 2-3 kat daha az oldugu tespit edildi. Yaban
tip maya hiicrelerinin dioksik kayma asamasindan (8045+645) post-dioksik kayma
asamasina (3098+238) gecerken trehaloz miktarinda yaklasik 3 kat azalma gozlenirken,
Agis] maya hiicrelerinde yaklasik 60 kat azalma oldugu belirlendi. Bu durum maya
hiicrelerinin ~ Gislp yoklugunda trehaloz sentezleyemediklerini  gdstermektedir.
Arastirmamizda Agis! mutant maya hicreleri, yaban tip maya hiicrelerinde de gézlendigi
gibi, dioksik kayma asamasindan post-dioksik kayma asamasina gecerken NTH1
transkripsiyonunda 4-5 kat artis gostermektedir. NTH1 transkripsiyonundaki 4-5 katlik
trehaloz miktarinda ki 60 katlik azalmaya neden olmas1 miimkiin degildir. Bu durum Gisl
transkripsiyon faktoriniin Msndp (zerinden indirek olarak trehaloz sentezinde gorevli
genlerin (TPS1 gibi) promotorlarindaki STRE elementleri araciliiyla ekspresyonlarini
baskiladigini diistindiirmektedir.

Sonug olarak Gisl1 transkripsiyon faktéri NTH1 geninin transkripsiyonunu logaritmik
asamada baskilarken duragan asamada aktive etmektedir. Ayrica Gisl proteininin bu etkisini

trehaloz sentez genleri lizerinde de gosterdigi diisiiniilmektedir.

4.2. NTH1 - Gislp 3D Baglanma Modellemesi

Yeastrack veri tabanindan elde edilen NTH1 promotor bélgesinde (~1000bp) 3 adet
Stress Response Element (STRE) baglanma bolgesi (5-CCCCT-/-AGGGG-3') oldugu
belirlendi (Sekil 4.7.). Gisl proteininin DNA baglanma bélgesi, C2H2 ¢inko parmak
yapisinda olup, BetaBetaAlpha- ¢inko parmak ailesine aittir. JASPAR veri bankasinin
MAO0306.1 numarali Gisl transkripsiyon faktoriiniin DNA baglanma profili Sekil 4.8.’de
verildi.

Chromatin Folding v2 Programi araciligiyla NTH1 promotorunun (izerinde olasi

nikleozomlarin yerleri belirlendi. Elde edilen sonuglara gére ~70-220 bp, ~250-400 bp,
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~550-700 bp, ~750-900 bp araliklarin da toplam dort adet niiklozomun bulunma olasilig
belirlendi (Sekil 4.9.).

Elde edilen verilere dayanarak NTH1 promotoru Uzerinde STRE bdlgeleri
isaretlenerek gorsellestirildi. Gisl proteinin baglandigi STRE/PDS elementlerinin NTH1
promotorunda nukleozomlara denk geldigi belirlendi (Sekil 4.10.).

RCSB PDB: RCSB Protein Data Bankasinda yapilan aragtirmada DNA fragmenti +
niikleozom arastirilmasi yapildi. Arastirilan komplekslerde DNA iizerinde 5-CCCCT-/-
AGGGG-3' dizisinin bulunmasi amaglandi (PDB kodlari: 4JJN, 4QLC, 4X23). Elde edilen
veriler sonucunda 5’-CCCCT-/-AGGGG-3’ bolgelerinin hangi niikleozomlara yakin veya
arasinda oldugu ve nukleozoma denk gelen dizilerin hangi histon proteinine denk geldigi
belirlenmeye calisildi. VMD (Visual Molecular Dynamics) programi araciligiyla
gorsellestirilen ¢alisma sonrasi 5-CCCCT-/-AGGGG-3’ bolgelerinin H3 histonu ve H2A
histonunun arasina denk geldigi belirlendi.

Gisl transkripsiyon faktoriiniin paralogu olan Rphl (Regulator of PHR1)
transkripsiyon faktoriiniin spesifik olarak Histon 3 Lys 36 ‘y1 dimetilledigi bilinmektedir
(Klose RJ, et al., 2006). Chang ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada Homo sapiens
tirinin Hs_JMJD2A proteini ve S. cerevisiae maya tiiriiniin Rphl proteini ile yaptiklart
karsilastirma sonucu Histon peptid baglanma bdlgesi tahmin edilmeye c¢alisilmistir (Chang
ve ark., 2011). Bu calismadan yola ¢ikarak, Gisl transkripsiyon faktoriiniin aminoasit dizisi
Hs JMJD2A ve Rphl proteinlerinin aminoasit dizilerinin karsilastirma sonuglarina
eklenerek calisma yapildi. Yapilan ¢alisma sonucu Gisl transkripsiyon faktoriintin Histon
peptid baglanma bolgesi tahmin edilmeye ¢alisildi. Elde edilen sonuca gére Gisl1 proteininin
aminoasit dizisinde KKEER bolgesinin histon peptid baglanma bdolgesi oldugu tahmin
edilmektedir (Sekil 4.11.).

Yapilan ¢aligmalar sonucu I-TASSER ve Robetta programlar kullanilarak 3D protein
modellemesi yapildi. Ancak Swiss-model programi RCSB Protein veri Bankasinda bulunan
pdb dosyalariyla ve homology modelleriyle bir sonug¢ ¢ikartmaya calismasindan dolay1
proteinin tamami modellenemedi. Bu ylizden programlar arasinda modelleme kalitesini
ortaya ¢ikartmak amaciyla Gisl proteinini {i¢ farkli bdlgeye (domaine) ayirarak, Gisl
transkripsiyon faktoruniin katalitik bolgesi olan jmjN ve jmjC domainlerini iceren (1-324

a.a) fragment kullanilarak sirasiyla ayni programlara yiiklendi.
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TATTCTGGAGCAATGATGTGGTTAGCACAAATCTTTAAGGTCTTGTCTCTT
CTCATCAATATTCTAACCTTGTTAGTCTTTTTGTTCTTCAAGAACTTACAG
TCACCAGTACCTCTTTCTTTCCATTCCTTGGCATCGGCATCGAATCTGAAA
AGCTTGGCTCTGACCTTGTAAAGAACTTCTTCGTCTTCTTCCATTGTCTTA
ACATCTACCTTTTCCAGGTGAACCACTGGTTCAAAATGGATATCTGGTGAT
TCTGGAGCATCATCACCTTCCTTCTTGGTTTCCTCCTTGGTATCTTCTTCG
TCTTTCTTGGTTTCTGGCTTTTCGGCCTTCTTACCACCAAACATGGAGAAG
ACAGCAGAGGATGGTGGCTTTGGAGCAGCCTCTTCCTTCTTGTCGACGACA
GGTTTCTTATCTTCGCTAGACATTCTTTTTCTATAGTTGTGTTTATCTTCT
TGCTTTTATTTCAAATTAAACAAGATCTTTCTTCTTTCTCCAATTGAATAT
CAATTTCATCATCAGATTTTAGTTTCTGTTTTATTTTTTATTTTTTTATTT
TTTTTTTGTTTCTTGTTTTCCGCGTACTTCCCGCTGGGCGAAAAAAGAAAT
GAAAAAAAGAAACGACAGGAGCATCGTGTAGGACGAAGCCCCTTATCECET
AGTTACCGAAGAAGGCCACCAATCTTAAGTTTGATAGAGCAGTACTTATAT
AAGGCTATATATAGACTGGTTCACAAGGTTATCAATATGAAACTTGCGCGA
TCACCGATTTACGGGATTTTTCAGGAGCGAGGTACAAGATTTGTTGGCCTG
AARAGATCGCAAAACATTAGCTAGAAATTTTCCCCCTATCGTTTTCCGTAG
AGTAAATATAATATCAAGAAGATAGTTTTATATTGACTGATTTCACAACCA
ACTGCATAGATATAAGGAGATTACTAGATACAAGAACGCCTGATAAACAAA
AARAGAAAAATTAACAAAAAAAATCAGTAGAATG 1003

51
102
153
204
255
306
357
408
459
510
561
612
663
714
765
816
867
918
969

Sekil 4.7. NTH1 promotorunda bulunan Stress Response Element (STRE) dizileri.
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Sekil 4.8. Gislproteininin JASPAR TF baglanma bolge profili (ID: MA0306.1).
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Sekil 4.9. Chromatin Folding v2 Programi kullanilarak elde edilen NTH1 promotorunun

niikleozom enerji seviyesi diyagrami.

NTH1

Sekil 4.10. Chromatin Folding v2 Programi kullanilarak elde edilen NTH1 promotoru (sar1)
tzerindeki STRE bolgelerinin yerleri (kirmizi) ve olas1 Niikleozomlarin (mavi) baglanma
yerleri.
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SpeciesiAbb |Gl <5 <+ - - AT T T =+ T T : TP
1. rph1 EEFm ByPYByHaBFRYEYRLAEBvEFA LEEMLP 1 BKKABKcHC BlvKKL A
2.Hs_mp2a EEFM I HFPYEYHABFRNHEFNc AEETNF ARRRE  EvEKEAvLCECREK EBupvFv
3. gis1 HEF 1 1fFRvcuyEBErNYyEvRNrEBES Er ' LBEEAvvRKEPLKCECE KEEFFE
Sekil 4.11. MEGA Software 7.0 Programi1 kullanilarak elde edilen Rphl, Hs_JMJD2A, Gisl

proteinlerinin aminoasit dizilerinin hizalamasi.

Gelen modelleme dosyalar1 EMBL-EBI’'nin gelistirmis oldugu PDBsum programina
yiiklenilerek 3 farklt modelin ramachandran, topology ve secondary structure verileri
karsilastirildi (Sekil 4.12., Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.). Ayn1 zamanda matematiksel degerler
olarak VMD programinin multiseq analizi sonucu QH (Kkalite skoru), RMSD (Root-mean-
square deviation) ve identity (6zdeslik) degerleri karsilastirild1 (Cizelge 4.8.). I-TASSER,
Swissmodel ve Robetta’dan alinan ramachandran, topology ve secondary structure sonuglari
karsilastirildiginda birbiriyleriyle benzerlikler gosterdigi belirlendi. VMD programinin
multiseq analizleri QH, RMSD ve identity degerleri karsilastirildiginda I-TASSER
Swissmodel sonuglarinin matematiksel degerlerinin daha iyi sonug¢ verdigi goruldi. I-
TASSER, Swissmodel ve Robetta yazilimlari, Gisl proteininin 894 aminoasit dizisinin
tamaminin 3 boyutlu modelini olusturmak i¢in tekrar kullanildi. Gelen sonuglara gore:

Swissmodel programi sonuglari: Gisl proteinin 3 boyutlu modelinin tahminine gore

programin belirlemis oldugu homolog protein olarak program tarafindan secilen 3opt.1.A
(PDB ID: 30PT) sonucuna gore Gisl proteinin sadece 3-310 arasindaki aminoasitlerin 3
boyutlu modeli tahmin edilebildi. Geriye kalan kisimlar, Protein Database de eslesecek veya
homolog bir yap1 bulamadigindan dolayr modellenemedi. Bu yiizden Gisl proteini 3
domaine bdlinerek fragmentler halinde (1-324a.a / 325-826a.a / 827-894a.a) tekrar
modellenmesi yapildi.

Birinci fragment (1-324 a.a) 3opt.1.A (PDB ID: 30PT) ile tekrardan esleserek
(940,95 identity), Gisl protein dizisinin 894 aminoasit dizisinin tamaminin yollanmasiyla
elde edilen modelin aynisini olusturuldu. Ortaya ¢ikan yapi, Gis1 proteininin paralogu olan
Rph1 proteininin katalitik bolgesinin kristal yapisim temel alarak olusturulmustur. Ikinci
fragment (325-826 a.a) bu aralik Swissmodelde herhangi bir veriyle veya homologla
eslesemedigi i¢in bir model olusturamadi. Uglincli fragment (827-894 a.a) yani son kisim
modellendiginde ise 1ubd.1.C (PDB ID: 1UBD) ile esleserek (%41,79 identity) t¢ boyutlu
yapt olusturuldu. Ortaya cikan yapi, Homo sapiens organizmasina YY1 Zinc Finger

bolgesinin kristal yapisini temel alarak olusturuldu. 3 farkli fragment birlestirilip tek bir
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biitlin protein olusturulmas: istenildiginde ikinci fragmentin modellenememesinden
kaynakli olarak Swiss-model tabanli bir Gis1 proteini modeli olusturulamada.

I-TASSER programinin sonuglari: I-TASSER 3D model ¢ikartma tahminini tamamen

yapabilmesinden dolayr calisma boyunca I[-TASSER’in olusturmus oldugu modeller
kullanildi. 24 Subat 2016 tarihinde Gisl proteinin ilk modeli olusturuldu. 22 Eylil 2016
tarihinde ise ayni verilerle ikinci bir Gis1 proteinin modeli olusturuldu. Aradan gegen 7 aylik
siirede programda yapilan giincellemeleri ve protein katlanmasinda ki degisimi gorebilmek
icin her iki 3D model (Eski/Yeni) karsilastirildi (Cizelge 4.9.). Son yapilan modelleme ile
onceki modelleme arasinda ¢ok biiyiikk fark gozlenmedi. Bu iki yapmin arasindaki
karsilagtirma VMD multiseq programinin sonucunda hesaplanmis olan QH ve RMSD

degerleri kontrol olarak kabul edilerek karsilastirildi.

sl (degrees)
i (degroey)

A0 138 S0 45 0 4S8 90 13 10
Phi (degrees) Phi (degrees)

I-TASSER Swiss-Model

Pyi (dogroes )

Phi (degrees)

Robetta

Sekil 4.12. PDBsum server kullanilarak olusturulan I-TASSER, Swiss-model ve Robetta

Ramachandran haritalar.
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Karsilagtirma sonucu QH degerinin 1’e yakin deger olmasi, RMSD degerinin ise 0’a
yani minimum seviyede olmasi, karsilagtirmasi yapilan modeller arasindaki benzerlik
kalitesinin belirleyicisidir.

Yeastrack ve SGD veribankalarina gore Gisl transkripsiyon faktoriininin NTH1
geninin regililasyonuyla ilgili bir veri bulunmamaktadir. Gis1 proteinin baglanma bdlgesinin
(5’-CCCCT-/-AGGGG-3’) NTH1 geninin promotor bolgesinde bulunmasindan dolay1 Gis1
proteininin NTH1 promotor bdlgesindeki STRE/PDS bélgelerine baglanip baglanmadigi

arastirildi.

lfi !_;E " ” |:

| ‘

B
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-

i
FRIRLLY

I-TASSER Swiss-Model

! Iy !i '?’
E

Robetia

Sekil 4.13. PDBsum server kullanilarak olusturulan I-TASSER, Swiss-model ve Robetta
Topology haritalari.

I-TASSER’dan elde edilen Gisl proteinin 3D modeli toplamda 13704 atomdan
meydana gelmektedir. VMD uygulamasi araciligiyla 13704 atomlu Gisl proteninin 3D
yapisindan hidrojen atomlar1 uzaklastirild: ve atom sayis1 6990°a indirildi. ilk calisma icin

“Gisl-No-Hidro.pdb” seklinde kayit edildi. In silico ortamlardaki hesaplamalarin
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gecikmesini Onlemek amaciyla atom sayisi diisiiriildii ve docking olarak adlandirilan
programlarda kullanilmast amaciyla Gisl proteininin 3 boyutlu yapist hidrojensiz olarak
hazirlandi.

Tom Bishop'in Teorikal Molekiler Biyoloji Laboratuvarinin olusturduklari DNA
Maker adli program vasitasiyla, {izerinde 5’-CCCCT-/-AGGGG-3’ bolgesinin bulundugu
NTH1 promotorundan 60kb fragment kesildi ve 3 boyutlu hale getirilen bu DNA pargacig
“STRE-PDS60kb NTHI1.pdb” seklinde kayd: yapildi.

Cizelge 4.8. Ug boyutlu model tahmin programi verilerinin karsilastiriimas.

QH RMSD Identity

Robetta — Swiss 0,6345 2,1844 %73,24
Robetta — I-TASSER 0,6857 2,3364 %79,19
Swiss — I-TASSER 0,7891 1,0612 %81,34

Cizelge 4.9. I-TASSER - Eylll-Subat 2016 Gislp model yapilariin verilerinin
karsilastirilmasi.

QH RMSD Identity
Eski — Yeni 0,9861 0,3452 %100

International Institute of Molecular and Cell Biology - Laboratory of Bioinformatics
and Protein Engineering grubunun gelistirmis oldugu program araciligiyla Niikleik asit-
Protein Dock (NPDock) ¢alismasi yapildi. Yapilan bu ¢alisma sonucunda in silico olarak
Gisl proteninin, NTH1 promotorunun 60bp’lik bir parcasi olan ve iizerinde 2 tane
STRE/PDS bélgesinin bulundugu DNA fragmentinin 5’-CCCCT-/-AGGGG-3’ bolgesine
docking yapabildigi gézlemlendi. BOylelikle Gisl proteinin NTH1 promotoruna baglanma
olasiliginin yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 4.15.).

Yapilan in silico galigmalar sonucunda, Gisl proteinin NTH1 geninin promotor
bolgesinde bulunan ve birbirine yakin olan iki CzHz baglanma boélgesine docking
yapabilmesi c¢alismanin daha fazla detaylandirilarak ihtimalleri daha da kuvvetlendirecek
olan caligmalarin devam etmesi gerektigine karar verildi. NAMD programi aracilifiyla
proteinin yapist minimize edilerek daha iyi bir yapmin elde edilip edilemeyecegine dair

calismalarimiz devam etmektedir.
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Sekil 4.14. PDBsum server kullanilarak olusturulan I-TASSER, Swiss-model ve Robetta
Secondary Structure sonuglari.
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Sekil 4.15. Gisl proteini ile NTH1 promotor DNA fragmentinin in silico baglanma modeli.
Turkuaz: DNA fragmenti, Magenta: Gisl proteini, Yesil: Birinci C;H2 DNA baglanma
bolgesi, Turuncu: Ikinci C2H2 DNA baglanma bdlgesi.
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BOLUMS
SONUC VE ONERILER

Stres sartlarinda, S. cerevisiae maya hicresinde depolanan trehaloz metaboliti NTH1
geni tarafindan kodlanan nétral trehalaz enzimiyle yikilir. Ortam kosullart uygun oldugunda
gevresel stresler olmadiginda trehaloz logaritmik asamada diisiik bir seviyede
bulunmaktadir. Trehaloz sentezinin ara metaboliti olan trehaloz-6-fosfatin glikozun
transportu ve metabolize edilmesinde diizenleyici rolii bulunmaktadir. Bu nedenle trehaloz
biyosentezininde normal kosullarda belirli bir seviyede tutulmasi gerekmektedir. Hiicresel
uremenin farkli agsamalarinda hiicre i¢i trehaloz miktar1 degismekted olup stres kosullarinda
ve besin agliginda artmaktadir.

Gisl proteini PDS ve duragan asamada aktivator olarak logaritmik asamada ise
repressor olarak gorev yapmaktadir. Calismamizda Gislp yoklugunda, NTH1
transkripsiyonunun logaritmik asamada yaklagik 4 kat arttig1 goriildii. Post-dioksik kayma
asamasinda da Gislp yoklugunda NTH1 gen ekspresyonunda 2-3 kat arttig1 belirlendi. Bu
durum Gisl proteininin NTH1 transkripsiyonun baskilanmasi i¢in gerekli oldugunu ve Gisl
proteininin NTH1 geninin negatif regiilatorii oldugunu gostermektedir.

Gisl proteininin Riml5 kinazdan bagimsiz olarak represor aktivitesi yerine
getirmektedir (Zhang ve ark., 2009). Ayrica Gislp yoklugunda MSN4 transkripsiyonu
artmaktadir. Normal ireme kosullarinda Gisl proteini direk olarak PDS elementleri
araciligiyla yada indirek olarak Msn4p tizerinden STRE elementleri araciligiyla stres-cevap
genlerinin ekspresyonunu baskilamaktadir (Zhang ve ark., 2009).

Yaptigimiz NTH1 promotor analizinde PDS elementleri ile STRE elementlerinin
istiiste geldigi belirlendi. Dioksik kayma ve post-dioksik kayma asamasinda Gislp
yoklugunda NTH1 gen ekspresyonununda 2-3 kat artig oldugu tespit edildi. Bu durum Gisl
proteininin logaritmik asamada, dioksik asamada ve post-dioksik asamada, NTH1
transkripsiyonunu Msn4p iizerinden indirek olarak baskiladigini diistindiirmektedir. Gislp
yoklugunda transkripsiyonu artan Msn4 proteininin NTH1 promotorunda bulunan STRE
dizilerine baglanarak transkripsiyonu artirdig1 diisiinilmektedir. Duragan asamada ise NTH1
transkripsiyonunun Gislp yoklugunda ¢ok yiliksek oranda azaldig: goriildii. Bu durum Gisl
proteininin duragan asamada NTH1 transkripsiyonunun aktivasyonu i¢in gerekli oldugunu
gostermektedir. Gisl proteininin logaritmik asamada represor olarak, post-dioksik ve

duragana asamada aktivator olarak gorev yapmaktadir (Westholm ve ark., 2012).
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Caligmamizda da Gisl proteini logaritmik asamada ve post-dioksik asamada represor olarak,
duragan asamada ise aktivator olarak gorev yaptig belirlendi.

Sonug olarak yaptigimiz ¢alisma sonucunda Gis| transkripsiyon faktoriiniin NTH1 gen
ekspresyonunun regiilasyonunda gorev aldigi, eksponensiyel asamada NTH1 represoru
olarak gorevli oldugu belirlendi. Ayrica 6zellikle Post-dioksik kayma agamasinda yuksek
trehaloz miktarinin bulunmasi, Gisl proteininin NTH1 geninin aktivatori TPS1 geninin ise
represorii olarak gorev yaptigini diistindiirmektedir. Ancak bu konu ile ilgili TPS1 genine ait
literatiirde bilgi bulunmadigindan, tim bu c¢alismalarin TPS1 geni ile tekrarlanmas1 uygun
olacaktir.

Yapilan in silico ¢alismalar sonucunda, Gisl proteinin NTH1 geninin promotor
bolgesinde bulunan ve birbirine yakin olan iki CzH> baglanma bdlgesine docking
yapabilmesi ¢alismanin daha fazla detaylandirilarak ihtimalleri daha da kuvvetlendirecek
olan caligmalarin devam etmesi gerektigine karar verildi. NAMD programi aracilifiyla
proteinin yapist minimize edilerek daha iyi bir yapmin elde edilip edilemeyecegine dair

calismalarimiz devam etmektedir.
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EKLERI



EK 1. NTH1 Geni Hakkinda Baz1 Bilgiler

Sistematik Ad1 YDRO001C
Ozellik Tura ORF

Paralog NTH2
Tanimi NOtr Trehalaz

Gen Lokasyonu

1V. Kromozom 450220..452475

Protein Ailesi Glikozid Hidrolaz Ailesi 37
Alt Birim Yapisi Homodimer

Uzunluk (a.a.) 751

EC Numarast 3.2.1.28

USRstrE/PDS 3 tane

Molekdler Fonksiyonu

Alfa, alfa-trehalaz aktivitesi, Glikosidaz , Hidrolaz

Biyolojik Islemi

Kurumaya hiicresel yanit ve trehaloz katabolic siire¢

Hiicrede I¢i Konumu

Sitoplazma

Katalitik Aktivitesi

Alfa, alfa-trehaloz + H,O = beta-D-glikoz + alfa-D-glikoz

Enzim Dizenlenmesi

CAMP'ye bagli fosforilasyon ile aktive olur.

Substrat Baglanma

Bolgesi

302, 346, 355 (a.a.)

Aktif Bolgesi

478,674




EK 2. GIS1 Geni Hakkinda Baz1 Bilgiler

Sistematik Ad1 YDRO096W
Ozellik Ttrd ORF

Paralog RPH1

Tanimi Glgl-2 Baskilayici

Gen Lokasyonu

IV. Kromozom 637.139 .. 639.823

Protein Ailesi JmjC/jmjN

Alt Birim Yapisi Monomer

DNA Baglanma Tipi C2H2 Tip — Cinko parmak
Uzunluk (a.a.) 894

Molekdler Fonksiyonu

histon demetilaz aktivitesi (H3-K36 6zel),

transkripsiyonel represor ve aktivator faaliyeti

Biyolojik Islemi

histon metilasyonu, fosfolipid biyosentetik stirecin

diizenlenmesi, kronolojik hiicre yaglanmasi

Hiicrede I¢ci Konumu

Nukleus
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Tez konumun haricinde biyoinformatik ve biyokimya alaninlarinda bilgisayar
programlari ile aragtirmalar yapiyorum. Genel olarak Molekiiler sistematik, Protein dizileri
ve katlanmalari, Proteinlerin 3Boyutlu Modellenmesi ve Docking. Toplanilan veriler ile
protein tizerindeki mantiksal bolgeleri in silico ortamda inceleyerek karsilastirmalar
yapmaktayim. in silico olarak Protein-Ligand, Protein-Protein ve Protein-DNA arasindaki
ve baglanma bolgelerinin etkilesimlerini arastirtyorum.
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e Kullanabildigim Programlar

o Biyoinformatik Programlari

. SnapGene %
= DnpaSTAR +

=  Chimera +
s PymOl +

Bu programlara ek olarak PAUP, REAP, Megasoftware gibi benzeri
programlarida kullanmaktayim. Ayrica web tabanli olarak kullanmakta
oldugum veribankalar1 ve programlar sunlardir:

yeastgenome.org
yeastract.com
ensemblgenomes.org
ebi.ac.uk
dnanexus.com
uniprot.org

rcsh.org
ncbi.nim.nih.gov
expasy.org
proteinmodelportal.org
zhanglab.ccmb.med.umich.edu
genesilico.pl/NPDock
haddock.chem.uu.nl
usegalaxy.org

NN N N N N YN NN NN

Yeni nesil sekanslama programlarinda transkriptomik alanda kullandigim
uygulamalar ise sirasiyla: fastgGroomer, Trimmomatic, Tophat2, FeatureCounts.
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o Grafik Programlari

" PhOtOShOp #

= | ndesign +
»  Aftereffects —0—

= 3ds Max +

=  Corel Draw +
=  Flash Pro #

Grafik tizerine benzer sekilde yazilmis programlari da kazanmis oldugum
deneyimlerle kisa stirede kullanabilmekteyim.

o Miizik Programlari

Acid Music _@_

Flstudio +
Me|0dyne +

Guitar Pro *

Bir¢ok miizik programinin benzer 6zellikleri vardir ve bu sebepten dolay1 bu
programlara benzer onlarca program kullanmaktayim.
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o Isletim Sistemleri

= Windows X %

= Linux +
= Mac Os X %

Ik olarak MS-DOS isletim sistemiyle tanismamin ardindan Windows 3.x ile
Windows 10 arasindaki tiim versiyonlara asinayim. Linux isletim sisteminde
cogunlukla tercih ettigim dagitim ise Mint’dir. Mac OS X isletim sistemi ise
pek tercih etmedigim bir isletim sistemidir ancak yeri geldiginde islerimi
tamamlayabilecek kadar bilgim vardir.

o Office/Web Programlari

Word %

Excel _@_
= Powerpoint _9_
u Dreamweaver—o_

Bu tarz ve buna benzer ¢ogu programi kullandim ve kullanmaya devam
etmekteyim. Bu zamana kadar kullanmakta oldugum farkli programlar
sayesinde yeni bir programi 6grenmek zorunda kaldigimda ¢ok kisa siirede
programi kullanabilir hala gelmekteyim.
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